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Resumo

CUNHA, Kamila Furtado. Potencial antibacteriano do 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia (Maiden & Betche) Cheel e desenvolvimento de filmes ativos para
aplicacdo em alimentos. 2019. 65f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Programa de POs-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Para o controle de patdégenos em alimentos, métodos alternativos que visam explorar o
potencial de extratos naturais, como os 6leos essenciais (OE), sdo considerados
promissores para diferentes aplicacbes, uma vez que esses compostos apresentam
diversas propriedades bioldgicas, como a acao antibacteriana. Dentre essas aplicacées,
busca-se o desenvolvimento de embalagens ativas, utilizando matrizes biodegradaveis,
como acetato de celulose, visando minimizar os impactos ao meio ambiente, decorrente
do acumulo de polimeros sintético. Sendo assim, o objetivo do estudo foi desenvolver
filmes de acetato de celulose incorporados com OE de Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche) Cheel (OETT) e avaliar seu potencial antibacteriano para aplicacdo em
alimentos. A agéo antibacteriana do OETT foi avaliada in vitro através de disco difuséo,
concentracgao inibitéria e bactericida minima contra Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900 e
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e posteriormente, foram elaborados filmes com o
OETT, sendo preparados os tratamentos T1 com 2xCIM (1,56% para isolados e 3,2%
para S. Typhimurium ATCC 14028) e T2 com 4xCIM (3,2% para isolados e 6,4% para S.
Typhimurium ATCC 14028), e um filme sem OE, os quais foram avaliados in vitro contra
0S mesmos patogenos através dos testes de disco difusdo e cinética de acdo em caldo.
Em seguida, os filmes ativos foram avaliados in situ, utilizando presunto cozido fatiado.
Como resultados, foi observado que o OE demonstrou acdo in vitro contra todos
patdgenos avaliados, sendo que S. Typhimurium demonstrou-se mais sensivel a acao
dos filmes com o OETT, sendo também avaliada a sua acéo frente a isolados de origem
alimentar. Nos ensaios in vitro, o isolado multirresistente de Salmonella spp.
demonstrou-se mais sensivel aos filmes com OETT incorporado, quando comparado ao
isolado susceptivel e a cepa padrdo. Destaca-se que na avaliagdo in situ, desde o
primeiro dia de exposicdo da matriz alimentar contaminada aos filmes, tanto para T1
guando T2, foi observado que ndo houve crescimento de nenhuma das bactérias
avaliadas no estudo, demonstrando acao bactericida. Assim, conclui-se que o OE de M.
alternofolia (Maiden & Betche) Cheel apresenta acéo antibacteriana frente a diferentes
patégenos alimentares, e quando aplicado em filmes de acetato, sédo efetivos no controle
de Salmonella spp. em presunto cozido.

Palavras-chave: acdo bactericida; acetato de celulose; presunto cozido; Salmonella
spp.; tea tree



Abstract

CUNHA, Kamila Furtado. Antibacterial potential of essential oil of Melaleuca
alternifolia (Maiden & Betche) Cheel and development of active films for
application in food. 2019. 65p. Dissertation (Master in Food Science and Technology)
Postgraduate Program in Food and Science Technology, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 20109.

For the control of pathogens in food, alternative methods to exploit the potential of natural
extracts, such as essential oils (OE), are considered promising for different applications,
since these compounds present several biological properties, such as the antibacterial
action. Among these applications, it is sought the development of active packaging, using
biodegradable matrices, such as cellulose acetate, in order to minimize impacts to the
environment, due to the accumulation of synthetic polymers. Therefore, the objective of
the study was to develop cellulose acetate films incorporated with OE from Melaleuca
alternifolia (Maiden & Betche) Cheel (OETT) and to evaluate its antibacterial potential for
food application. The antibacterial action of OETT was evaluated in vitro by disc diffusion,
minimum inhibitory and bactericidal concentration against Listeria monocytogenes ATCC
7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 0157: H7 NCTC 12900 and
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 and thereafter films were made with OETT , and
T1 treatments with 2xCIM (1.56% for isolates and 3.2% for S. Typhimurium ATCC
14028) and T2 with 4xCIM (3.2% for isolates and 6.4% for S. typhimurium ATCC 14028),
and a non-OE film, which were evaluated in vitro against the same pathogens by disc
diffusion and stock kinetics in broth. Then the active films were evaluated in situ using
sliced baked ham. As results, it was observed that OE demonstrated in vitro action
against all pathogens evaluated, with S. Typhimurium being more sensitive to the action
of the films, and its action against food isolates was also evaluated. In the in vitro assays,
the multidrug resistant Salmonella spp. was shown to be more sensitive to films with
incorporated OE when compared to the susceptible isolate and the standard strain. It
was observed that in the in situ evaluation, from the first day of exposure of the
contaminated food matrix to the films, both for T1 and T2, it was observed that there was
no growth of any of the bacteria evaluated in the study, demonstrating a bactericidal
action. Thus, it is concluded that the OE of M. alternofolia (Maiden & Betche) Cheel
presents an antibacterial action against different food pathogens, and when applied in
acetate films, are effective in the control of Salmonella spp. in ham.

Key-words: bactericidal action; cellulose acetate; ham; Salmonella spp.; tea tree.
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1. Introducéo

A presenca de micro-organismos patogénicos em alimentos representa um risco
a saude do consumidor, uma vez que os mesmos podem causar diversas enfermidades
associadas a Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA). No ambiente de manipulagao
e processamento de alimentos, esses micro-organismos podem se aderir a diversas
superficies, utilizando residuos organicos e inorganicos como substrato para sua
adesao, funcionando como uma fonte de contaminacédo do produto, tanto no ambiente
industrial quanto no domiciliar (OLIVEIRA, BRUGNERA e PICCOLI, 2010;
RISOPOLLES-AVILA et al.,, 2018). Desta forma, cada vez mais se busca solucdes
efetivas a fim de evitar a contaminacdo de alimentos ou das respectivas matérias-
primas, no ambiente de producédo de alimentos (CDC, 2016; ALONZO, 2015).

Dentre os métodos de conservacdo de alimentos utilizados, o emprego de
substancias sintéticas € uma das mais utilizadas. As mesmas sdo adicionadas aos
alimentos a fim de garantir um padrdo de qualidade e seguranca microbiolégica dos
produtos, respeitando os limites preconizados pela legislacdo (MARTINS, SANTANIN e
SOUZA, 2018). Entretanto, ha alguns anos, tém se observado uma nova tendéncia de
mercado, onde os consumidores buscam, reduzir o consumo de alimentos contendo
substancias sintéticas (SILVA, 2014).

A fim de encontrar métodos alternativos para o controle desses agentes, as
plantas, bem como seus extratos, sdo avaliadas devido a suas varias propriedades
farmacoldgicas, apresentando uma grande diversidade de compostos bioativos
(FENALTI et al., 2016). Dentre eles, destacam-se os Oleos Essenciais (OE), os quais
sdo caracterizados como substancias complexas, oriundas do metabolismo
especializado do secundario vegetal, podendo ser extraido de qualquer parte da planta,
apresentando acao fitoterapica, antiviral, antisséptica, antifingica e antibacteriana, entre
outras (ANDRADE et al., 2014).
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A acdo antibacteriana de OE contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa é
bastante documentada sendo esta uma das mais importantes propriedades
apresentadas por esses compostos (SILVA, 2014). Dentre as diversas aplicagcbes que
visam explorar o potencial dos mesmos na area de alimentos, busca-se o
desenvolvimento de embalagens ativas, utilizando matrizes biodegradaveis, como
acetato de celulose, visando também minimizar os impactos ao meio ambiente,
decorrente do acumulo de polimeros sintéticos (MIR et al., 2018). Dentre os compostos
com acgao antimicrobiana com potencial para serem aplicados em embalagens, os OE e
seus constituintes se destacam por serem compostos bioativos e de baixa toxicidade
(HYLDGAARD, MYGIND e MEYER, 2012; RIBEIRO-SANTOS, 2017; MIR et al., 2018).

Dentre os OE atualmente estudados, o de Melaleuca alternifolia (Madon &
Betche) Cheel, popularmente conhecido como tea tree, é bastante conhecido por suas
propriedades medicinais como acdo anti-inflamatoria e antimicrobiana (CARSON,
HAMMER e RILEY, 2006). Sua agédo antimicrobiana foi demonstrada in vitro contra E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa e Penicillium spp. (ZHANG et al., 2018), micro-organismos
de importancia na area de alimentos, entretanto, seu potencial para aplicacdo ainda nao

foi explorado na area.

Com a intencdo de combater a contaminagcédo de alimentos por micro-organismo
causadores de DTA, produzindo alimentos seguros para os consumidores, busca-se
diminuir o impacto que essas doencas podem causar na qualidade de vida da
populacdo. Concomitantemente, oferecer produtos mais saudaveis com reducdo de
aditivos sintéticos a populacédo, se busca estudar o potencial antibacteriano de diferentes
extratos vegetais, para que 0os mesmos possam ser utilizados em beneficio da saude
humana, podendo ser aplicados em filmes biodegradaveis, proporcionando a reducédo de

impactos ambientais.

