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RESUMO - Os 6leos essenciais sdo substancias naturais que apresentam atividades bioldgicas, sendo a antimicrobiana
um alvo de pesquisas, com destaque, sob a inibi¢do da bactéria Listeria monocytogenes. Visto que, € um microrganismo
resistente as condi¢Bes indspitas na industria de alimentos devido suas caracteristicas fisiolégicas, e com isto, pode
representar um risco a salde do consumidor. Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito anti-
listerial do 6leo essencial de tomilho sobre a bactéria Listeria monocytogenes ATCC 19177. O 6leo essencial de
tomilho foi solubilizado em um eppendorf, contendo caldo triptona de soja (TSB) acrescido de 0,6% (m/v) de extrato de
levedura e 0,5% (v/v) de Tween 80. Foram avaliadas as concentracdes de 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 % (v/v).
Aliquotas de 10 pL da cultura padronizada a 102 UFC/mL foram inoculadas nas microplacas, e elas foram vedadas e
incubadas a 37°C/24h. Apoés incubagdo, aliquotas de 10 pL foram transferidas para agar triptona de soja (TSA)
acrescido de 0,6% (m/v) de extrato de levedura, empregando-se a técnica de plaqueamento em microgota. As placas
foram incubadas a 37°C/24h. A concentracdo minima bactericida (CMB) foi definida como a menor concentracdo onde
ndo houve crescimento do microrganismo. O experimento foi conduzido com trés repeticdes e em triplicata. A menor
concentracdo que apresentou efeito de inibicdo na Listeria monocytogenes foi de 1%. Os resultados demonstram que o
6leo essencial de tomilho pode ser utilizado como conservante, entretanto devem existir mais estudos para que eles ndo
possam impactar nas caracteristicas sensoriais dos produtos.

Palavras-chave: Conservantes naturais; Bactérias patogénicas; Infeccdo alimentar.

1 INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é uma bactéria patogénica que causa um ciclo intracelular grave de infeccédo, capaz de
causar danos as células epiteliais intestinais, podendo também atingir a corrente sanguinea desenvolvendo a septicemia,
podendo comprometer a salde de pessoas imunocomprometidas como mulheres gravidas e idosos, sendo capaz também
de gerar outros tipos de doencas, inclusive causar a morte (RADOSHEVICH; COSSART, 2018). Além disso, é
considerada emergente podendo contaminar os alimentos que quando consumidos causam uma zoonose chamada de
listeriose em seres humanos e animais (GARCIA et al., 2018).

E uma bactéria Gram-positiva, anaerobica facultativa, ndo formadora de esporos, catalase positiva, que se
multiplica em pH entre 4.1-9.6 e se multiplica em temperaturas entre 1°C - 45°C. Também ¢é resistente a altas
concentracdes de sal (10%) e se multiplica em superficies, utensilios e outros objetos dentro da industria de alimentos
(BHUNIA, 2008). E um patégeno intracelular, apresenta um composto lipidico no envelope celular semelhante ao
lipopolissacarideo (LPS) encontrado na membrana externa das bactérias Gram-negativas, assim se diferenciando de
outras bactérias Gram-positivas. E capaz de produzir uma substancia que é secretada para fora de sua célula, a
listeriolisina (LLO) uma hemolisina que entra dentro da célula epitelial intestinal multiplicando o microrganismo de
célula em célula (JAY, 2005). Existem seis espécies do género Listeria: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L.
welshimeri, L. seeligeri e L. grayi. Sendo a L. monocytogenes um patégeno que utiliza como hospedeiros seres humanos
e animais (BHUNIA, 2008).

Assim, devido aos perigos alimentares, estratégias estdo sendo buscadas dentro da industria de alimentos para
manter o controle de qualidade em relacdo a inativacdo de Listeria monocytogenes e manutencdo da inocuidade dos
produtos. Dentre essas, estudos in vitro estdo sendo desenvolvidos com antimicrobianos naturais, que apresentam
grande apelo comercial, devido a exigéncia dos consumidores por produtos mais saudaveis. Como exemplo de
substancias naturais com potencial efeito antimicrobiano, tém-se os 6leos essenciais, que sdo substancias obtidas das
plantas ou de suas partes, por processos de hidrodestilacdo ou destilacdo por arraste a vapor, bem como de pericarpos de
frutas citricas, sem envolver processo de aguecimento (SIMOES et al., 2007).

Podem ser utilizadas diferentes partes da planta para se obter o 6leo essencial, como: caules, cerne, rizomas,
folhas, flores e outras partes como o os préprios frutos. Dependendo de sua concentracdo, o 6leo essencial pode estar
depositado em determinada parte da planta, com a presenca de seus compostos majoritarios que muitas vezes tem maior
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clima e o solo sédo responsaveis por influenciar o rendimento e a composicdo quimica dos 6éleos essenciais. Os estudos
ganham destaque e o0 emprego dos 6leos essenciais nos produtos alimentares esta cada vez mais sendo estudado, mas ash= .
utilizacBes de altas concentracdes podem impactar na qualidade sensorial do produto.

