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Eficiéncia de O0leos essenciais de canela e cravo-da-india
como sanitizantes na industria de alimentos!

Carolina Beraldo?, Natalia Silva Daneluzzi?, Juliana Scanavacca?,
Julio Toshimi Doyama®, Ary Fernandes Junior*, Cristiane Mengue Feniman Moritz?

ABSTRACT

Efficiency of cinnamon and clove
essential oils as sanitizers in the food industry

The traditional chemical sanitizers used in the food
industry have the disadvantage of a possible development
of bacterial resistance and adaptation, interfering with their
minimum bactericidal efficiency. Essential oils with antimicrobial
activity arouse great interest in the food industry for their
possible use as active ingredients of sanitizers. This study aimed
to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of
cinnamon and clove essential oils (EOs) against Gram-positive
(Staphylococcus aureus and Listeriamono cytogenes) and Gram-
negative (Escherichia coli and Salmonella sp.) bacteria, as well
as compare it with the MIC of sodium hypochlorite, and to
determine the minimum bactericidal concentration (MBC) of EOs
for L. monocytogenes. The microdilution method was used and
the EOs were chemically characterized by gas chromatography -
mass spectrometry. The main components of the cinnamon and
clove EOs were respectively cinnamaldehyde (67.58%) and
eugenol (77.58%). The cinnamon EO MIC was 0.04% for Gram-
positive bacteria and < 0.02% for Gram-negative bacteria. The
clove EO showed MIC of 0.04% for Salmonella sp., 0.06% for
E. coli and S. aureus and 0.08% for L. monocytogenes. For all
bacteria tested the sodium hypochlorite MIC was > 0.2%. The
MBC for L. monocytogenes of the clove EO was 0.18%, while the
cinnamon EO distinguished itself for presenting MBC < 0.02%,
demonstrating the possibility of using these EOs, especially the
cinnamon one, as active principles of sanitizers.

RESUMO

Os sanitizantes quimicos tradicionais utilizados na
industria de alimentos apresentam, como desvantagem, o
possivel desenvolvimento de resisténcia e adaptagao bacteriana,
interferindo na eficiéncia bactericida minima destes produtos.
Os oleos essenciais com atividade antimicrobiana despertam
grande interesse na industria de alimentos, pela possivel
utilizagdo como principios ativos de sanitizantes. Esta pesquisa
objetivou determinar a concentrag@o inibitdria minima (CIM)
dos oleos essenciais (OEs) de cravo-da-india e canela contra
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus e Listeriamono
cytogenes) e Gram negativas (Escherichia coli e Salmonella sp.)
e compara-la com a CIM do hipoclorito de sodio, além de
determinar a concentragdo bactericida minima (CBM) dos OEs
para L. monocytogenes. Foi utilizado o método da microdilui¢do
e 0s OEs foram caracterizados, quimicamente, por cromatografia
gasosa - espectrometria de massa. Os componentes principais dos
OEs de canela e cravo-da-india foram o cinamaldeido (67,58%)
e o eugenol (77,58%), respectivamente. A CIM do OE de canela
foi de 0,04%, para as bactérias Gram positivas, e < 0,02%, para
a bactérias Gram negativas. O OE de cravo-da-india teve CIM
de 0,04% para Salmonella sp., 0,06% para E. coli e S. aureus e
0,08% para L. monocytogenes. Para todas as bactérias testadas,
a CIM do hipoclorito de sodio foi > 0,2%. A CBM para
L. monocytogenes, no OE de cravo-da-india, foi de 0,18% e
o OE de canela destacou-se por apresentar CBM < 0,02%,
demonstrando a possibilidade do uso destes OEs, principalmente
o de canela, como principios ativos de sanitizantes.

KEY-WORDS: Cinnamomum zeylanicum; Syzygium aromaticum;
microorganism control.

INTRODUCAO

Os oleos essenciais (OEs) de plantas sao
comumente comercializados em func¢ao de sua
capacidade aromatizante. No entanto, tém des-

PALAVRAS-CHAVE: Cinnamomum zeylanicum; Syzygium
aromaticum; controle de micro-organismos.

pertado grande interesse, devido as propriedades
funcionais que, também, apresentam como an-
timicrobianos, principalmente para a aplicagao
em alimentos. Entretanto, a utilizacdo de OEs
como antimicrobianos aplicados diretamente em
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alimentos ainda encontra obstaculos em sua real
aplicacdo industrial.