1.2 Objetivos
1.2.1 Geral

Desenvolver filmes incorporados com 6leo essencial de M. alternifolia (Maiden &

Betche) Cheel com potencial antibacteriano para aplicagdo em alimentos.
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1.2. 2 Especificos

- Avaliar o potencial antibacteriano do 6éleo essencial de M. alternifolia (Maiden & Betche)

Cheel contra bactérias patogénicas em alimentos;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Bactericida Minima (CBM) do

6leo essencial em estudo;

- Desenvolver filmes ativos de acetato de celulose com as concentracfes do 6leo

essencial que demonstraram agao antibacteriana in vitro;
- Avaliar in vitro a eficicia dos filmes ativos, contra bactérias patogénicas em alimentos;

- Avaliar in situ a eficacia dos filmes ativos, através da sua avaliagdo em matriz

alimentar.



CAPITULO |
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2 Revisao de literatura

2.1 Contaminagao microbiana em alimentos

Apesar de serem utilizadas diversas estratégias de controle durante a producao
e processamento dos alimentos, visando reduzir a contaminagcdo microbiana no produto
final. No entanto, devido a demanda dos produtos, e em alguns casos o descumprimento
das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), ocorre a contaminagdo por micro-organismos
patogénicos e deteriorantes na cadeia alimentar, comprometendo a qualidade
microbioldgica dos produtos (AKHTAR, SARKER e HOSSAIN, 2014).

A contaminacg&o por micro-organismos deteriorantes nos alimentos causa perdas
econdmicas, uma vez que alteram a qualidade do produto, bem como suas
caracteristicas sensoriais. Entretanto a presenca de micro-organismos patogénicos, nao
causa esse tipo de alteracdo, mas compromete a seguranca microbioldgica do produto,
oferecendo riscos a saude do consumidor. Assim, a prevaléncia de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) ainda permanece como uma importante causa de
morbidade e mortalidade, afetando um terco da populacdo em paises subdesenvolvidos
(DANNENBERG, 2017; AKHTAR, SARKER e HOSSAIN, 2014).

Os fatores que levam a contaminacdo microbiana em alimentos estédo
relacionados a multiplicacdo celular, sobrevivéncia e a fonte de contaminacao
propriamente dita. Com relacdo aos fatores relacionados a contaminagdo, sabe-se que
grande parte delas ocorre devido aos manipuladores do alimento e contaminacgao
cruzada. Contudo, sabe-se que a contaminacdo nos alimentos ocorre devido aos

manipuladores dos mesmos e contaminacdo cruzada. O fator que influenciam a
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sobrevivéncia e multiplicacdo sdo o aquecimento e cozimento inadequado, e também

preparacao, estocagem e refrigeracao, respectivamente (FORSYTHE, 2013).

Os casos de DTA séao atribuidos principalmente ao consumo de produtos de
origem animal, crus ou pré-cozidos, e a contaminagcdo e multiplicacdo dos mesmos pode
ocorrer pela sua manipulacdo, refrigeracdo ou cocgcdo inadequada e exposicao
prolongada a temperatura ambiente (FORSYTHE, 2013; BRASIL, 2017). Além disso,
dentre esses alimentos, estima-se que grande parte dos casos de intoxicacbes e
infeccdes alimentares sdo causadas pelo consumo de produtos carneos como

embutidos, fiambres e linguigas frescais (COLLA et al., 2014).

2.1.1 Bactérias patogénicas em alimentos

O consumo de alimentos fora dos padrdes higiénico-sanitarios é o principal fator
responsavel pela ocorréncia de DTA, representando importantes problemas de saude
publica, causando doencas e que podem chegar a Obito em casos graves (CDC, 2016;
MARINHO et al., 2015). No Brasil, segundo dados obtidos entre 2015 a 2017, foi

verificado que ocorreram mais de 20 mil casos de DTA (BRASIL, 2017).

Nos ultimos anos, observou-se que a incidéncia de doencgas vinculadas a
alimentos é crescente, entretanto a grande maioria dos casos nao € notificada, visto que
muitos agentes causam apenas sintomas leves, onde o individuo afetado ndo procura os
servicos de saude (HOELZER et al., 2018; MARINHO et al., 2015). Atribui-se o aumento
no numero de casos ao aumento populacional e, consequentemente, o aumento no
numero de individuos pertencentes aos grupos de risco, a maior exposi¢cao de alimentos
direcionados ao consumo coletivo e deficiéncia de fiscalizacdo em relacdo a qualidade
dos alimentos distribuidos a populacéo (BRASIL, 2017; MARINHO et. al, 2015).

Atualmente, sabe-se que no Brasil, os agentes bacterianos sdo 0s responsaveis
por 95% dos casos de DTA, onde Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus
aureus sdo os agentes mais frequentes associados aos surtos (BRASIL, 2017), sendo
dados semelhantes aos reportados pelo Center for Disease Control and Prevention
(CDC, 2016), o qual descreve que os agentes mais comuns sdo Salmonella spp. e E.

coli.
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Conhecida por ser uma bactéria que faz parte da microbiota intestinal em
humanos e outros animais, E. coli quando fora do seu sitio comum pode causar diversas
infecgbes. Algumas cepas de E. coli causam diarreias agudas e gastroenterites, sendo
transmitidas por alimentos ou &gua contaminadas (CDC, 2016). Essas cepas
patogénicas sao classificadas em grupos, sendo as principais: enterotoxigénica (ETEC),
enteropatogénica (EPEC), hemorragica (EHEC) e a enteroinvasiva (EIEC) (MURRAY et
al, 2017). Dentre essas destaca-se a E. coli O157:H7, pois a mesma é a causadora de
diarreias hemorragicas, podendo ser produtora da Toxina Shiga, a qual pode levar a
Sindrome Hemolitica Urémica (GONCALVES et. al, 2016; CDC 2016).

Caracterizado por fazer parte da microbiota normal da pele e membranas
mucosas de cerca de 20-40% da populacdo, S. aureus é um importante agente
causador de intoxicacdes alimentares, devido a producdo de diversas enterotoxinas.
Esse micro-organismo pode ser facilmente encontrado contaminando alimentos devido a
manipulacdo inadequada de quem os prepara. Além disso, pode ser encontrado em
superficies de equipamentos e no ambiente, nos quais podem formar biofilmes, servindo

como fontes para contaminacoes recorrentes (MURRAY, 2017; RUBAB et al., 2018).

Bactérias pertencentes ao género Salmonella spp. apresentam ampla
distribuicdo, estando associada a diversos hospedeiros como suinos, aves, répteis e até
mesmo 0 homem. S&o agentes responsaveis por casos de gastroenterites com sintomas
de gravidade variavel, podendo desenvolver em casos mais greves, sepse e infeccdes
endovasculares (COSTA, 2014; TANNER e KINGSLEY, 2018; ISSENHUTH et al.,
2014). Esses micro-organismos se destacam por serem altamente patogénicos, devido a
expressao de diversos fatores de viruléncia que irdo auxiliar na sobrevivéncia durante o
transito gastrointestinal, colonizacdo e invasdo no hospedeiro, além de apresentar
resisténcia a antibacterianos e sanitizantes (HERRERO-FRESNO e OLSEN, 2018).

Apesar de Listeria monocytogenes ndo ser considerada um dos agentes mais
frequentes associados a surtos, sdo responsaveis por desencadear a quadros clinicos
graves e apresenta indice de mortalidade de até 30%. Casos de listeriose sao
altamente graves em individuos pertencentes ao grupo de risco, particularmente em
gestantes visto que pode causar aborto, morte fetal, parto prematuro e infeccdes
neonatais. Essa bactéria apresenta capacidade de se adaptar a condi¢cdes adversas

como pH baixos e altas concentragfes de sal, além de formar biofilmes e se multiplicar
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em temperaturas baixas (2°C a 4°C). Essas bactérias sdo amplamente distribuidas na
natureza podendo estar presente no solo, agua, vegetais e 0s animais podem ser
considerados como reservatorios (GONCALVES et. al, 2016).

Dentre os diversos fatores de viruléncia que 0S micro-organismos podem
expressar, destaca-se a capacidade de formar biofilmes em diversas superficies, uma
vez que essa estrutura possibilita a persisténcia de micro-organismos por mais tempo no
ambiente, resisténcia a substancias antimicrobianas e processos de sanitizacdo
(COSTERTON, MONTANARO e ARCIOLA, 2005; MADSEN et. al, 2012). Na industria
de alimentos ocorrem principalmente nas areas de processamento, devido ao acumulo
de materiais organicos nas superficies, 0s quais servem como substrato para adesao
bacteriana. Entretanto, mesmo as células estando fortemente aderidas, quando em
biofilmes, varias células podem se desprender dessa estrutura, podendo contaminar os
alimentos e outras superficies (RISOPOLLES et al., 2018).

