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RESUMO - Listeria monocytogenes é uma bactéria patogénica, causadora de toxinfeccdo alimentar, que possui a
capacidade de sobreviver em condicGes adversas e de formar biofilme sobre superficies de processamento de alimentos,
sendo de grande preocupacdo para a industria alimenticia, ja que pode causar listeriose em humanos, pela ingestdo de
alimentos contaminados. O uso de produtos naturais como conservantes em alimentos tem se destacado, uma vez que 0s
conservantes sintéticos tém sido relacionados a certa toxicidade e impactos negativos a satide. Dentre os antimicrobianos
naturais destacam-se os 6leos essenciais, substancias com atividade antimicrobiana e potencial para o controle de bactérias
patogénicas e deteriorantes. Esse trabalho teve como objetivo determinar a concentragdo minima bactericida (CMB) do
6leo essencial de coentro sobre Listeria monocytogenes ATCC 19117. A CMB foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em caldo, em microplacas de poliestireno com 96 cavidades. O dleo essencial foi utilizado nas
concentragdes de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03 e 0,015% (v/v). Aliquotas de 10 uL da cultura padronizada em 108
UFC/mL foram inoculadas nas cavidades da microplaca, seguido de incubag&o a 37 °C/24 h. Apds esse periodo, realizou-
se 0 plaqueamento pela técnica de microgota, e incubagéo a 37 °C/24 h. A menor concentragdo do 6leo em que ndo houve
crescimento do microrganismo na placa foi denominada CMB. O experimento foi realizado em triplicata com trés
repeti¢des. O 6leo essencial de coentro apresentou efeito antibacteriano sobre Listeria monocytogenes, sendo sua CMB
de 1% (v/v), 0 que demonstra seu potencial para ser utilizado como conservante natural.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais, bactéria patogénica, toxinfeccdo alimentar.

1 INTRODUCAO

Patogenos de origem alimentar estdo relacionados a uma série de doengas, sendo uma das maiores causas de
problemas de satde publica no mundo. Essas doencas veiculadas por alimentos podem ser classificadas como infeccdo
alimentar ou toxinose. A primeira é causada pela ingestdo do patgeno, presente no alimento, que ir4 se estabelecer e
multiplicar no organismo humano. J& a segunda ocorre pela ingestdo da toxina produzida por um patégeno toxigénico no
alimento (BINTSIS, 2017).

Dentre esses patdgenos destaca-se Listeria monocytogenes, uma bactéria Gram-positiva, em forma de bastonete,
ndo formadora de esporos, anaerdbia facultativa e capaz de sobreviver e se multiplicar em condi¢Ges adversas, como
amplas faixas de pH (4,1 - 9,6), temperatura (1 - 45°C), altas concentragdes de sal (10%) e até mesmo na presenca de
agentes antimicrobianos (BHUNIA, 2008; ROBERTS et al., 2020).

Devido sua capacidade de sobreviver em ambientes diversos, L. monocytogenes é capaz de se desenvolver em
superficies de processamento de alimentos, sendo grande preocupagdo para industrias alimenticias, como laticinios e
industrias de carnes, frutas, hortalicas e alimentos prontos para o consumo (ROBERTS et al., 2020).

Uma vez presente no alimento, esse patégeno pode ser ingerido e causar listeriose, doenca de origem alimentar
com altas taxas de letalidade que afeta principalmente grupos mais susceptiveis, como recém nascidos, idosos, mulheres
gravidas e individuos imunocomprometidos (BUCHANAN et al., 2017; KAWACKA et al., 2020; RODRIGUEZ et al.,
2021). J& que, L monocytogenes quando ingerida, tem a capacidade de atravessar as barreiras epiteliais, causar invaséo
celular e replicagdo intracelular devido a fatores de viruléncia como internalinas e hemolisinas (MATEREKE; OKOH,
2020).

Desse modo, uma forma de controlar a contaminagéo dos alimentos por patégenos alimentares se da pelo uso de
conservantes, que sdo aditivos alimentares capazes de eliminar os microrganismos ou inibir sua proliferagdo, além de
reduzir o processo de deterioracdo durante a producéo, transporte e comercializacdo (JU et al., 2019).

Os conservantes podem ser naturais ou sintéticos, sendo os sintéticos os mais utilizados pela industria
alimenticia. No entanto, devido a busca cada vez maior dos consumidores pela saudabilidade, aumentou-se o interesse
pela substituicdo de conservantes sintéticos por alternativas naturais que atendam essa demanda (RAO; CHEN;
MCCLEMENTS, 2019). Dentre essas alternativas, os 6leos essenciais vém se destacando.