Como caracteristicas fisico-quimicas, os 6leos essenciais sdo liquidos a temperatura ambiente, oleosos,
volateis, de origem vegetal, com uma alta complexidade, sédo ligeiramente amarelados com excecédo do 6leo essencial de
camomila que apresenta uma coloracao azul devido ao alto teor de azuleno. Sdo denominados também de 6leos etéreos
e apresentam aromas muito peculiares. Quimicamente sdo constituidos de uma mistura composta por fenilpropandides e
terpendides sendo a classe dos terpenos em maiores quantidades, cerca de 90% (SIMOES et al., 2007). Apresentam
diversas atividades biolégicas como expectorantes, antioxidantes, entre outras, sendo a antimicrobiana um alvo de
estudos in vitro e com aplicacdes em matrizes alimentares. Além disso, eles apresentam em sua composicao varios
componentes quimicos, como os acidos fendlicos, efetivos para o rompimento da membrana plasmatica bacteriana,
sendo utilizados em alimentos como substituintes de conservantes sintéticos e inibindo patégenos graves e
microrganismos que podem causar prejuizo as diversas culturas (BHAVANIRAMYA et al., 2019).

O tomilho (Thymus vulgaris) é uma planta pertencente a familia Lamiaceae, apresentando 150 géneros, que
produz durante o metabolismo secundario o 6leo essencial (ALMEIDA, 2014; JAKIEMIU et al., 2010). Diversos
estudos tém demonstrado a presenca de compostos majoritarios do 6leo essencial de tomilho. Jakiemiu et al. (2010),
estudando a caracterizacdo do 6leo essencial de tomilho, encontrou o timol, p-cimeno, carvacrol, y-terpineno, linalol e
borneol como compostos majoritarios. Santos et al. (2020) caracterizando o 6leo essencial de tomilho encontrou como
compostos destaques o0 m-Cimeno, alfa pinemo e carvacrol. Existem centenas de compostos quimicos nos 6leos
essenciais e muitos deles exercem atividade antimicrobiana principalmente por desintegrar a membrana plasmatica
levando ao rompimento celular.

Devidos suas atividades biolégicas os 6leos essenciais atuam na inibicdo de varias bactérias patogénicas de
origem alimentar, entretanto suas concentracGes quando altas e aplicadas nos alimentos podem impactar na qualidade
sensorial dos produtos alimentares. Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito anti-
listerial do 6leo essencial de tomilho in vitro sobre L. monocytogenes ATCC 7644 e determinar a menor concentragdo
do 6leo essencial capaz de inibir a bactéria.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local de conducédo das analises

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos, da Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais.

2.2 Ativacdo, manutengdo, estocagem e padronizagdo dos inoculos

A cepa utilizada no experimento foi a bactéria Listeria monocytogenes ATCC 19177, cedida pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salde — (INCQS) da Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Os indculos congelados foram reativados em caldo triptona de soja (TSB) adicionado de 0,6% de extrato de
levedura. Apos descongelamento, 100uL de cada cepa foi transferido para tubos contendo 5mL de TSB e incubadas a
37°C por 24h. A verificacdo da pureza das culturas foi realizada pelo plagueamento de aliquotas das culturas em agar
Oxford e agar Palcam com incubacdo a 37°C por 24h. Ap6s cultivo, as colénias foram repicadas em TSB adicionado de
0,6% de extrato de levedura e incubadas a 3°C por 18h e identificadas pela técnica MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time of flight). Apds ativacdo, aliquotas de 1mL de cada cultura foram transferidas para
microtubos e centrifugadas a 10.000 xg por 5 min. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e substituido por
1 mL de meio de congelamento (glicerol, 15 mL; peptona bacteriol6gica, 0,5 g; extrato de levedura, 0,3 g; NaCl, 0,5g e
agua destilada, 100 mL, pH 7,0), o material foi homogeneizado e congelado a -18°C para utilizacao.

As culturas de L. monocytogenes foram padronizadas por curva de crescimento. Aliquotas dos inéculos
ativados foram transferidas para frascos contendo 300 mL de TSB adicionado de 0,6% de extrato de levedura e
incubadas a 37°C. As absorbancias das culturas foram periodicamente aferidas (DO 600nm) em espectrofotdmetro e
aliquotas plaqueadas em &gar triptona de soja (TSA) adicionado de 0,6% de extrato de levedura. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 h e as coldnias quantificadas. As culturas foram padronizadas em 10° unidades formadoras de
coldnias por mililitros (UFC.mL™).

2.3 Concentracao minima bactericida (CMB) do 6leo essencial

O oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris), foi adquirido da empresa Ferquima® e Flora Fiora®.
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A concentracdo minima bactericida (CMB) do 6leo essencial, foi realizada utilizando-se da técnica de
microdilui¢do em caldo, em placas de poliestireno contendo 96 cavidades com base no NCCLS (M7-A6) (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STA NDARDS - NCCLS, 2003), com adaptacdes.