Além disso, a constante exposicdo de individuos da populacdo e também de
animais de criacdo a antimicrobianos utilizadas durante a producdo, vém atuando como
uma pressao seletiva para o surgimento de linhagens de micro-organismos resistentes
(LOPES, 2014; COLLA, et al., 2014; HAUBERT et al., 2016). Sendo assim, € crescente
a preocupacdo de que alimentos possam estar contaminados por esses micro-
organismos, uma vez que, as alternativas terapéuticas acabam tornando-se restritas,
dificultando o tratamento. Dessa forma, € necessario garantir 0 uso criterioso de
antimicrobianos em animais de producdo visando diminuir o surgimento de micro-

organismos resistentes (COLLA et al., 2014).

2.2 Oleos essenciais

Dentre os compostos bioativos obtidos a partir de plantas, os OE sao originados
no metabolismo secundario vegetal e sdo responsaveis pela defesa contra patdégenos e
herbivoros, permitem a sobrevivéncia ao estresse hidrico e falta de nutrientes, além de
atrair polinizadores (ANDRADE et al., 2014). Esses compostos podem servir como uma
fonte variada de substancias promissoras a serem exploradas pelas industrias de
alimentos, farmacéuticas e de cosméticos (ZANDI-SOHANI e RAMEZANI, 2015).
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Os OE podem ser extraidos de diferentes érgdos vegetais como frutas, flores,
folhas, cascas e raizes, entretanto sua composicao € variavel de acordo com o local de
extracdo, época do ano e localizacdo geografica. Além disso, apresentam baixo peso
molecular, ndo se misturam com a agua e apresentam-se liquidos a temperatura
ambiente. Sua extracdo pode ser feita através de CO: supercritico, prensagem a frio e
hidrodestilagcdo, sendo este ultimo o método mais utilizado para extracdo, apresentando
a vantagem de ndo utilizar nenhum solvente que possa ser toxico, uma vez que é
utilizado apenas agua (ANDRADE et al., 2014).

A acao antimicrobiana dos compostos dos OE pode ser caracterizada de acordo
com sua estrutura quimica, sendo atribuida principalmente aos terpenos, terpendides e
fenilpropandides, mas também aos compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides, os
quais apresentam diferentes sitios de acdo na célula bacteriana (Figura 1)
(HYLDGAARD, MYGIND e MEYER, 2012; ANDRADE et al., 2014). A acdo dos OE pode
ser atribuida a sua hidrofobicidade, permitindo que estes possam interagir com 0s
compostos lipidicos presentes nos envoltorios das células bacterianas, levando a um
aumento na permeabilidade da membrana, podendo provocar o extravasamento de
algumas substancias da célula ou ainda interferir na respiracao celular, induzindo a
morte celular (SOLORZANO-SANTOS e NOVALES, 2012; GRAEY e HAMMER, 2015).

Extravasamento do contetido
celular

Alteracdo do fluxo H*

Danos a parede
celular

Danos ao
material

genético

__________ T O Danos a proteinas

Danos a proteinas de Membrana citoplasmética

membrana

Figura 1: Sitios de acao dos 6leos essenciais na célula bacteriana

Fonte: Adaptada de Karaca e Newman (2015).
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Segundo Vasconcelos, Croda e Simionatto (2018) os OE s&o responsaveis por
agirem em diferentes sitios na célula bacteriana, dentre eles causam danos a nivel de
membrana celular, as quais provocam alteracdes da permeabilidade e perda de
proteinas funcionais responsaveis pelo transporte de moléculas e ions para a célula.
Podem causar inibicdo da enzima ATPase, porinas e inibicdo de genes relacionados a
divisdo celular, entretanto, ndo foram completamente elucidados. Além disso podem
atuar na inibicdo do quorun sensing, o qual pode influenciar a expressédo de diferentes
fatores de viruléncia, dentre eles motilidade e formacéo de biofilme.

De acordo com alguns estudos, os OE podem alterar a expressédo génica de
importantes fatores de viruléncia bacterianos, como producdo de biofime e
enterotoxinas em S. aureus (SHAFIRI et al., 2018; TURCHI et al., 2018) e listeriolisina O
em L. monocytogenes (LIU et al.,, 2016). De acordo com Bozik et al. (2018) alguns
componentes isolados dos OE, como carvacol e eugenol alteram a expressao proteica
em E. coli. Contudo, acredita-se também que a combinacdo dos diferentes compostos
guimicos presentes nos OE possa atuar de forma sinérgica entre si, com outros OE e
até mesmo farmacos convencionais, favorecendo sua acao antibacteriana (ANDRADE et
al., 2014).

Em virtude da necessidade de alimentos seguros e de um modo de vida mais
saudavel e sustentavel, é crescente a demanda por alimentos mais naturais, onde
percebe-se que 0s consumidores optam cada vez mais por reduzir o consumo de
produtos com substancias sintéticas (SILVA, 2014). Devido a isso, nos ultimos anos se
intensificaram os estudos acerca das propriedades de extratos vegetais, uma vez que as
plantas apresentam a capacidade de sintetizar uma grande diversidade de compostos

bioativos.
2.2.1 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Madon & Betche) Cheel

Conhecida por suas propriedades medicinais, M. alternifolia (Madon & Betche)
Cheel ou popularmente tea tree, € uma planta nativa da Austrdlia, pertencente a familia
Myrtaceae e ao género Melaleuca, o qual possui cerca de 230 espécies. O individuo
adulto pode chegar até 8 metros, florescendo geralmente em outubro e novembro
(D’AURIA et al., 2001; CARSON, HAMMER e RILEY, 2006) (Figura 2).
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Figura 2: Arvore de Melaleuca alternifolia (Maton & Betche) Cheel
A: Individuo adulto de em floracao; B: flores de M. alternifolia (Madon & Betche) Cheel;
Fonte: Fazenda Citra.

Os relatos da utilizacdo de M. alternifolia (Madon & Betche) Cheel devido a suas
propriedades medicinais, como acao anti-inflamatéria e antimicrobiana sédo bastante
antigos. Acredita-se que uma das primeiras descricbes do uso dessa planta seja da
época dos aborigenes, ao norte do estado de Nova Gales do Sul na Australia, onde
foram preparadas infusdes das folhas para tratar doencas de pele e também a inalacao
das folhas a fim de tratar tosses e resfriados (SHEMESH e MAYO, 1991). Entretanto a
utilizacdo do OE propriamente dito é descrita a partir da década de 1920 (CARSON,
HAMMER e RILEY, 2006).

O OE de tea tree (OETT) é extraido das folhas, sendo obtido a partir da
destilacdo por arraste a vapor, sendo composto principalmente por terpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos e seus alcoois associados (SALVATORI, et al. 2017).
Devido as possiveis variacdes que podem ocorrer na sua composicdo, o OE comercial é
caracterizado pela presenca de trés compostos fitoquimicos, sendo eles terpinel-4-ol, Y-
terpineno a-terpeno, onde podem ser observadas variacdes nas suas quantidades,
entretanto, de acordo com a ISO 4730/2017 as mesmas devem ser maiores que 30%,

10-28% e 5-13%, respectivamente.
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Além disso, foram descritos seis quimiotipos de M. alternifolia (Madon & Betche)
Cheel, sendo eles: um quimiotipo de terpinen-4-ol, um de terpinoleno e quatro de 1,8
cineol. Destes, 0 quimiotipo terpinen-4-ol é o mais utilizado na producdo para extracdo
de OE, possuindo niveis de 30-40% de terpinen-4-ol (HOMER, et al., 2000). Apesar
dessas variabilidades na composicdo entre o0s quimiotipos, ndo foram descritas
diferencas quanto a sua acédo biol6gica em testes in vitro e in vivo (CARSON, HAMMER
e RILEY, 2006).

O OETT é bastante explorado na area dermatolégica sendo utilizado no
tratamento de acnes, devido a sua propriedade antimicrobiana, dermatite seborreica,
gengivite crbnica e cicatrizagdo de feridas (PAZYAR et al, 2013). Estudo in vitro
demonstram que esse OE é indutor de apoptose em linhagem de células cancerigenas,
sendo indicado seu uso em formulas farmacéuticas de uso topico contra melanomas e

cancro em ceélulas escamosas da pele (RAMADAN et al., 2019).

Além disso, o OETT demonstra-se ativo quando avaliado quanto a sua acao
antifangica, inibindo Candida albicans, Aspergillus niger e Botrytis cinerea (MIAO et al.,
2016; YOUGHUA et al., 2017). Pesquisas in vivo demonstraram que o OETT quando
aplicado em nanoemulsdes demonstram efeito antifingico mais satisfatério do que os
farmacos utilizados convencionalmente (MIAO et al., 2016). Em estudo realizado por
Baldissera et al. (2014), o OETT demonstrou acao contra o protozoario Trypanosoma
evansi e acao sinérgica quando combinado a farmacos utilizados no tratamento dessas

doencas.