Os 0leos essenciais sdo misturas complexas, compostas por substancias volateis e odoriferas, provenientes do
metabolismo secundario de plantas (BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2007). Eles sdo muito conhecidos por suas
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propriedades antibacterianas, antivirais, antioxidantes, antiparasitarias e antimicaticas relacionadas a presenca de um
grupo funcional fenélico (VERGIS et al., 2015). Embora sejam muito utilizados pela industria como aromatizantes, séo
antimicrobianos naturais com potencial para controle de bactérias patogénicas e deteriorantes, sendo, portanto, alternativa
promissora (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

O coentro (Coriandrum sativum) é uma planta anual ou bienal pertencente a familia Umbelliferae/Apiaceae,
originaria da regifo europeia mediterranea e que atualmente é cultivada em todo o mundo (WEI et al., 2019). E uma
especiaria muito utilizada na culinaria mundial que possui fitoquimicos bioativos que Ihe proporciona uma série de
atividades biolégicas como atividade anticancer, neuroprotetora, ansiolitica, anticonculsivante, analgésica, hipoglicémica,
hipotensora, hipolipidémica, antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana (PRACHAYASITTIKUL;
PRACHAYASITTIKUL; RUCHIRAWAT, 2018).

Estudos demonstram que o 0leo essencial de coentro possui atividades antioxidantes, antiflngicas e
antibacterianas, além de varios componentes quimicos nas diversas partes da planta que contribuem para manutencao da
vida util dos alimentos, evitando o processo de deterioragdo. Portanto, como a planta ndo apresenta efeito téxico aos seres
humanos, seu 6leo essencial pode ser utilizado em alimentos como conservantes e aromatizantes (MANDAL, 2015),
sendo uma alternativa aos conservantes sintéticos.

Diante deste contexto, o objetivo do trabalho foi determinar a concentragdo minima bactericida do dleo essencial
de coentro sobre Listeria monocytogenes ATCC 19117.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de condugéo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, Brasil.

2.2 Oleo Essencial
O 6leo essencial de coentro (Coriandrum sativum) foi adquirido da empresa Oshadhi.
2.3 Microrganismo, manutencao e padronizacao do indculo

A cepa bacteriana utilizada nesse estudo foi Listeria monocytogenes ATCC 19117, adquirida da Secéo de
Colecéo de Culturas da Divisdo de Biologia Médica do Instituto Adolfo Lutz (S80 Paulo-SP). A cultura estoque foi
mantida em meio de congelamento (glicerol: 15 mL; peptona bacteriolégica: 0,5 g; extrato de levedura: 0,3 g; NaCl: 0,5
g; agua destilada: 100 mL) a -18 °C.

A cultura foi reativada pela transferéncia de aliquotas de 1 mL da cultura estoque para tubo de ensaio contendo
10 mL de caldo triptona de soja acrescido de 0,6% (m/v) de extrato de levedura (TSB-YE), seguido de incubagdo a 37 °C
por 24h. Apos esse periodo, aliquota de 1mL da cultura foi transferida para frascos contendo 100 mL de TSB-YE, seguido
de incubag&o a 37°C até obtencio de cerca de 108 UFC/mL. A padronizagdo do indculo foi realizada mediante curva de
crescimento, na qual o crescimento do microrganismo foi monitorado por leituras periodicas da absorbancia (D.O. 600nm)
em espectrofotdmetro (BEL SP-2000) e plaqueamento em superficie da cultura em meio agar triptona de soja acrescido
de 0,6% (m/v) de extrato de levedura (TSA-YE). As placas foram incubadas a 37 °C por 24h para posterior quantificacdo
das coldnias e padronizacgdo da cultura.

2.4 Determinacéo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

A concentragdo minima bactericida (CMB) foi determinada pela técnica de microdilui¢do em caldo (CLSI, 2019)
com adaptagdes, em microplacas de poliestireno com 96 cavidades. Para tanto, preparou-se o caldo TSB acrescido de 0,6
% (m/v) de extrato de levedura e 0,5% (v/v) de Tween 80, para diluicdo do dleo essencial, que foi utilizado nas
concentragdes de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03 e 0,015% (v/v)

Aliquotas de 10 pL da cultura padronizada em 108 UFC/mL foram inoculadas nas cavidades da microplaca
contendo 150 puL de TSB-YE acrescido de Tween 80 e das concentracdes do 6leo essencial. As microplacas foram entdo
incubadas a 37 °C por 24h. Apds esse periodo, realizou-se o plaqueamento pela técnica de microgota em meio TSA-YE,
seguido de incubagdo das placas a 37 °C por 24h. A menor concentracdo do 6leo onde ndo houve crescimento do
microrganismo na placa foi denominada CMB. O experimento foi realizado em triplicata com trés repeti¢6es. Utilizou-
se dois controles no experimento, o negativo, contendo TSB, 0,5% de Tween 80, 0,6% de extrato de levedura e as
concentragdes do 0leo essencial, e o controle positivo, contendo TSB acrescido de 0,5% de Tween 80, 0,6% de extrato
de levedura e 10 pL da cultura padronizada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ¢leo essencial de coentro apresentou efeito antibacteriano sobre L. monocytogenes ATCC 19117, sendo sua
CMB de 1% (v/v), como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo minima bactericida (CMB) do 6leo essencial de Coentro

Concentracdo Crescimento
(%)
2,0 - - -
1,0 - - -
0,5 + + +
0,25 + + +
0,12 + + +
0,06 + + +
0,03 + + +
0,015 + + +