Embora os OEs e seus componentes sejam
altamente eficientes em testes in vitro, contra pato-
genos e micro-organismos deterioradores de origem
alimentar, o mesmo efeito foi encontrado somente
quando concentragdoes maiores de OEs foram utili-
zadas em alimentos, o que implicou em um impacto
sensorial, por exceder o limite aceitavel (Burt 2004).
Assim, a possibilidade de aplicar os OEs como anti-
microbianos na industria de alimentos, na fungdo de
sanitizantes, desperta grande interesse na exploracao
desta propriedade tecnoldgica dos mesmos.

Os sanitizantes quimicos tradicionais uti-
lizados na industria de alimentos apresentam,
como desvantagem, o possivel desenvolvimento
de resisténcia ¢ adaptacdo bacteriana, interferindo
na eficiéncia bactericida minima destes. Por outro
lado, a preparagao de solugdes sanitizantes, que se
encontram concentradas, inicialmente, envolve riscos
ocupacionais para os manipuladores (Issa-Zacharia
et al. 2010).

Em vegetais minimamente processados, o
cloro ¢ largamente utilizado como sanitizante. En-
tretanto, recentes surtos associados a contaminagao
por patdgenos provenientes de vegetais minimamente
processados trazem a tona a discussao sobre a eficién-
cia do tratamento com cloro, na obtencao de produtos
seguros (Olmez & Kretzschmar 2009). Além disto, ha
o risco de formagao de produtos indesenjaveis, por
meio de reagdes com a matéria organica, o que pode
levar, futuramente, a novas restrigoes regulamentado-
ras. Consequentemente, a industria de processamento
minimo busca alternativas seguras (Arts et al. 2009).

A presente pesquisa objetivou determinar a
concentragdo inibitoria minima (CIM) dos 6leos
essenciais (OEs) de cravo-da-india e canela contra
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus
e Listeriamono cytogenes) ¢ Gram negativas
(Escherichia coli e Salmonella sp.) e compara-la com
a CIM do hipoclorito de sodio, além de determinar
a concentragdo bactericida minima (CBM) dos OEs
para L. monocytogenes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em novembro
de 2012, com OEs concedidos pelo Laboratério de
Produtos Naturais do Departamento de Microbiologia
e Imunologia, ¢ a caracterizagdo quimica realizada

no Departamento de Quimica e Bioquimica, ambos
no Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, em Botucatu (SP).
As determinagdes das concentragdes inibitdrias mini-
ma e bactericida foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Tecnologia da Uni-
versidade Estadual de Maringa, em Umuarama (PR).

Foram utilizados OEs de canela (Cinnamomum
zeylanicum) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
os quais foram extraidos por arraste de vapor, em
destilador para produgdo de OEs (modelo MA480,
Marconi). A caracteriza¢ao quimica foi realizada em
cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometro de
massa (CG-EM) (modelo QP5050A, Shimazu), no
qual foi utilizada uma coluna capilar CBP-5 de 50 m
de comprimento, com didmetro interno de 0,25 mm
¢ 0,25 mm de espessura do filme. A temperatura do
injetor e da interface foram de 250°C. O detector foi
operado em modo Electron Impact (El), a 70 eV, e
utilizou-se hélio, como gas de arraste.

As condigdes cromatograficas para o OE de
canela foram temperatura inicial de 60°C, aqueci-
mento até 160°C (taxa de 3°C min."), aquecimen-
to até 220°C (taxa de 15°C min.”") e manutengdo
desta temperatura por 20 minutos. Para o OE de
cravo-da-india, a temperatura inicial foi de 50°C e
o0 aquecimento até 180°C (taxa de 3°C min'), com
manutencdo desta temperatura por 40 minutos. A
identificagdo dos componentes dos OEs foi feita
com base na biblioteca NIST (National Institute of
Standards and Technology, MD,USA), para analise
dos espectros de massas, e, também, em dados da
literatura (Adams 1989).

Foram utilizadas cepas de Escherichia
coli ATCC 11229, Salmonella sp. ATCC 13314,
Staphylococcus aureus ATCC 14458 e Listeriamono
cytogenes ATCC 7644, obtidas da colegdo de micro-
-organismos de referéncia da Fundagdo Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro, Brasil). As células liofilizadas
foram recuperadas previamente por inoculagdo em
meio Brain Heart Infusion (BHI-Difco) e mantidas
em tubos estoques de Triptic Soy Agar (TSA-Difco).
A partir das culturas estoques, cada bactéria foi ino-
culada em 3 mL de caldo BHI, sendo este incubado
a 35°C, por 48 horas.

Os testes foram efetuados em duplicata,
utilizando-se a metodologia da microdilui¢do em
microplacas de ELISA (CLSI/NCCLS 2005), com
caldo BHI adicionado de 0,5% de Tween 80. Foram
testados os OEs de canela e cravo-da-india, junta-
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mente com o hipoclorito de sodio (NaOCI) solucdo
1%, diluidos nas concentracdes de 0,02%; 0,04%;
0,06%; 0,08%; 0,10%; 0,12%; 0,14%; 0,16%:; 0,18%
¢ 0,20% (v/v), em volumes finais de 200 puL. Foram
realizados ensaios controles positivos (bactéria mais
meio de cultura) e negativos (meio de cultura), além
dos controles de esterilidade dos tratamentos.