De acordo com o estudo realizado por Zhang et al (2018) o OETT in vitro
demonstra acdo antioxidante e também antimicrobiana contra E. coli, S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Penicillium italicum e Penicillium digitatum, indicando um bom
potencial para aplicacdo como um agente natural na preservacdo de alimentos.
Demonstra acado in vitro contra L. monocytogenes, inibindo alguns de seus fatores de
viruléncia como a listeriolisina O, além de ser capaz de inibir genes associados a
formacédo de biofilme em S. aureus (LIU et al, 2016; ZHAO et al., 2018).
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2.2.2 Aplicacéo de Oleos essenciais na area de alimentos

Os aditivos sintéticos sdo empregados comumente em alimentos a fim de
conserva-los e prolongar seu tempo de vida Util, sendo regulados pelos 6rgaos
competentes, como a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o FDA (Food
and Drog Administration). Porém, de acordo com alguns estudos, seu consumo em
doses maiores que o preconizado e de forma prolongada pode causar efeitos adversos a
saude humana (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). Diante disso, estudos propdem avaliar
o potencial de conservacao de substancias naturais para aplicagdo em alimentos.

Dentre as substancias naturais que vém sendo avaliadas, destacam-se as de
origem vegetal, uma vez que as plantas possuem a capacidade de sintetizar uma grande
variedade de compostos bioativos, como os OE. Os mesmos sédo conhecidos por suas
propriedades antioxidantes, anti-glicemicas, anti-tumorais, analgésica, inseticida e
também antimicrobiana (BURT, 2004). Além disso, sdo consideradas como geralmente
seguras (GRAS- Generally Recognized asSafe) pelo FDA (FDA, 2016).

Diante dos riscos que a contaminacdo microbiana pode oferecer aos
consumidores e 0 aumento no interesse por produtos naturais, a utilizacdo de OE
demonstra-se como uma alternativa natural a essa problematica. Entretanto, para
melhor usufruir sua aplicacéo tecnoldgica, sdo necessarios estudos que busquem avaliar
desde sua acdo antibacteriana in vitro até sua aplicacdo em matriz alimentar
(DANNENBERG, 2017).

Dentre as diversas plantas utilizadas em alimentos, o OE o da especiaria cravo-
da-india (Synzygium aromaticum (L.) Merril & Perril) demonstra acdo antimicrobiana in
vitro contra bactérias Gram-negativas como E. coli, Salmonella spp. e Pseudomonas
aeruginosa, Gram-positivas como S. aureus e L. monocytogenes, além dos fungos
Aspergillus flavus, Penicillium spp. e Candida albicans (HU, ZHOU e WEI, 2018). Assim
como os OE obtidos a partir de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), manjerona (Origanum
majorana L.), gengibre (Zenziber officinale L.), pimenta rosa e orégano (Origanum
vulgare L.) demonstraram acdo em diferentes estudos contra bactérias Gram-negativas
e positivas, dentre elas E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e L. monocytogenes (BAJALAN
et al., 2017; QUEDRHIRI et al., 2016; SILVA et al., 2018; DANNEBERG, 2017; KHAN, et
al. 2018).
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As possibilidades de aplicagédo desses compostos em alimentos séo diversas. Em
alguns estudos, busca-se avaliar sua acao quanto aplicado diretamente na matriz
alimentar, entretanto a possibilidade de os compostos interagirem com a matriz e
alterarem caracteristicas sensoriais do produto sdo grandes (GHABRAIE et al., 2016).
Em contrapartida, outros trabalhos buscam avaliar a acdo dos mesmos quando
aplicados em diferentes tipos de embalagens, uma vez que essa interacao seria minima,
ndo levando ao desenvolvimento de caracteristicas indesejaveis ao produto (RIBEIRO-
SANTOS et al., 2017).

2.2.3 Embalagens ativas

As embalagens para alimentos sdo projetadas para a protecdo do mesmo a
fatores externos que interfiram na sua qualidade, seguranca e vida util. Com os avancos
da globalizacdo, o acesso de alimentos de diferentes regides tornou-se possivel e com
isso, a necessidade de preservar suas caracteristicas sensoriais. Sedo assim, as
industrias de alimentos foram impulsionadas a desenvolver embalagens que atendam a
essa necessidade (CAROCHO, MORALES e FERREIRA, 2015; RIBEIRO-SANTOS et
al., 2017).

Considerando as alteracdes que podem ocorrer em alimentos, sdo crescentes 0s
estudos visando elaborar embalagens ativas, que interajam com o produto, evitando
caracteristicas ndo desejaveis (LOPES et. al, 2014; DANNENBERG et al., 2017;
SANTOS et al.,, 2016; LIAKOS et al.,, 2016). Os materiais utilizados na elaboracéo
dessas embalagens podem incorporar componentes a serem liberados no alimento ou
absorver substancias indesejaveis. Além disso, 0s componentes responsaveis pela sua
funcao ativa, podem ser incorporados no material da embalagem ou estar presente em
um recipiente a parte (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

Visando de reduzir ou evitar os danos causados por micro-organismos na matriz
alimentar e também a possivel presenca de patdégenos, varias pesquisas propdéem o uso
de substancias antimicrobianas, uma vez que estas permitem a inibicdo de micro-
organismos indesejaveis no produto (LOPES et. al, 2014). Em virtude da contaminacao

ambiental em decorréncia do acumulo de polimeros sintéticos de dificil degradacao,
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pesquisas recentes propfem estudos sobre as propriedades de polimeros vegetais,

explorando alternativas ecologicamente corretas.

As aplicagdes dos OE em embalagens de alimentos podem ser bastante diversas,
permitindo o emprego de diferentes tecnologias e polimeros para elaboracdo das
mesmas. Segundo Da Silva et al. (2018), utilizando a técnica de electrospinnig, foi
possivel produzir fibras ultrafinas a partir da proteina de soja e milho com OE de
gengibre (Zinziber officinale L.) encapsulado, a qual demonstrou como uma alternativa
para o controle de Listeria monocytogenes em queijo minas frescal. Assim como Wen et
al. (2016), utilizaram também a técnica de electrospping encapsulando OE de canela, e

verificaram a acdo de suas nanofibras in vitro contra E. coli e S. aureus.

Chang et al. (2016) elaboraram um saché antifungico com OE de orégano
(Origanum vulgare L.) microencapsulado, o qual demonstrou atividade contra o fungo
Dickeya chrysanthemi quando aplicado em alface, o qual reduziu até 2 log.UFC.g*. De
acordo com Otoni et al. (2016), os OE mais aplicados em sachés sao os de alho (Allium
sativa L.), canela (Cinnamomum zeylanicum Ness) e orégano, apresentando acao in
vitro contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Nessas embalagens, os
compostos volateis do OE sédo liberados gradativamente, propiciando a sua acao

antibacteriana, durante o periodo de armazenamento do alimento.

Algumas dessas embalagens podem combinar também a acdo absorvente
eliminando a umidade, como os hidrogeis incorporados com OE de alecrim, elaborados
a partir de amido modificado de arroz (BIDUSKI, (2017). Nesse estudo, foi relatada a
acao do OE que foi incorporado aos hidrogéis contra a bactérias Gram-negativas, como
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, E. coli O157:H7 NCTC 12900 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, indicando o potencial antibacteriano da embalagem contendo

OE, visando futuras aplicacdes em alimentos.

Estudos mais recentes vém propodo a elaboracdo de filmes utilizando como
matriz compostos biodegradaveis, como polissacarideos (hidroximeticelulose,
lignocelulose, quitosana, alginato, amido e celulose) e proteinas (caseina, caseinato,
proteinas do soro e gelatina), atendendo a demanda da producdo de bioplasticos.

Entretanto, a escolha do polimero e o processo de elaboracdo dos filmes podem
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influenciar nas propriedades fisicas da embalagem, como elasticidade, permeabilidade,
cor, transparéncia e brilho (ATARES e CHIRALT, 2016).

Dentre os diversos polimeros biodegradaveis que vém sendo estudados, o
acetato de celulose necessita de baixas temperaturas e se destaca devido a sua
versatilidade, podendo ser aplicado na forma de fibras, membranas, filmes e plasticos,
sendo caracterizado por ser um dos mais importantes ésteres organicos que podem ser
obtidos a partir de materiais vegetais (WU, 2014). O polimero apresenta biocompostos
gue possuem propriedades que funcionam como barreira, auxiliando a prolongar o a
vida util dos alimentos e quando combinados com outras substancias ativas, permitem a

protecao contra micro-organismos e a oxidagdo (MELO et al., 2018).