(-) auséncia de crescimento visivel; (+) presenca de crescimento visivel

A atividade antimicrobiana do dleo essencial de coentro pdde ser observada em outros trabalhos. Teixeira et al.
(2013) avaliaram a eficécia de dezessete 6leos essenciais sobre sete cepas patogénicas de alimentos e observaram que o
6leo essencial de coentro foi um dos doze 6leos capaz de inibir o crescimento de todas as bactérias testadas, levando a
uma reducéo significativa de Listeria innocua (8 log UFC/ mL) em meio liquido. Aliakbarlu, Sadaghiani e Mohammadi
(2013) avaliaram a concentracdo minima inibitéria (CMI) de dez 6leos essenciais sobre bactérias patogénicas de
alimentos, sendo que o dleo essencial de coentro, quando testado sobre L. monocytogenes, foi 0 que apresentou menor
acdo antibacteriana, com uma CMI igual a 20 mg/mL.

Silva et al. (2011) estudaram o efeito antibacteriano do 6leo essencial de coentro sobre bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas e avaliaram seu mecanismo de ag&o por citometria de fluxo. Foi observado ac¢éo antimicrobiana eficaz
do Gleo sobre todas as bactérias testadas e ao avaliar as funcdes celulares por citometria de fluxo, perceberam que o
principal mecanismo de a¢do do 6leo essencial de coentro estava relacionado ao dano a membrana celular, o que aumentou
a permeabilidade da mesma e comprometeu outras fun¢Ges como a respiragdo celular, potencial de membrana e atividade
da bomba de efluxo, causando a morte celular.

Tosun et al. (2018) avaliaram o efeito dos 6leos essenciais de alecrim, alho, coentro e casca de laranja sobre
Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes inoculados em amostras frescas de salmé&o, durante 0 armazenamento
(96 h) a 2 + 1 °C. Esse estudo demonstrou que as amostras tratadas com os 6leos essenciais apresentaram reducdo da
populagdo de Salmonella Enteritidis e L. monocytogenes quando comparadas as amostras controle, sendo que o 6leo
essencial de coentro foi capaz de inibir 30% da populacdo de Samonella e 1% da populacdo de Listeria.

Sojié et al. (2019) avaliaram a acdo de diferentes concentraces do 6leo essencial de coentro (0,000, 0,075, 0,100,
0,125 ¢ 0,150 uL/g) em salsicha de porco, produzida com diferentes niveis de nitrito de sédio (0, 50 e 100 mg/kg). Para
tanto, eles utilizaram de redes neurais artificiais para modelar uma combinagdo ideal com intuito de utilizar o dleo
essencial para reduzir a concentra¢do de nitrito no produto. Desse modo, uma combinacéo entre 0,12 pL/g de 6leo
essencial de coentro e 60 mg/kg de nitrito foi capaz de reduzir a oxidagéo lipidica, retardar o crescimento microbiano e
aumentar a coloragdo vermelha das salsichas durante 52 dias de armazenamento sobre refrigeragcdo. O que demonstrou o
potencial desse 6leo para ser utilizado como um substituto parcial do nitrito em produtos c&rneos.

Pensando-se na aplicacdo do 6leo essencial de coentro em alimentos, o valor da CMB encontrado em nosso
trabalho é considerado alto. Portanto, uma alternativa é a realizacdo de combinages com outros dleos essenciais, com o
intuito de reduzir as concentracdes utilizadas, sem perder seu efeito antimicrobiano, além de potencializar os efeitos
conservantes e reduzir o impacto sensorial (OUEDRHIRI et al., 2017).

Krasniewska et al. (2020) analisaram a aplicacdo de combinagdes entre 6leos essenciais de coentro, manjerona
espanhola e orégano espanhol, em concentragdes subinibitorias, em vegetais minimamente processados e verificaram que
as combinagdes entre os 6leos essenciais de orégano e de manjerona (Y4 CMI + % CMI) e orégano e de coentro (% CMI
+ % CMI) apresentaram efeito sinérgico sobre L. monocytogenes.

Esses trabalhos demonstram que o 6leo essencial de coentro possui potencial antimicrobiano, sendo que as
diferencas nas concentracdes do 6leo encontradas em cada estudo podem estar relacionadas a caracteristicas da planta ou
do processo de extracdo do 6leo, bem como de sua formulagdo comercial.

Portanto, a capacidade do 6leo essencial em inibir o crescimento microbiano, associada ao fato de ser
reconhecido como GRAS (Generally Recognized As Safe) (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2006)
permite sua utilizacdo em alimentos e aplicagdo na indUstria como conservante natural.
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4 CONCLUSAO

O oleo essencial de coentro apresentou efeito antibacteriano sobre Listeria monocytogenes, o que demonstra
que o mesmo pode ser uma alternativa aos conservantes sintéticos. No entanto, a realizacdo de mais experimentos com
diferentes cepas e em produtos alimenticios é importante. J& que a adicdo de concentracfes elevadas do 6leo essencial
pode influenciar e alterar as caracteristicas sensoriais do produto e a matriz alimentar pode proteger as células bacterianas
dos danos causados pelo éleo essencial, bem como interferir em seu mecanismo de acao.
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