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RESUMO - O uso de aditivos sintéticos em alimentos é necessario para a conservagdo dos mesmos, porém se
forem consumidos em concentracdes elevadas ou a longo prazo podem ocasionar danos a satde do consumidor.
Em razdo disso, os consumidores buscam, cada vez mais, em ndo consumir produtos com tais substancias. Com
0 intuito de inibir a multiplicacdo de micro-organismos patogénicos e aumentar o tempo de vida Util dos
alimentos, os 6leos essenciais (OE) vém sendo pesquisados acerca de suas propriedades. Assim, o objetivo no
presente trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano do OE de tangerina (Citrus reticulata Blanco) frente a
Escherichia coli 0O157:H7 (NCTC 12900), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella Typhimurium
(ATCC 14028) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), através dos testes de difusdo em agar, determinacéo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM). O OE de tangerina
apresentou acéo contra as bactérias avaliadas, no presente estudo. Com relagdo a CIM, a mesma demonstrou-se
mais eficiente contra, L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli O157:H7 NCT 12900 e Salmonella Typhimurium
ATCC 14028, apresentando menores concentracdes inibitdrias e bactericidas. Portanto, o 6leo essencial de
tangerina apresentou acao antibacteriana frente aos patdgenos alimentares, testados no presente estudo.

Palavras-chave: a¢do antibacteriana; bactérias Gram-negativa, bactérias Gram-positiva; tangerina.

1 INTRODUCAO

Atualmente, é crescente a busca por substancias naturais que apresentem acdo antibacteriana,
auxiliando na preservacdo dos alimentos por mais tempo, uma vez que a presenca de micro-organismos
deteriorantes contribui para reducdo da vida Gtil dos alimentos e os patogénicos representam um potencial risco a
salide do consumidor. Além disso, o uso de aditivos sintéticos em alimentos pode ocasionar danos a salde do

consumidor, quando consumidos em concentra¢Ges elevadas ou a longo prazo. Associado a isso, se observa que
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0s consumidores buscam, cada vez mais, evitar o consumo de produtos com substénci-és sintéticas (MALLN T,
2011; OUSSALAH, 2007).

Varios estudos propdem avaliar as propriedades de diferentes plantas e seus extratos, dentre elas as
propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Nesse contexto, destacam-se as frutas citricas, como a tangerina, a
qual apresenta uma diversidade de compostos bioativos como flavondides e acidos fendlicos, concentrados na
casca, também apresentando alto valor nutricional (SUN et al., 2010; MAJO et al., 2005). Além disso, as
industrias de alimentos apresentam grande interesse nessas frutas, visto que das mesmas é possivel obter
diversos produtos, como sucos a partir da polpa e subprodutos oriundos do seu processamento, como as cascas,
diminuindo a quantidade de residuos produzidos (B1ZZO et al., 2009; SMITH e HASSAIN, 2006).

Dentre os compostos bioativos que podem ser obtidos das plantas se destacam os 6leos essenciais
(OE), sendo considerados como misturas complexas de substancias volateis, de natureza lipofilica, liquido a
temperatura ambiente, apresentando propriedades antissépticas, fitoterapicas, antivirais, antifingicas e
antibacterianas. Geralmente, sdo compostos por terpenos, seus derivados oxigenados, flavonodides, alcaldides,
dentro outros compostos, podendo ser extraidos de diversas partes das plantas, como dos frutos, sementes, flores,
folhas, cascas e raizes (BAKKALI et al., 2008; MALLET, 2011; PROBST, 2012).

As doencas transmitidas por alimentos (DTA), sdo provocadas pela ingestdo de alimentos ou &gua
contaminados por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos. Podendo ser provocadas por diversos grupos de
micro-organismos, mas na maioria das vezes, sdo causadas por bactérias. Esses micro-organismos podem causar
infeccOes alimentares, sendo causadas a partir da multiplicacdo no trato gastrintestinal, ou intoxicac@es, sendo
quadro clinico proveniente da ingestdo de toxinas. Os principais agentes envolvidos em surtos de DTA no Brasil,
sdo Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2017). Também cabe ressaltar, que
Listeria monocytogenes possui grande capacidade de multiplicacdo, tornando-se um grande problema nas
indUstrias alimenticias e na salde publica, visto que as infeccdes causadas, pela mesma, apresentam altas taxas
de mortalidade, cerca de 40% (FILHO, 2014).