Estudos utilizando acetato de celulose como matriz polimérica como o realizado
por Melo et al. (2012), incorporando OE de alecrim, demonstra a acao in situ do mesmo
em Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes em
carne de frango. Assim como nos estudos conduzidos por Liakos et al. (2016),
incorporaram o OE de Cymbopogon flexuosus (Neesex Stedu) W. Watson, também
conhecida como lemongrass (cidreira) nessa mesma matriz, avaliando sua acéo contra

S. aureus e E. coli.

Santos et al. (2016), constataram a acdo combinada dos OE de orégano e
canela, incorporados em filmes de acetato, contra S. aureus, E. coli e Penicilium spp. in
vitro. Dannenberg et al. (2017), descrevem a acao antibacteriana do OE de pimenta
rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) quando incorporado em filmes de acetato, sendo
aplicado em queijo fatiado, apresentando-se ativo contra S. aureus e L. monocytogenes.
Além disso, é importante ressaltar, que a incorporacdo de OE em matrizes como 0
acetato de celulose, possibilitam a presenca do agente antimicrobiano por um periodo
mais prolongado, propiciando sua liberacdo gradual no alimento (RIBEIRO-SANTOS,

2017).
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Resumo

Métodos alternativos visam explorar o potencial de extratos naturais, como 0s 0leos
essenciais (OE) para o controle de patdogenos em alimentos. Os OE séo considerados
promissores para diferentes aplicacbes, uma vez que esses compostos apresentam
diversas propriedades bioldgicas, como a acdo antibacteriana. Dentre essas aplicacoes,
busca-se o desenvolvimento de embalagens ativas, utilizando matrizes biodegradaveis,
como acetato de celulose, visando minimizar os impactos ao meio ambiente, devido ao
acumulo de polimeros sintéticos. Dessa forma, o objetivo do estudo foi desenvolver
filmes de acetato de celulose incorporados com OE de Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche) Cheel (OETT) e avaliar seu potencial bioativo para aplicacdo em alimentos. A
acao antibacteriana do OETT foi avaliada in vitro através de disco difusao, concentracao
inibitéria e bactericida minima contra Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900 e
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e posteriormente foram elaborados filmes com o
OETT, sendo avaliados in vitro contra 0s mesmos patdgenos através dos testes de disco
difusdo e cinética de acdo em caldo. Os filmes foram avaliados in situ, utilizando
presunto cozido fatiado, contra S. Typhimurium ATCC 14028 e isolados Salmonella spp.
de origem alimentar. O OE demonstrou acéo in vitro contra todos patdogenos avaliados,
sendo preparados tratamentos com filmes de acetato de celulose, onde T1 com 2xCIM
(1,56% para isolados e 3,2% para S. Typhimurium ATCC 14028) e T2 com 4xCIM (3,2%
para isolados e 6,4% para S. Typhimurium ATCC 14028), e um filme sem OE. Nos
ensaios in vitro, o isolado multirresistente de Salmonella spp. demonstrou-se mais
sensivel aos filmes com OE incorporado, quando comparado ao isolado susceptivel e a
cepa padrao. Na avaliacéo in situ, desde o primeiro dia de exposicdo da matriz alimentar
contaminada aos filmes, tanto para Tl quando T2, foi observado que ndo houve
multiplicacdo de nenhuma das bactérias em estudo, demonstrando acdo bactericida.
Dessa forma, conclui-se que o OE de M. alternoflia (Maiden & Betche) Cheel apresenta
acao antibacteriana frente a diferentes patdégenos alimentares, e quando aplicado em
filmes de acetato de celulose, sédo efetivos no controle de Salmonella spp. em presunto

cozido.

Palavras-chave: acdo bactericida; acetato de celulose; multirresistente; presunto

cozido; Salmonella spp.; tea tree.
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1. Introducéo

O consumo de alimentos fora dos padrdes higiénicos sanitarios é o principal
fator responsavel pela ocorréncia de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA),
causando doencas com sintomas brandos e que podem chegar a 6bito em casos graves
(Marchi et al., 2012; Marinho et al., 2015). Essas doencas s&o consideradas como
importantes causas de morbidade e mortalidade, afetando cerca de um tergo da

populacdo em paises subdesenvolvidos (Akhtar, Sarker e Hossain, 2014).

No Brasil, os agentes bacterianos sao responsaveis por 95% dos casos, onde
Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus sdo 0os mais associados aos
surtos (Brasil, 2017). Além disso, apesar de ndo ser considerado como um dos principais
agentes causadores de DTA no Brasil, Listeria monocytogenes, é responsavel por uma
taxa de mortalidade de 30%, sendo associada a casos clinicos graves (Gongalves et. al,
2016).

Para o controle de patdogenos em alimentos, métodos alternativos que visam
poexplorar o potencial bioativo de extratos vegetais sdo promissores. Desta forma, se
destacam o0s Oleos essenciais (OE) por apresentarem diferentes propriedades
biologicas, como a acdo antimicrobiana, baixa toxicidade, ndo necessitam de solventes
para sua extracdo e podem ser obtidos de qualquer parte das plantas (Burt et al., 2004;
Andrade et al., 2014). Dentre eles, o OE de Melaleuca alternifolia (Madon & Betche)
Cheel (OETT) é bastante conhecido e caracterizado devido a suas propriedades
medicinais e bastante utilizado por apresentar acdo antibacteriana a anti-inflamatoria
(D’auria et al., 2001; Carson, Hammer e Riley, 2006; Salvatori, et al. 2017). Entretanto,

seu uso é pouco explorado na area de alimentos.

Existem diversas possibilidades de aplicacdo dos OE em alimentos. A sua
aplicacdo pode ser realizada diretamente na matriz alimentar, entretanto pode alterar as
caracteristicas sensoriais do produto devido a interacdo do OE com a matriz (Ghabraie
et al., 2016). Em contrapartida, se aplicados em diferentes tipos de embalagens, essa
interacdo seria minima, ndo levando ao desenvolvimento de caracteristicas indesejaveis

ao produto (Ribeiro-Santos et al., 2017).

Estudos recentes como desenvolvidos por Melo et al. (2012), Liakos et al. (2016)

e Dannenberg et al. (2017) propbéem a elaboracdo de filmes utilizando compostos
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biodegradaveis, como o acetato de celulose, e a incorporagéo de diferentes OE, assim,
permitindo a presenga do agente antimicrobiano por mais tempo no alimento (Wu, 2014,
Ribeiro-Santos, 2017). Com base no exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar a
atividade antibacteriana do OETT em filmes biodegradaveis de acetato de celulose e

verificar seu potencial bioativo para aplicagdo em presunto cozido fatiado.
2. Material e Métodos

2.1. Bactérias

O potencial antibacteriano do OETT foi avaliado contra cepas padrdes: S.
aureus ATCC 25923, L. monocytogenes ATCC 7644, S. Typhimurium ATCC 14028 e
E.coli O157:H7 NCTC 12900. Posteriormente, foi verificada a acdo do OE contra
isolados de Salmonella spp. oriundos de alimentos e caracterizados por Haubert at al.
(2018) (Anexo A). As cepas, bem como os isolados pertencem a coleg¢ao de culturas do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas.

2.2 Oleo Essencial (OE)

O Oleo essencial de M. alternifolia (Madon & Betche) Cheel (OETT) ou tea tree
avaliado no estudo foi adquirido comercialmente através da Empresa Laszlo®
Aromaterapia e Aromatologia LTDA. De acordo com a empresa, o OE € originario do
Brasil e extraido por destilacdo a vapor das folhas, sendo sua composicédo determinada
por Cromatografia Gasosa (CG), sendo 0os compostos majoritarios terpinen-4-ol, a-

terpineno e Y-terpineno (Anexo B).

2.3 Atividade antibacteriana do OETT in vitro
2.3.1 Disco Difuséo

O potencial antibacteriano do OE foi avaliado através da técnica de Disco
difusdo (CLSI, 2018) a fim de verificar se 0 mesmo possuia a¢ao contra as bactérias em

estudo, sendo realizado em triplicata.

Para realizacdo dos ensaios foram preparados in6culos bacterianos conforme
escala 0,5 MacFarland (1,5X10® UFC.mL), os quais foram semeados em placas

contendo Agar Mueller Hinton (MH - Kasvi ®) e posteriormente foram adicionados discos
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de papel filtro esterilizado sobre o agar das placas e adicionou-se 10uL do OETT. Como
controle negativo foi utilizado 10uL de &gua destilada esterilizada e como controle
positivo um disco de Gentamicina (10ug). As placas foram incubadas por 24h a 36 °C. A
formacéo de halos de inibicdo ao redor dos discos indicou atividade antibacteriana do

OETT, sendo essa mensurada através da medida dos halos em milimetros.
2.3.2 Concentragdao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada através de Microdiluicdo em Caldo em placas de
poliestireno (CLSI, 2018). Para realizac&o dos testes foi utilizado o caldo MH (Acumedia
®) acrescido de 1% do emulsificante Tween 80 (Sigma®). Foram preparadas diluicbes
decimais, de base dois do OETT, no meio de cultura variando de 314,6 mg/mL a
1,84mg/mL. Como controle negativo foi utilizado apenas o meio de cultura, para o
controle positivo foi utilizado o meio de cultura acrescido do inéculo bacteriano, e foi feito
ainda um controle de esterilidade do OETT. Os testes foram realizados em triplicata,
com trés repeticdes para cada cepa bacteriana, e incubados a 36 °C por 24h.

