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1. INTRODUGCAO

O aumento pela procura de antimicrobianos e antioxidantes naturais para
aplicacdo na industria alimenticia tem crescido devido a preocupacdo em fornecer
ao consumidor alimentos de qualidade e seguros. Doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) constituem uma sindrome caracterizada por diarréia, dor
abdominal, febre, nauseas ou vomitos atribuidos a ingestdo de agua ou alimentos
contaminados por bactérias, virus, parasitas, toxinas ou produtos quimicos. As
manifestacdes clinicas dependem de cada patdogeno e muitos deles produzem os
mesmos sintomas, causando complexidade no diagndstico clinico. No Brasil, os
agentes etiologicos mais associados as DTA sdo os bacterianos,
predominantemente as DTA causadas por Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Além das bactérias
patogénicas, as bactérias deteriorantes, caso estejam presentes em alimentos
armazenados sobretudo de forma inadequada, aceleram a oxidacao lipidica, que é
um processo que ja ocorre naturalmente, responsavel por uma série de alteracbes
gue levam a perda do valor nutricional, alteracdo das caracteristicas sensoriais e
formacado de compostos toxicos (AMARAL, SILVA e LANNES, 2018).

Oleos essenciais sio alternativas para substituir os antioxidantes sintéticos e
consequentemente proteger o0s produtos alimentares de contaminacdes
microbianas, pois sdo naturais e provenientes de plantas aromaticas, podendo ser
incorporados tanto diretamente ao alimento, quanto nas embalagens alimentares
(DANNENBERG et al., 2019). Entretanto, 6leos essenciais séo instaveis e facilmente
volatilizados, sendo necessario a aplicacdo de alguns procedimentos para preservar
seus componentes (TUREK e STINTZING, 2013). Schinus terebinthifolius Raddi,
conhecida no Brasil como Aroeira ou pimenta-rosa, € uma arvore de presenca
abundante no Rio Grande do Sul. Os extratos vegetais e 6leos essenciais extraidos
das suas folhas e frutos sdo conhecidos por sua atividade antimicrobiana
principalmente frente a micro-organismos Gram-positivos associados a alimentos
(LINDEN et al., 2020). Além disso, MACEDO et al. (2017) também ressaltam seu
poder antioxidante, devido a presenca de inumeros compostos fendlicos como
guercetina, mirceno e acido elagico, juntamente a antocianinas e flavondides.

Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar o potencial antimicrobiano e
antioxidante de 6leo essencial dos frutos da pimenta-rosa coletados na cidade de
Capao do Ledo/RS.
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2. METODOLOGIA

As amostras de frutos utilizadas neste estudo foram coletadas de éarvores
adultas localizadas no campus da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) em
Capdo do Ledo, RS, e foram botanicamente identificados como Schinus
terebinthifolius Raddi tendo como base na semelhanca com espécime n° 25.131 do
herbario do Departamento de Botanica da UFPel. Apés a colheita, os frutos foram
higienizados e debulhados para posterior estocagem em ultrafreezer até o momento
da extracdo. Para obtencéo do 6leo essencial de pimenta rosa (OEPR), utilizou-se o
método de hidrodestilacdo e em seguida, o 6leo foi armazenado em frasco de vidro
ambar e mantido a - 80°C.

Os micro-organismos foram escolhidos com base na sua importancia para a
gualidade de alimentos. Utilizou-se cepas de E. coli ATCC 11230, S. aureus ATCC
12598, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Salmonella enteritidis ATCC 13076. A
atividade antimicrobiana do OEPR foi inicialmente avaliada pela técnica de disco-
difusdo (CLSI, 2012b). Apds, foi avaliada a concentragdo inibitéria minima (CIM),
gue € a menor concentracdo de OEPR necessaria para inibir o crescimento dos
micro-organismos testados mediante auséncia de turvacdo visivel, sendo
determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2012a). Em seguida, a
concentracao bactericida minima (CBM) foi identificada através das placas onde néao
ocorreu crescimento bacteriano.

A atividade antioxidante do OEPR em diferentes concentracdes foi avaliada
utiizando dois métodos, primeiramente pelo radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), seguindo metodologia descrita por BRAND-WILLIANS (1995) e pelo radical
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (RE et al., 1999). A atividade
anti radical foi medida como porcentagem de inibicdo de radicais livres, medindo-se
diminuicdo na absorbancia em comparac¢do com o controle, conforme a Equacao 1,
onde Acontrole € @ absorbancia do controle e Aamostra € @ absorbancia da amostra.