O dleo essencial de tomilho foi solubilizado em caldo BHI, acrescido de Tween 80 (0,5%) e extrato de
levedura 0,6%. Posteriormente Aliquotas de 150 pL das solucGes foram adicionadas nas cavidades, foi feita a técnica de
microdiluicdo e inoculados 10 pL das cepas padronizadas e as microplacas vedadas e incubadas, a 37°C, por um
periodo de 24h. Utilizou-se dois controles no experimento para cada 6leo testado, o negativo, contendo BHI, 0,5% de
Tween 80 e 0,6% de extrato de levedura e o controle positivo, contendo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 e 0,6% de
extrato de levedura e 10 uL da cultura padronizada. A concentracdo minima bactericida foi a menor concentracdo onde
ndo houve crescimento de microrganismos em placas. Foram avaliadas as concentraces de 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5;
1,0 % (v/v). O experimento foi conduzido em triplicata com trés repeticoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 esta apresentada a concentracdo minima bactericida (CMB) do 6leo essencial de tomilho sob a
inativacdo da Listeria monocytogenes.

Tabela 1. Concentracdo minima bactericida (CMB) do 6leo essencial de tomilho.
Concentracdo do 6leo essencial
de tomilho (%)

Crescimento de Listeria monocytogenes

1,0000 - - -
0,2500 + + +
0,1250 + + +
0,0625 + + +

(+) Presenca de Listeria monocytogenes; (-) Auséncia de Listeria monocytogenes.

Pela Tabela 1, nota-se que o 6leo essencial de tomilho apresentou CMB de 1% (v/v). Embora tenha
apresentado acdo anti-listerial, a CMB obtida é considerada elevada, podendo alterar o sabor e odor dos alimentos
quando aplicados em matrizes alimentares.

De acordo com Tarik (2019), o principal alvo dos 6leos essenciais € a membrana plastica, havendo uma
desintegracdo e extravasamento dos ions celulares e do conteido celular, assim, a célula consequentemente perde
energia e morre. O mecanismo de acdo dos 6leos essenciais ainda ndo esta completamente elucidado, dessa forma,
pesquisas estdo sendo desenvolvidas para estudar o seu mecanismo de acdo nas células bacterianas. Alguns estudos
estdo sendo desenvolvidos (BOUHTIT, et al., 2021; GUO, et al., 2021; KAWACKA, et al., 2021).

O oleo essencial de tomilho apresenta atividades antimicrobianas sob diversos patégenos de origem alimentar,
dentre eles, a bactéria Listeria monocytogenes. Reis et al. (2020) avaliando atividade antibacteriana do 6leo essencial de
tomilho (Thymus vulgaris I.) frente a patdgenos alimentares, encontrou halos de inibicdo de tamanho médio de 1,47 cm
para L. monocytogenes in vitro utilizando o método de difusdo em agar, mostrando sua atividade antimicrobiana.

Santos (2018), durante a determinacdo da concentracdo minima bactericida (CMB) do 6leo essencial de
tomilho, determinou uma CMB de 0,1% para cepas de Listeria monocytogenes e Listeria innocua. Durante a
caracterizacdo quimica encontrou também o timol como componente majoritario do dleo essencial de tomilho. O autor
ainda ressalta que, o dleo essencial estudado apresenta grande potencial como conservantes natural em alimentos.

Considerando que a aplicacdo de 6leo essencial em alimentos pode ser limitada por alteracdes causadas nas
caracteristicas sensoriais, pesquisas tém sido realizadas demonstrando a utilizacdo dos 6leos essenciais em matrizes
alimentares. Martins (2016) avaliou o0 uso de 6leos essenciais na inibicdo de Listeria monocytogenes em mortadelas e
constatou que houve uma reducdo da bactéria ao longo do armazenamento, demonstrando a aplicacdo pratica, como
conservantes naturais. Pinelli (2019) avaliou o uso de nanoemulsdes de 6leos essenciais em mortadela e observou uma
reducdo no nimero de células vegetativas de Clostridium esporogenes. Pesavento et al. (2015) observaram a acdo de
oleos essenciais de orégano, tomilho e alecrim sobre as bactérias Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes em
almdndegas de carne armazenada a 4°C, e verificaram que a adicdo de 0,5% dos trés Oleos pode ter agdo tanto
bactericida quanto bacteriostatico.

Dessa forma, a aplicacdo de éleo essencial em produtos alimentares apresenta uma tendéncia de crescimento
devido a preocupacao da industria de alimentos em reduzir o uso de conservantes sintéticos.

4 CONCLUSAO

O oleo essencial de tomilho apresentou uma concentracdo minima bactericida de 1% sobre a inibicdo de
Listeria monocytogenes, podendo ser utilizado como conservante natural dos alimentos. Apesar da concentragao ser alta
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na vida util do produto.
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