Apbs o periodo de incubacao realizou-se a adicao de 10uL do corante revelador
Resazurina (Exodo ®) em todas as cavidades da placa e posteriormente incubada a
36°C por 2h. A formacédo da coloracdo rosa indicou possivel atividade bacteriana,

possibilitando determinar a CIM.
2.3.3 Concentracédo Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da CBM, foram utilizados os resultados obtidos a partir da
CIM, dos quais foram semeadas uma alcada de cada cavidade que demonstrou inibicao
do crescimento bacteriano em placas contendo Agar Brain Hearth Infusion (BHI - Kasvi
®), as quais foram incubados por 24h a 36 °C. ApOs o periodo de incubacao foi
verificado em quais concentracbes o OETT teve acdo bactericida, indicado pela
auséncia de crescimento bacteriano. O teste foi realizado em triplicata e com trés

repeticdes para cada cepa (CLSI, 2018).

2.4 Elaboracao dos filmes
Os filmes foram elaborados de acordo com a técnica de casting, como descrito
por Gouvéia et. al (2015). Foi preparada a solucdo filmogénica a partir de acetato de

celulose em acetona (3% mlv). Os filmes foram preparados com diferentes



o v b~ W N

10
11
12

13

14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30

35

concentragbes do OETT, sendo elas 2xCIM (1,56% e 3,2%) e 4xCIM (3,2% e 6,4%),
formando os tratamentos T1 e T2 e o tratamento controle (TC), sem adicao de OE. Apo6s
isso, as solugbes foram homogeneizadas em ultra-turex (15.000 rpm) por 5 min e
distribuidas em placas de petri de vidro, previamente ambientadas com acetona. As
placas foram acondicionadas a temperatura de 25 °C até sua secagem (2h), e

posteriormente, foram armazenadas a 4 °C.

2.5 Atividade antibacteriana dos filmes in vitro
2.5.1 Disco difusao

Para avaliar a eficacia dos filmes desenvolvidos foi realizado o teste de disco
difusdo como descrito na secédo 2.3.1 sendo medidos os halos de inibicdo formados
(CLSI, 2018).

2.5.2 Cinéticade acéao

A avaliacdo da cinética de acdo, em caldo, seguiu protocolo descrito por Joray et
al. (2011). Foram recortados filmes de 2cmz, os quais foram adicionados a 4mL de Caldo
BHI acrescidos dos inéculos bacterianos (10* UFC. mLt). Como controle positivo foi
elaborado um tratamento apenas com os indculos no caldo, sem adicao de filme (C+).
Foram realizadas as contagens das células viaveis nos tempos 0, 4, 8, 12, 24, 48 e 72h
a 36°C em placas contendo agar XLD (Acumedia ®) para Salmonella spp., agar
MacConkey Sorbitol (Acumedia ®) para E. coli 0157:H7 e agar Baird Parker (Acumedia

®) para S. aureus.
2.5 Atividade antibacteriana dos filmes in situ

Foi avaliada a atividade antibacteriana dos filmes desenvolvidos utilizando como
matriz alimentar presunto cozido fatiado. Primeiramente o alimento foi submetido a luz
UV (Lee et al., 2015) por 15min em ambas as faces, e posteriormente as fatias foram
contaminadas com cada um dos isolados de Salmonella spp. (S23 e S26) e S.
Typhimurium ATCC 14028 na concentragdo de 10° UFC. mL?, chegando a
concentracdo final de 10% UFC. g! no alimento. As fatias contaminadas foram
adicionadas entre os filmes, sendo utilizados filmes com concentracfes de 1,56% (T1) e

3,2% (T2) para os isolados e 3,2% (T1) e 6,4% (T2) para a cepa padrao, posteriormente
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armazenadas sob refrigeracéo (4-6 °C), retirando as amostras nos tempos 0, 1, 2, 3, 4,
5, 6 e 7 dias de armazenamento para contagem de células viaveis (UFC.g?).

2.7 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através de ANOVA e teste de Bonferoni
a fim de detectar as diferencas significativas entre as médias (ps 0,05), utilizando
programa Graphpad Prims 7.02.

3. Resultados e discusséao
3.1 Atividade antibacteriana do OETT in vitro

O OETT demonstrou atividade contra as bactérias Gram-negativa e Gram-
positiva avaliadas. Maiores halos de inibicdo foram observados contra S. aureus ATCC
25923 e E. coli O157:H7 NCTC 12900, quando comparados as demais bactérias em
estudo. Com relacdo a CIM, considerada como a menor concentracdo do OE capaz de
inibir a multiplicacdo bacteriana, foi verificado que foram necessarias concentracdes de
14,9 mg/mL e 30,4 mg/mL do OETT para inibir a multiplicacdo dos patégenos avaliados.
Entretanto, para a CBM, sendo a menor concentracdo do OE capaz de matar as células
bacterianas, foi observado que apenas as maiores concentracbes (134,8 e 314,6
mg/mL) avaliadas tiveram acéo bactericida frente aos patdégenos em estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Acdo antibacteriana do 6leo essencial de M. alternifolia (Madon & Betche) Cheel) frente a
patégenos alimentares

Bactérias Disco difusao CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
(mm £ DP)
S. Typhimurium ATCC 14028 19,6 +0,4 4,68 75,0
E. coli 0157:H7 NCTC 12900 26,3+0,5 4,68 37,5
S. aureus ATCC 25923 31,3+0,5 4,68 37,5
L. monocytogenes ATCC 7644 24,3+0,5 9,37 75,0

DP: desvio padrdo; CIM: concentracao inibitéria minima; CBM: concentracdo bactericida minima; n=3;
S12, S14, S23 e S26: isolados de Salmonella spp.

Alguns estudos demonstram que o OETT apresenta acdo bacteriostatica para
concentracOes variando de 1 a 2% em diferentes micro-organismos. Seu mecanismo de

acdo ja foi parcialmente elucidado, onde até o momento, sabe-se que 0 mesmo é
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responsavel por causar perda da integridade da membrana celular, levando ao
extravasamento do conteudo celular, porém ndo foi estabelecido se é capaz de causar
lise em bactérias Gram-positiva. Por outro lado, em bactérias Gram-negativas, €
responsavel por causar alteracdes na morfologia celular, respiracdo aerdbica e lise
celular (Carson, Hammer Riley, 2006).

Ciu, Bai e Lin (2018) relatam a acdo do OETT contra a E. coli O157:H7,
semelhante ao descrito por Li et al. (2016), onde o potencial antimicrobiano desse OE foi
observado em concentracdes de até 2,15mg. mL? contra S. aureus e E. coli, além da
acdo contra os fungos Candida albicans e Aspergillus niger. Brunn et al. (2018)
demonstram ac¢éo inibitéria do OETT em concentragdes de 2% contra Pseudomonas
aeruginosa, importante bactéria deteriorante em alimentos e também para MRSA
(Methicilin-resistance S. aureus). Dessa forma, corroboram com o0s resultados
encontrados no presente estudo e indicam que o0 mesmo € um composto natural
promissor a ser explorado contra micro-organismos de interesse alimentar (Shi et al.,
2016).

Thomsen et al. (2011) também observaram acéo antibacteriana do OETT contra a
cepas padrbes de bactérias patogénicas em alimentos. Nesse estudo é descrito que o
OE apresentou CIM 0,37%, 0,75% e 1,5% para E. coli NCTC 10418, S. aureus NCTC
6571 e S. Typhimurium ATCC 13311, respectivamente.

Liu et al. (2016) também relatam a acdo inibitoria do OETT em baixas
concentracgdes frente a isolados de L. monocytogenes, onde a CIM variou de 0,1-0,2%, e
além disso, verificaram que doses subinibitorias (1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/6 CIM do OE séo
capazes de inibir a expressao de importantes fatores de viruléncia que auxiliam na sua
patogenicidade como a listeriolisina O. Apesar de ter sido observado no presente estudo
gue concentracbes de 30,4 mg/mL do OETT inibiram a multiplicacdo de L.
monocytogenes ATCC 7644, para as demais bactérias avaliadas no estudo foram
necessarias concentracoes de 14,9 mg/mL para exercer a acdo bacteriostatica. Desta
forma, essas bactérias foram selecionadas para dar continuidade nos demais testes.

Dentre as cepas padrdo avaliadas no estudo, S Typhimurium ATCC 14028

demonstrou-se mais susceptivel aos filmes com as diferentes concentracées de OETT.
Desta forma foram elencados isolados oriundos de alimentos previamente

caracterizados por Haubert et al. (2018), para que fosse avaliada a acéo antibacteriana
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in situ do filme com OETT incorporado, a fim de simular condicbes mais proximas

possiveis do alimento.

3.2 Atividade antibacteriana dos filmes in vitro

A agédo dos filmes TC, T1 e T2 foi determinada contra a S. aureus ATCC 25923,
E. coli O157:H7 NCTC 12900 e S. Typhimurium ATCC 14028, por disco difusdo. De
acordo com os resultados obtidos é possivel observar que nao ocorreu a formacao de
halo de inibicdo dos filmes TC e T1. Entretanto, para o filme T2, elaborado com 4xCIM
(6,4%), foram observados halos de inibicdo contra os patdgenos em estudo, variando de
11 a 15,3mm (Tabela 2).

