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RESUMO
Atualmente, grandes desafios vém sendo enfrentados pela industria de alimentos, que incluem
a produgdo de alimentos mais préximos ao natural, sem abrir mao da qualidade, segurancga e
atributos sensoriais dos alimentos produzidos. Em adicdo, a maior conscientizacdo dos
consumidores quanto ao apelo ambiental que inclui o tratamento de residuos sélidos pressiona
a inddstria no sentido da substituicio de embalagens por alternativas mais sustentiveis e
biodegraddveis. Neste contexto, o objetivo do atual estudo consistiu no desenvolvimento de
embalagem ativa biodegraddvel adicionada de dleos essenciais como agentes antimicrobianos.
Inicialmente, foi aplicada metodologia de Micro-Extracdo em Fase Sélida em conjunto com
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (HS-SPME / CG-EM) para
identificacdo e quantificacdo dos compostos majoritirios presentes nos Oleos essenciais
analisados. Em seguida, foi realizada andlise da atividade antimicrobiana de dez oleos
essenciais contra os micro-organismos contaminantes patogénicos mais comuns na cadeia
produtiva de queijo Minas frescal (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. e
Listeria innocua), conduzida por metodologia de Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentracdo Bactericida Minima. Posteriormente, foi desenvolvida embalagem ativa
biodegraddvel a base de gelatina e quitosana adicionada dos dois 6leos essenciais mais efetivos
contra os micro-organismos analisados. A verificacdo da hipétese de reducdo do teor de 6leo
essencial utilizado na formulag@o, assim como a determinagdo da atividade antimicrobiana de
filmes desenvolvidos com diferentes concentracdes de 6leo essencial, foi avaliada por meio de
metodologia de disco-difusdo em dgar. Para avaliacdo dos efeitos do biopolimero desenvolvido
sobre o comportamento de crescimento dos micro-organismos em condi¢des andlogas as de
estocagem foram desenvolvidos modelos primarios de Microbiologia preditiva. Por fim, a
influéncia na andlise de vida de prateleira de queijos tipo Minas frescal foi avaliada por meio
de andlise dos grupos de micro-organismos: mesoéfilos, psicrotréficos, bactérias ldticas, além
dos micro-organismos susceptiveis aos polimeros desenvolvidos (Staphylococcus spp e Listeria
spp). A principio, foram observados compostos majoritarios compativeis qualitativamente e
quantitativamente com aqueles observados em estudos anteriores, principalmente para o 6leo
essencial de Cymbopogon citratus. Para este 6leo, foram detectados os compostos geranial
(41,8+1,4%) e neral (27,3+£0,7%), que constituem dois isdmeros que apresentam atividade
antimicrobiana, cujos principais mecanismos de acdo foram atribuidos, em estudos anteriores,
a danificacdo e alteracdo da permeabilidade da membrana celular. Baseado nos resultados

obtidos, € possivel afirmar que os Oleos essenciais mais eficientes na inibi¢do dos micro-



organismos estudados foram os provenientes das espécies Cymbopogon citratus € Cymbopogon
martinii. Posteriormente, dentre os polimeros desenvolvidos, aquele adicionado do o6leo
essencial de C. citratus obteve melhor atividade antimicrobiana, contudo apenas micro-
organismos Gram-positivos (S. aureus e L. innocua) se mostraram susceptiveis. Para andlise do
comportamento dos micro-organismos por meio de desenvolvimento de modelos de
Microbiologia preditiva, foi observado que o polimero desenvolvido ndo apresentou atividade
satisfatéria contra L. innocua, contudo, foi capaz de inativar S. aureus apés 10-11 dias de
estocagem. Para o experimento de vida de prateleira, no qual nio foi realizada inoculagcdo de
micro-organismos previamente, o filme desenvolvido apresentou significativa reducdo da
populacdo dos grupos de micro-organismos deteriorantes analisados nos tempos 5 e 10 dias de
estocagem, porém ndo foi possivel avaliar a possibilidade de extensdo da vida de prateleira dos
produtos em questdo. Nao foram detectadas colonias fenotipicamente caracteristicas de Listeria
spp. em nenhum dos pontos analisados durante o experimento da avaliacdo da vida de prateleira.
Baseado nos resultados obtidos, é possivel afirmar que foram obtidos resultados satisfatérios
pautados pelos objetivos do presente estudo, uma vez que o biopolimero desenvolvido possui
atividade antimicrobiana efetiva contra S. aureus sob as condi¢des intrinsecas e extrinsecas