Os inoculos bacterianos foram padronizados
em solug@o salina (0,85%), estéril na escala 0,5 de
MacFarland, sendo a suspensdo bacteriana de, apro-
ximadamente, 1,5 x 108 UFC mL!, a partir de cul-
tura obtida apds 48 horas a 37°C. Foram inoculados
volumes de 2 pL das suspensdes bacterianas padro-
nizadas, obtendo-se, assim, no volume de 200 puL,
uma contagem inicial de cerca de 10° UFC mL'. O
contetdo de cada pogo das microplacas foi homoge-
neizado individualmente, utilizando-se ponteiras de
micropipeta estéreis, sendo uma ponteira para cada
micro-organismo, e iniciando-se da menor para a
maior concentragao dos agentes testados.

A leitura das placas foi realizada apds incu-
bacdo a 35°C, por 24 horas, com adi¢do de 100 pL.
de indicador redox (resazurina 0,01%), sendo que a
coloragdo azul final, em cada concentracdo, indicou
resultado negativo ¢ a coloracdo rosa resultado po-
sitivo, para o crescimento bacteriano. Neste caso,
a CIM foi considerada aquela em que ndo houve
crescimento bacteriano para a menor concentracao,
nas duas replicatas, apds o periodo de incubagao.

Foram preparadas placas de Petri com agar
TSA adicionado de 0,5% de Tween e os OEs. Apos
o preparo do agar, estando ainda liquefeito, foram
transferidos 10 mL para tubos de ensaio e adicionados
os OEs e as mesmas concentracdes de CIM, sendo,
imediatamente, o agar homogeneizado em agitador
para tubos tipo vortex e vertido na placa. Apos soli-
dificagdo, em triplicata, as placas foram inoculadas
por semeadura de superficie, com 0,1 mL da mesma
suspensao de Listeriamono cytogenes padronizada na
escala 0,5 de MacFarland, para a CIM. Todas as pla-
cas foram incubadas invertidas, a 35°C, por 24 horas.
A leitura considerou a presenga de crescimento
microbiano como positivo e a CBM foi considerada
aquela em que ndo houve crescimento bacteriano para
a menor concentragdo, nas duas replicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os componentes principais dos OEs de
canela e cravo-da-india foram o cinamaldeido

(67,58% - pico 17) e o eugenol (77,58% - pico 1),
respectivamente. Os cromatogramas sao apresenta-
dos na Figura 1.

O mecanismo primario de acdo do eugenol,
em concentragdo bactericida, promoveu a ruptura
da membrana citoplasmatica, aumentando a sua
permeabilidade ndo especifica. Esta hiperpermeabi-
lidade promoveu o extravasamento de ions e a perda
excessiva de outros componentes celulares, incluindo
as proteinas intracelulares, resultando, finalmente, em
morte celular (Devi et al. 2010).

Os valores das CIMs estdo apresentados na
Tabela 1. As CIMs do OE de canela foram menores
para as bactérias Gram negativas (inferior a 0,02%,
para ambas as bactérias) que para as Gram positivas
(0,04%, para ambas as bactérias). Oussalah et al.
(2007) também encontraram menores CIMs para
os mesmos géneros bacterianos de Gram negativas,
utilizando outra espécie de canela, mas com percen-
tagem aproximada (65,00%) do componente majori-
tario do OE deste estudo (67,58%), o cinamaldeido.

(@)
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Figura 1. Cromatogramas obtidos para os dleos essenciais
de canela (a) e cravo-da-india (b) e usados para
a identificacdo dos compostos, por meio de
cromatografia gasosa - espectrometria de massa
(Botucatu, SP, 2012).
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Tabela 1. Concentragio inibitoria minima (CIM) do hipoclorito de sodio, dleo essencial (OE) de canela (Cinnamomum zeylanicum)
e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) (Umuarama, PR, 2012).

Bactéria OE de canela OE de cravo-da-india  Hipoclorito de sddio
Staphylococcus aureus ATCC 14458 0,04% 0,06% >0,2%
Listeria monocytogenes ATCC 7644 0,04% 0,08% >0,2%
Escherichia coli ATCC 11229 <0,02% 0,06% >0,2%
Salmonella sp. ATCC 13314 <0,02% 0,04% > 0,2%

Foram encontradas diferentes CIMs para o
OE de cravo-da-india, na repeti¢do do experimento.
Todos os valores foram menores que a CIM (0,9%)
deste OE encontrada por Barbosa et al. (2009), para
as mesmas bactérias. Entretanto, deve-se considerar
que esta diferenca de CIM pode ter sido observada
devido as diferentes linhagens de bactérias testadas
e, também, ao estagio de crescimento das mesmas.