Na tabela 2 estdo descritos os resultados obtidos a partir da disco difusdo com os
filmes ativos contra aos isolados de Salmonella spp. Nota-se que para os filmes TC, sem
OE, néo foram observados halos de inibicdo. Mas para o T1, filme com 2xCIM (1,56%)
epara os filmes elaborados com 4xCIM (3,2%) foram observados halos de inibicdo para
os dois isolados que variaram de 15,6 a 23,7mm, sendo formado maiores halos para o
isolado multirresistente (S23).

Tabela 2: Valores dos halos de inibicdo formados (disco-difusdo) pela acdo de filmes com diferentes
concentracbes do 6leo essencial de M. alternifolia (Madon & Betche) Cheel frente a patégenos
alimentares

Bactérias TC T1 T2

Halo de inibicdo (mm £ DP)

S. Typhimurium ATCC 14028 ND ND 11+ 0,1
E. coli 0157:H7 NCTC 12900 ND ND 13+0,3
S. aureus ATCC 25923 ND ND 15,3+ 0,18
S26 ND 17,7+0,5 20,7+ 0,4
S23 ND 156 +0,5 23,7+ 0,5

DP: desvio padrdo; ND: ndo detectado; TC: tratamento controle; T1: concentracéo do 6leo essencial de
tea tree 3,2% para cepas padrdo e 1,56% para isolados; T2: concentracdo do 6leo essencial de tea tree
de 6,4% para cepas padrao e 3,2% para isolados; S26 e S23: isolados de Salmonella spp.

Com relacdo a cinética de acdo em caldo dos filmes elaborados, os resultados
obtidos foram analisados comparando as concentracbes de OETT utilizadas nos filmes
com os intervalos de tempo em que foram realizadas as contagens de células viaveis.
Para todas as bactérias avaliadas, foi observado que houve diferencas entre os

tratamentos dos filmes com as concentragbes de OE quando comparados aos
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tratamentos controle. Entretanto, ndo foram observadas diferencas entre as

concentragdes de OE avaliadas nos tratamentos (Figura 3).
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Figura 3: Cinética de acdo em caldo de filmes com diferentes concentracdes do 6leo essencial de M.
alternifolia  (Madon & Betche) Cheel frente a bactérias de patogénicas em alimentos
A: E. coli O157:H7 NCTC 12900; B: S. Typhimurium ATCC 14028; C: S. aureus ATCC 25923; C+:
controle de crescimento bacteriano; TC: filme sem O6leo essencial; TC1: filme com 3,2% de Oleo

essencial de tea tree; T2: filme com 6,4% de 6leo essencial de tea tree; * : diferenca significativa.

Para S. aureus ATCC 25923 foi verificado que as contagens nos tratamentos sem
OETT (C+ e TC) aumentaram de 4,3 para 8,7 log.UFC.mL%, enquanto que nos
tratamentos com OETT (T1 e T2), as contagens finais foram de 6,8 e 6,5 log.UFC.mL,
respectivamente. Padrdo semelhante foi observado para E. coli NCTC 12900, onde os
tratamentos sem OETT (C+ e TC) aumentaram de 4,4 para 8,5 log.UFC.mL e para os
tratamentos com OETT, T1 e T2, encontraram-se em 6,8 e 6,3 log.UFC.mLt. As
contagens de S. Typhimuium ATCC 14028 para os tratamentos C+ e TC, aumentaram
de 4,6 para 8,4 log.UFC.mL1 e com os tratamentos com OETT, mantiveram-se em 6
log.UFC.mL1 para T1 e T2 (Figura 3).
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Conforme os resultados obtidos, para E. coli 0157:H7 NCTC 12900 e S. aureus
ATCC 25923 foi observado que ao longo do tempo analisado houve diferenca
significativa dos tratamentos dos filmes com OE, apenas ap6s 72h de exposi¢cdo aos
mesmos, quando comparado aos tratamentos controles (sem adicdo OE). Entretanto,
para S. Typhimurium ATCC 14028 houve diferenca significativa a partir de 8h de
exposicdo aos filmes com o OETT, sendo mantida até o periodo final de avaliagdo
(Figura 3).

Li et al. (2016) ao avaliarem a cinética de acdo do OETT observaram que para S.
aureus e E. coli, houve uma tendéncia quanto as concentracdes do OE e tempo de
exposicdo, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, visto que
aplicando concentracdes de 2xCIM (3,2%) e 4xCIM (6,4%) para E. coli NCTC 120900 e
S. aureus ATCC 25923 foram observadas diferencas significativas nas contagens de
células viaveis apos 72h, e para S. Typhimuium ATCC 14028, a partir de 8h de
exposicao.

Atraves da cinética de agcédo em caldo, foi possivel observar que houve diferenca
significativa entre T1 e T2, quando comparados aos tratamentos controles (C+ e TC),
sendo o T2 mais eficiente em inibir a multiplicacéo bacteriana in vitro. Com relacéo ao
isolado S23, nota-se que o filme T2 passou a causar o efeito inibitorio apos 24h de
contato. Ja para o isolado S26, foi observado diferenca significativa na multiplicacéo
celular apenas em 4h e 72h, indicando que frente a esse isolado, seria necessario um
maior tempo de exposicao para acdo do OETT.

Para o isolado S26 foi observado que as contagens nos tratamentos sem OETT

(C+ e TC) aumentaram de 4,4 para 10,7 log.UFC.mL™, enquanto que nos tratamentos
com OETT (T1 e T2), sendo 2xCIM e 4xCIM, as contagens finais foram de 7,8 e 6,7
log.UFC.mL™, respectivamente. Para o isolado S23, a multiplicacdo nos tratamentos
sem OETT (C+ e TC) aumentaram de 4,4 para 8,5 log.UFC.mL"e para os tratamentos

com OETT, T1 e T2, encontraram-se em 7,9 e 6,7 log. log.UFC.mL! (Figura 4).
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Figura 4: Cinética de a¢é@o em caldo do 6leo essencial de M. alternifolia (Madon & Betche) Cheel frente a
isolados de Salmonella spp.

A: Isolado S23; B:Isolado S26; C+: controle de crescimento bacteriano; TC: filme sem 6leo essencial; TC1:
filme com 1,56% de 6leo essencial de te tree; T2: fiime com 3,2% de 6leo essencial de tea tree; *:
diferenca significativa.

Assim como nos resultados obtidos, Messager et al. (2005) relatam a acéo
antibacteriana do OETT frente a bactérias multirresistentes, dentre elas MRSA
apresentando CIM variando de 0,25-0,5%, sendo esse considerado como um dos
patdégenos nosocomiais mais importantes. Entretanto, ndo foram observadas diferencas
guanto ao perfil de sensibilidade ao OE, de isolados multirresistentes e susceptiveis.

E importante destacar que dentre os isolados avaliados, o multirresistente (S23)
demonstrou maior sensibilidade nos testes de disco difusdo e cinética de acdo em
caldo. Assim como em nosso estudo, Oliva et al. (2018) relatam que o OETT
apresentou acdo contra com bactérias multirresistentes, dentre elas MRSA, Klebsiella
pneumoniae e Acinetobacter baumanii produtores de carbapenemase, e quando
combinados com antibacterianos de uso convencional, demonstrou-se sinérgico,
potencializando a acdo dos farmacos. Desta forma, de acordo com esses resultados in
vitro, pode-se sugerir que esse OE pode ser uma alternativa viavel e natural no controle

de bactérias multirresistentes.
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3.3 Agédo antibacteriana do filme in situ

No experimento in situ, conforme resultados demonstrados na Figura 5, verificou-
se que houve diferenca significativa entre os tratamentos controles, C+ e TC com
relagdo aos tratamentos avaliados dos filmes com OETT incorporado. Como pode ser
observado, para as trés bactérias avaliadas, desde o primeiro dia em que a matriz
alimentar contaminada foi exposta aos filmes com OE (T1 e T2), ndo houve contagem

de células viaveis, demonstrando que os filmes com OETT in situ apresentaram acao

bactericida.
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Figura 5: Agéo antibacteriana de filmes com diferentes concentra¢gfes de 6leo essencial de M. alternifolia
(Madon & Betche) Cheel contra isolados Salmonella spp. em presunto cozido durante periodo de
armazenamento

A: Salmonella Typhimirium ATCC 14028; B:lsolado S23; C: Isolado 26; C+: controle de crescimento
bacteriano; TC: filme sem 6leo essencial; TC1: filme com 2xCIM do 6leo essencial de tea tree; T2: filme
com 4xCIM do éleo essencial de tea tree; *: diferenca significativa.

Extratos vegetais e OE quando avaliados em matrizes alimentares geralmente
necessitam de maiores concentracfes do que as determinadas em testes in vitro para
gue seja alcangado o efeito desejado (Aminzare et al., 2015). Porém a elaboracdo de

filmes de acetato de celulose incorporados com OE garante a estabilidade e liberac&o



w

© 00 N o u b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

43

gradual do mesmo no alimento, conferindo agédo antibacteriana. Contudo, como filmes
sdo preparados sem utilizacdo de elevadas temperaturas, ndo alteram a composicéo
dos OE, garantindo seu potencial bioativo (Gouvéa et al., 2015).