R A Controle—4 Amostra
04)= E
. Inlblgao.(A)) A Conerots * 100 Eq. (1) .
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com
nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antimicrobiana do OEPR estdo expostos na
Tabela 1. Através do teste de disco-difusdo, foi possivel sugerir que a maior
atividade antimicrobiana do OEPR foi indicada sobre a L. monocytogenes, ja que
visivelmente desenvolveu pouquissimas colonias, circuladas na Figura 1. De acordo
com a técnica descrita pela CLSI, o halo formado mostra a regido na qual as
bactérias ndo conseguem se desenvolver. Portanto, nota-se (Figura 1) que nao
houve formacdo do halo pelo fato da bactéria ndo ter crescido suficientemente,
evidenciando o alto poder de inibicdo do 6leo bruto ao adicionar 10 puL nos discos.
Com isso, considerou-se como halo de inibicdo, todo o didametro da placa, ou seja,
aproximadamente 90 mm. Além disso, a CIM e CBM encontradas foram de 37,9 e
101 mg/mL, respectivamente. O OEPR promoveu 13,2 = 1,4 mm de halo inibitério
frente & S. aureus, apresentando CIM de 37,9 mg/mL e CBM de 50,6 mg/mL. Para a
S. enteritidis, formou-se um halo de inibicdo de 9,6 + 0,3 mm, indicando valores de
CIM de 63,3 e CBM de 113 mg/mL. Para E. coli, o OEPR nédo exibiu potencial de
inibicdo.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana do OEPR pelo método de disco-difusao de
placas, concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Bactéria Halo de inibicéo CIM CBM
médio (mm) (mg/mL) (mg/mL)
Listeria monocytogenes 88,9 £ 0,62 37,9 101,0
Staphylococcus aureus 13,2 +1,4° 37,9 50,6
Escherichia coli 0,0 +0,0¢ - -
Salmonella enteritidis 9,6 £0,3° 63,3 113,0

Figura 1 — Teste antimicrobiano de disco-difuséo frente a Listeria monocytogenes
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Em estudo realizado por DOURADO (2012), a acao antimicrobiana de 6leo
essencial extraido de frutos verdes e maduros de pimenta rosa indicou halos de
inibicdo de 15, 21 e 17 mm, com CIM de 2,73, 10,92 e 2,73 pug/mL e CBM de 5,46,
21,84 e 5,46 pg/mL para L. monocytogenes ATCC7644, S. aureus ATCC 23235 e E.
coli ATCC11775. DANNENBERG et al. (2019) observaram inibicdo nula frente a E.
coli e halos inibitérios de 24,3 e 23,1 mm, CIM de 0,68 e 1,36 mg/mL e CBM de 2,72
e 2,72 mg/mL, para S. aureus e L. monocytogenes, respectivamente. Ja para S.
aureus, o halo apresentado foi de 12,3 mm e CIM de 16 pg/mL. NAZZARO et al.
(2013) reportaram uma menor eficiéncia dos 6leos essenciais sobre bactérias Gram-
negativas, devido, em parte, a maior complexidade da dupla parede celular destes
micro-organismos em contraste com a estrutura simples da parede celular de
bactérias Gram-positivas. As variacfes entre os diametros dos halos e valores de
CIM e CBM encontrados neste estudo em comparacdo a literatura, provavelmente,
estdo relacionadas a cepa bacteriana utilizada, concentracdo de Oleo testada para
as bactérias, método de extracdo do Oleo, além de variacdes sazonais como época
da colheita dos frutos, temperatura, umidade e tipo de solo (LLORENS-MOLINA et
al., 2020).

Tabela 2. Percentual de inibicdo do OEPR pelos métodos de DPPH e ABTS

Concentracédo (mg/mL) Inibicdo (%) - DPPH Inibicdo (%) - ABTS
10 67,3 +0,3f 69,2 +1,2¢
20 68,4 + 0,5/ 71,7 £0,7%
30 68,1 + 0,41 71,1 +0,8%
40 70,9 £ 0,2¢ 73,4 +£0,8%
50 73,2 £ 0,5¢ 73,9 +£0,9%
60 75,7+ 0,4°¢ 76,2 +1,0°

80

81,5+0,6°

82,5+0,7°
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100 85,1+ 0,4? 88,3+2,1°

Quanto maior a concentracdo do OEPR, maior foi o percentual de inibicdo
oxidativa (Tabela 2). A concentragdao entre 30 e 40 mg/mL engloba a CIM de L.
monocytogenes e S. aureus, apresentando uma inibicdo em torno de 70% para
DPPH e 72% para ABTS. MACEDO et al. (2017) reportaram que o 0leo essencial de
frutos de pimenta-rosa apresentaram atividade inibitoria frente ao radical DPPH de
no maximo 54,8%, observando que a acado foi dependente do tempo. Ja para o
ABTS, a maior inibicdo foi de 83%, com uma resposta dose-dependente entre as
concentragdes usadas.

4. CONCLUSOES
O OEPR teve potencial para inibicdo de S. aureus, L. monocytogenes e S.
enteritidis, além de exibir boa ag¢do antioxidante. Assim, € uma alternativa para
aplicacbes na area alimentar, podendo ser utilizado como conservante natural
diretamente em alimentos ou aplicado em embalagens, com o objetivo de prolongar
a vida util dos produtos.
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