Para todas as bactérias utilizadas nessa repe-
tigdo, Gram positivas ¢ negativas, as concentra¢des
de hipoclorito de sédio testadas ndo apresentaram
atividade antimicrobiana. Assim, a CIM foi consi-
derada maior que 0,2%, para este sanitizante, neste
estudo. Entretanto, deve-se considerar que, no méto-
do utilizado, foi realizada a diluigdo do hipoclorito de
sodio em caldo BHI, o que, possivelmente, provocou
a inativacdo do cloro, em fun¢do da matéria organica
presente no meio de cultura.

Na determinagdo da CBM para Listeriamono
cytogenes, nao foi observado crescimento nas placas
com a menor concentracdo de OE de canela, sendo,
entdo, considerada a CBM menor que 0,02%, para
este 0leo. Nas placas com adi¢do de OE de cravo-da-
-india, verificou-se que, na concentragdo de 0,18%,
ndo houve crescimento em nenhuma das replicatas,
sendo este valor considerado a CBM.

Utilizando o mesmo método de microdilui¢ao
em placas, Moreira et al. (2005) determinaram a
concentragdo de 0,3% de OE de cravo-da-india como
a CBM para E. coli. Deve-se considerar que a CBM
encontrada para o OE, neste estudo, foi 40% menor
que o resultado obtido pelos autores citados, além
de que, normalmente, os OEs apresentam capaci-
dade bactericida para bactérias Gram negativas em
concentragdes menores que para as Gram positivas.
Esta diferenga de CBM poderia ser explicada pela
variagdo na composi¢do quimica entre os 6leos
extraidos, entretanto, no estudo citado, ndo foi rea-
lizada a caracterizacdo quimica, para comparacao.
Pereira et al. (2008) utilizaram o método de difusao
em disco e verificaram a formacéo de halo de inbicdo

de 1,0 cm, para S. aureus, a partir da concentracao
de 0,1%.

Sandasi et al. (2008) verificaram que compo-
nentes de OEs foram capazes de reduzir a formacao
de biofilmes de Listeriamono cytogenes. Oliveira et
al. (2010) aplicaram tratamentos sanitizantes por 60
minutos de contato com solucdo a base de OEs de
Cymbopogon citratus e C. nardus, sendo observada a
capacidade de estas solugdes reduzirirem, em 100%
(5,64 Log UFC cm™), o numero de células aderidas
na superficie de aco inoxidavel por tratamento de
formacdo de biofilmes de L. monocytogenes, por
240 horas.

Diante dos resultados obtidos neste estudo e
de outros dados da literatura cientifica, ressalta-se a
importancia da continuidade de pesquisas com en-
foque na aplicabilidade dos OEs como princinpios
ativos para sanitizantes, como uma nova alternativa
para a industria de alimentos. Entretanto, evidencia-
-se que, para a aplicacdo de solugdes sanitizantes
em equipamentos e diretamente na superficie de ali-
mentos, como frutas e vegetais, devem ser avaliadas
as interferéncias sensoriais provocadas pelos OEs.

Outra questdo que também deve ser considera-
da é a viabilidade de solugdes sanitizantes utilizando
os OEs como principios ativos, pois ha necessidade
de aprimoramento do processo de obtengdo dos
OEs, para que ocorra redugdo no custo dos mes-
mos. No entanto, ainda que possiveis sanitizantes
a base de OEs possam ter um custo maior que 0s
sanitizantes tradicionais, ¢ importante ressaltar que
o OE de canela apresentou significativa CBM para
L. monocytogenes, estando diluido em meio de
cultura rico em compostos organicos, evidenciando
promissora aplicagdo em ambientes propicios a for-
magao de biofilmes, como no caso da industria lactea.

CONCLUSOES

1. Os OEs de canela e cravo-da-india mostraram-
-se mais eficientes que o hipoclorito de so6dio, na
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inibi¢do das bactérias em estudo, utilizando-se o
método da microdiluicdo.

2. E possivel aplicar os OEs como principios ativos de
sanitizantes, em funcdo de menores concentragdes
necessarias para a inibi¢o microbiana. Todavia,
faz-se necessaria a continuidade de pesquisas sobre
as interferéncias sensoriais dos OEs em alimentos.

3. O OE de canela apresentou atividade inibitdria
inferior a 0,02% e atividade bactericida nesta
concentracdo, para L. monocytogenes.
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