Com o intuito de inibir a multiplicacdo de micro-organismos patogénicos, varias pesquisas propdem
estudar a acdo de OE, a fim de comprovar sua capacidade como substancias antibacterianas e possiveis
aplicacOes na area de alimentos. Com isso, este trabalho teve como objetivo determinar a agdo antibacteriana do
OE de tangerina (Citrus reticulata Blanco) contra E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S. Typhimurium e S.

aureus.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, na Universidade Federal de
Pelotas. O oleo essencial foi adquirido comercialmente, através da empresa Bioesséncia, sendo avaliado sua a
acao frente a quatro cepas padrao, sendo elas Escherichia coli 0157:H7 (NCTC 12900), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). As mesmas

encontravam-se mantidas congeladas, sendo recuperadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI).




SIMPOSIO DE »10e11de maiodezo:fg ; ;
F ALlMENTOS N Centro de Eventos

ersidade Refinarias de Alimentos da UPF - Campus| - "
sso Fundo Industrias Sustentaveis \ BN

o<

de

) B T4k

Primeiramente, foi realizado o teste de difusdo em agar, seguindo a metodoloéi proposta pdr Clni;al
and Laboratory Standards Institute — (CLSI, 2017). Foram preparados indculos bacterianos em solugdo salina,
correspondendo 0,5 na escala de MacFarland (1,5x10° UFC.mL™), os quais foram semeados com auxilio de
swab estéril na superficie do agar Mueller Hinton (MH), em placas de Petri. Em seguida, foram sobrepostos
discos de papel filtro esterilizados (6 mm) e acrescidos 10uL do OE. Como controle positivo utilizou-se discos
de Gentamicina e como controle negativo discos acrescidos de 10 pL de 4gua destilada esterilizada. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. O resultado foi expresso pela medida do halo de inibicdo (mm).

Para determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), considerada como a menor concentragao de
OE capaz de inibir o crescimento bacteriano, utilizou-se a técnica de Microdiluicdo em caldo (CLSI, 2017).
Adicionou-se o caldo BHI acrescido do emulsificante Tween 80 a 1% nos pogos das microplacas e, em seguida
foram feitas dilui¢Ges seriadas de razdo dois do OE, no meio de cultura, as quais variaram de 75 pL a 0,58 pL e,
em seguida realizou-se a adicdo do indculo bacteriano (10* UFC.mL™). Utilizou-se como controle positivo de
crescimento, meio de cultura acrescido do in6culo bacteriano, como controle negativo utilizou-se apenas 0 meio
de cultura e também se realizou um controle de esterilidade do OE. As microplacas foram incubadas a 37 °C por
24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo, foi adicionado 20 pL do corante revelador Resazurina em todas as
cavidades da placa, a fim de indicar possivel atividade bacteriana, demonstrado pela alteragdo da cor roxa para
rosa.

A determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), considerada como a menor
concentragdo do OE capaz de inibir 99,9% das células bacterianas, foi feita a partir dos resultados obtidos na
CIM. Para tal, foi retirada uma alcada de cada cavidade, que demonstrou inibicdo do crescimento bacteriano,
semeando em placas contendo agar BHI, sendo incubados a 37 °C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo foi
verificado quais concentracbes de OE de tangerina apresentaram acdo bactericida, indicado pela auséncia de
crescimento bacteriano (CLSI, 2017). Os testes foram realizados em triplicata, com trés repeticdes para cada
bactéria em estudo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Acdo antibacteriana de 6leo essencial de Citrus reticulata Blanco (tangerina) frente a bactérias
patogénicas em alimentos

Micro-organismo Difuséo em &gar CIM CBM
(mm) (L. mL™Y) (L. mL™Y)
Listeria monocytogenes ATCC 7644 16 18,75 37,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 19,3 37,5 75
Escherichia coli NCTC 12900 10 18,75 37,5
Salmonella. Typhimurium ATCC 9,3 18,75 37,5