Entretanto, de acordo com os resultados obtidos in situ, os filmes com as menores
concentragbes avaliadas, 3,2% e 1,56% (2xCIM), contra a cepa padrdao de S.
Typhimurium ATCC 14028 e os isolados (S23 e S26), respectivamente, demonstraram
acdo bactericida quando aplicados em presunto cozido fatiado. Além disso, foram
necessarias baixas concentracdes dentre as avaliadas nos testes in vitro anteriores, nao
sendo preciso aplicar concentragdes maiores como 4xCIM.

Dentre os métodos de controle de micro-organismos, a refrigeracdo e o
congelamento, sdo uns dos mais utilizados, uma vez que inibem a multiplicacéo celular
(Aminzare, et al., 2016). Entretanto, bactérias como Salmonella spp. possuem a
capacidade de manter sua viabilidade em baixas temperaturas (4-7 °C) (Murray et al.,
2017), e quando presentes em alimentos prontos para 0 consumo, como presunto,
podem levar ao desenvolvimento de DTA.

De acordo com os resultados obtidos, a combinacdo da temperatura de
refrigeracdo, simulando as condicbes de armazenamento de presunto cozido fatiado,
junto do uso dos filmes bioativos com o OETT, demonstraram-se eficientes no controle
de Salmonella spp. Além disso, é atendida uma das tendéncias atuais dos consumidores
em utilizar produtos naturais em alimentos, reduzindo o uso de conservantes sintéticos e
também levando ao uso de embalagens biodegradaveis (AMINZARE, et al., 2016).

Até o presente momento, poucos estudos foram feitos sobre a aplicabilidade do
OETT em alimentos. Dentre eles, o estudo realizado Shi, Zhang e Guo (2018) os quais
avaliaram a acédo antibacteriana do OETT contra E. coli e L. monocytogenes em suco de
pepino em temperatura ambiente e de refrigeracdo, e verificaram acdo antibacteriana
contra esses patdgenos.

Cui, Bai e Lin (2018) avaliaram a aplicacdo do OETT na elaboracdo de nano
fibras, as quais foram aplicadas em carne bovina contra E. coli 0157:H7, onde relataram
reducdo de mais 99% da populacdo bacteriana inoculada inicialmente. Baldissera et al.
(2018) propdem a nanoencapsulacdo do OETT como alternativa para evitar a oxidacéo

em peixes contaminados com P. aeruginosa. Lin et al. (2018), descrevem que a
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microencapsulacdo do OETT potencializou a a¢ao contra E. coli 0157:H7 apd6s 13h de
exposicao, quando comparado ao tratamento apenas com OE.

Vasile et al. (2017) avaliaram o potencial antibacteriano do OETT e suas
possiveis aplicacbes em alimentos, onde concluem que uma das possibilidades
promissoras, seria a aplicagdo em embalagens. O estudo realizado por Cui et al. (2018)
demonstra a aplicacdo do OETT contra Salmonella spp. em frango, a qual causou pouca
interferéncia na matriz alimentar e reducdo bacteriana de até 5 log UFC.g!, sendo
semelhante ao demonstrado no presente estudo. Assim, aplicagdo do OE em filmes de
acetato de celulose demonstra-se vantajosa, uma vez que permite a estabilidade do
mesmo por mais tempo, possibilitando sua liberacdo gradual e efeito protetor no
alimento (Jingou et al., 2011).

Além disso, levando em consideracdo que Salmonella spp. € um dos principais
agentes causadores de DTA no Brasil, estando associado principalmente a alimentos de
origem animal, como presunto, os resultados obtidos nos testes in situ sobre a acao
antibacteriana demonstram-se bastante satisfatorios, até mesmo contra isolados
alimentares multirresistentes. Assim, a aplicabilidade dos filmes com OETT na area de
alimentos demonstra-se promissora, uma vez que o mesmo foi pouco explorado até o

momento e apresenta bom potencial antibacteriano in vitro e in situ.

4. Conclusao

O Oleo essencial de Melaleuca alterinfolia (Maiden & Betche) Cheel apresentou
acao contra diferentes patdogenos alimentares. Sua aplicacdo em filmes de acetato de
celulose demonstrou-se como uma alternativa viavel para o controle de Salmonella spp.
in vitro e in situ quando avaliado em presunto cozido fatiado, garantindo a seguranca

microbiolégica do produto.
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4. Consideracdes finais

Foi verificado que Oleo essencial de Melaleuca alterinfolia (Maiden & Betche)
Cheel (tea tree) apresentou acao in vitro contra diferentes patégenos alimentares, sendo
eles L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S. aureus e S. Typhimurium. Além disso, filmes
biodegradaveis preparados com acetato de celulose com concentracfes de 6,4% de OE
demonstraram-se eficazes in vitro contra E. coli O157:H7, S. aureus e S. Typhimurium.

Levando em consideracdo os patdégenos avaliados, S. Typhimurium demonstrou
maior sensibilidade frente ao OE, sendo assim foi avaliada a agcdo do mesmo in vitro e
aplicacao contra isolados de origem alimentar de Salmonella spp., a qual é considerada
como a principal causadora de DTA no Brasil.

E importante ressaltar que dentre os isolados avaliados, para o que apresentou
fendtipo e gendtipo de multirresisténcia, foram necessarias menores concentracdes do
Oleo essencial para inibi-lo in vitro e in situ, indicando ser uma alternativa viavel para o
controle desse patdgeno.

Assim, a aplicacdo do 6leo essencial de tea tree em filmes biodegradaveis de
acetato de celulose demonstrou-se como uma alternativa viavel para o controle de
Salmonella spp. in vitro e in situ quando avaliado em presunto cozido fatiado, conferindo
o efeito conservante ao mesmo e garantindo a seguranca microbiologica do produto.

Porém, considera-se relevante a avaliacdo dos filmes com OETT contra outros
patdégenos de importancia em alimentos, bem como em outras matrizes alimentares a
fim de estabelecer um maior espectro de acao e possibilidade de aplicacdes na area de
alimentos. Além disso, € necessario determinar a citotoxicidade do OE, garantindo quais
concentracfes podem ser utilizadas de forma segura, ndo oferecendo riscos a saude

humana.
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Apéndice A

Tabela 3: Acdo antibacteriana do 6leo essencial de M. alternifolia (Madon & Betche) Cheel frente a
isolados de Salmonella spp.

Isolado Halos de inibigdo em mm CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
+ DP (n=3)
S12 16,6 + 0,3 7,4 30,4
S14 19,3+0,5 14,9 30,4
S23 17+0,5 7,4 14,9
S26 28+0,5 7,4 30,4

DP: desvio padrao; CIM: concentracao inibitéria minima; CBM: concentracao bactericida minima.
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Anexo A

Caracterizacao fenotipica, molecular e sorotipagem desenvolvida por Haubert et
al. (2018), dos isolados de Salmonella spp. avaliados no presente estudo (Tabela 5).

Tabela 4: Caracteristicas de Salmonella spp. isolados de alimentos e ambientes alimentares no sul do
Brasil

Isolado Alimento de Sorotipo Fendtipo de resisténcia Gendtipo de resisténcia
origem
S12 Linguica suina Derby STR, SUL, TET, NAL aadA, intl, sull, tetA,
S14 Linguica Give Susceptivel -
calabresa
frescal
S23 Bacon Typhimurium  AMP, CHL, GEN, NAL, STR, blarem, aadA, intl, strA,
SUL, SUT, TET, TRI strB, sull, tetA, catAl,
floR, qacEA1
S26 Linguica suina Derby Susceptivel -
com queijo
parmeséao

STR: estreptomicina; SUL: sulfonamide; TET: tetraciclina; NAL: Acido Nalidixico; AMP: ampicilina; CHL:
Cloranfenicol; GEN: gentamicina; SUT:trimetoprim/sulfametaxolona; TRI: trimetopim; gene de resisténcia
aos [B-lactamamicos: blarem; genes de resisténcia aos aminoglicosideos: aadA, strA e strB; gene da
integrasse: intl; gene de inibidores de folato: sull; gene de resisténcia a tetraciclinas: tetA; genes de
resisténcia a compostos fendlicos: catAle floR; gene de resisténcia a quaternarios de amdnia: qacEAT.



Anexo B

Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de M. alternifolia (Madon & Betche)
Cheel obtida por Cromatografia Gasosa, disponibilizada pela empresa Lazlo

Aromaterapia e Aromatologia LTDA.

Tabela 5: Composicao quimica do 6leo essencia de Melaleuca alternifolia (Madon & Betche Cheel)

Composto Quantidade (%)
Terpinen-4-ol 37
v-terpineno 20
a-terpineno 16
1,8 cineol 1
Terpineol 5
Limoneno 4
Pineno 3
Terpinoleno 5
Outros 9