14028

CIM - Concentragdo Inibitéria Minima; CBM - Concentracdo Bactericida Minima.
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Referente ao teste de difusdo em 4agar, todas as cepas demonstraram-se sensiveis ao OE de'taﬁgeri‘ria
apresentando maiores halos de inibi¢do frente as bactérias Gram-positiva, L. monocytogenes ATCC 7644 e S.
aureus ATCC 25923. Em relagdo a CIM e CBM, foi observado que a concentragio de 18,75 pL. mL™ foi efetiva
na inibicdo de E. coli NCTC 12900, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e L. monocytogenes ATCC 7644.
Entretanto, para inibicdo de S. aureus ATCC 25923 foi necessaria maior concentracdo do OE.

Segundo Mothana e Lindequist (2005), para os OE serem considerados extratos com poder de acdo
moderadamente ativos devem ter acdo na formacdo de halos de inibicdo de 8 a 13 mm, e extratos muito ativos
devem formar halos de inibi¢do maiores que 14 mm. De acordo com os resultados obtidos no teste de difuséo em
agar, para o S. aureus ATCC 25923 (19,3mm) e L. monocytogenes ATCC 7644 (16mm), o OE tangerina
apresentou-se como muito ativo), entretanto, para S. Typhimurium ATCC 14028 (9,3mm) e E. coli NCTC 12900
(10mm), o mesmo demonstrou-se como moderadamente ativo.

Estudos relataram a ac&o de extratos das cascas de frutas citricas, como o realizado por ASHOK et al.
(2011), onde os autores verificaram que extratos aquoso, etandlico e de cetona de cascas de Citrus sinensi
(laranja) e Citrus limon (limdo) apresentaram acdo contra E. coli, S. Typhi, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae e S. aureus. Entretanto, quando comparados os resultados de CIM e CBM ente os extratos das duas
frutas, observou-se que foram necessédrias menores concentracBes para ter acdo bacteriostética e bactericida a
partir dos extratos de laranja. BOUDRIES et al. (2017), avaliando a¢do do OE de Citrus reticulata Blanco
relataram que as bactérias Gram-positiva estudadas, Listeria innocua, S. aureus, S. aureus resistente a Meticilina
(MRSA), a Gram-negativa E. coli O157:H7 e também levedura Candida albicans, demonstraram-se sensiveis a
acdo do mesmo, o qual apresentou CIM de 5 uL/mL contra todos micro-organismos avaliados no estudo.

De acordo com BAJPAI et al. (2012), o potencial antibacteriano de OE deve-se a sua capacidade em
penetrar e interagir com a membrana celular, causando uma alteracdo na estrutura da mesma e também
proporcionando acao sobre as propriedades funcionais da célula, como a respiracdo. Como observado em nosso
estudo, as bactérias Gram-negativa E. coli 0O157:H7 NCTC 12900 e S. Typhimurium ATCC 14028, se
mostraram mais susceptiveis a acdo do OE quando comparadas com bactérias Gram-positiva, como S. aureus
ATCC 25923.

Diferentemente dos resultados obtidos em nosso estudo, varios autores relatam que, geralmente,
bactérias Gram-negativa demonstram-se menos sensiveis a acdo desses compostos, 0 que pode ocorrer devido a
presenca da membrana externa de lipopolissacarideos (LPS) na parede celular, evitando a difusdo e o acimulo
do OE na célula bacteriana (PROBST, 2012; COX et al., 2000). No entanto, a composi¢do de OE varia em
decorréncia de muitos fatores, como condi¢bes do local, clima, cultivo do fruto, forma de extracdo, e
consequentemente alteram seu potencial antimicrobiano (BURT, 2004; NASCIMENTO et al., 2007).

4 CONCLUSAO

O o6leo essencial de tangerina (Citrus reticulata Blanco) possui acdo frente as bactérias avaliadas no
presente estudo, sendo mais eficaz contra E. coli O157:H7 NCTC 12900, Salmonella Typhimurium ATCC
14028 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. Para melhor demonstrar seu potencial, estudos futuros sdo

necessarios a fim de melhor elucidar sua agéo antibacteriana e, posteriormente sua utilizagdo em alimentos.
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