aplicadas durante o armazenamento de queijo tipo Minas frescal.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, O6leo essencial, biopolimeros, patégenos

alimentares.



ABSTRACT
Currently, major challenges are being faced by the food industry, which include the production
of foods closer to the natural, without giving up on the quality, safety and sensory attributes of
the food produced. In addition, the increased consumer awareness of the environmental appeal
pressures the industry to substitute packaging for more sustainable and biodegradable
alternatives. Therefore, the objective of the current study was to develop active biodegradable
packaging with added essential oils as antimicrobial agents. Initially, Solid Phase Micro-
Extraction methodology was applied in conjunction with Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (HS-SPME / GC-MS) to identify and quantify the major compounds present in
the essential oils analyzed. The analysis of the antimicrobial activity of ten essential oils against
the most common contaminant microorganisms in the Minas Frescal cheese chain
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp and Listeria innocua) was carried
out, conducted by Minimal Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal Concentration.
Subsequently, biodegradable active packaging based on gelatin and chitosan was developed,
adding the two most effective essential oils against the microorganisms analyzed. The
verification of the hypothesis of reduction of the essential oil content used in the formulation,
as well as the determination of the antimicrobial activity of the films developed with different
concentrations of essential oil, were evaluated by disc-diffusion methodology in agar. To
evaluate the effects of the biopolymer developed on the growth behavior of pathogenic
microorganisms susceptible to it under conditions analogous to those of storage, primary
models of predictive microbiology were developed. Finally, the influence on the shelf-life
analysis of Minas frescal cheeses was evaluated by analyzing the groups of microorganisms:
mesophiles, psychrotrophs, lactic bacteria, and microorganisms susceptible to the developed
polymers (Staphylococcus spp and Listeria spp). In principle, compatible compounds were
observed qualitatively and quantitatively with those observed in previous studies mainly for the
essential oil of C. citratus. For this oil, the geranial (41.8 £ 1.4%) and neral (27.3 = 0.7%)
compounds were detected, which are two isomers that present antimicrobial activity whose
main mechanisms of action are attributed to the damage and alteration of cell membrane
permeability. Based on the results obtained, it is possible to state that the most efficient essential
oils in the inhibition of the studied microorganisms were those from the species C. citratus and
C. martinii. Later, among the polymers developed, the one added of the essential oil of C.
citratus obtained better antimicrobial activity, however only Gram-positive microorganisms (S.

aureus and L. innocua) showed to be susceptible. For the analysis of microorganism behavior



through the development of predictive microbiology models, it was observed that the polymer
developed did not present satisfactory activity against L. innocua, however, it was able to
inactivate S. aureus after 10-11 days of storage. For the shelf life experiment, in which no
microorganisms were previously inoculated, the developed film showed a significant reduction
in the population of the deteriorating microorganisms groups analyzed at 5 and 10 days of
storage, but it was not possible to evaluate the possibility of extending the shelf life of the
products in question. However, no phenotypically characteristic colonies of Listeria spp. in any
of the analyzed points of this experiment were observed. Based on the obtained results, it is
possible to affirm that satisfactory results based on the objectives of the present study were
obtained, since the developed biopolymer has effective antimicrobial activity against S. aureus

under the intrinsic and extrinsic conditions applied during the storage of Minas frescal cheese.

Key words: Antimicrobial activity, essential oil, biopolymers, foodborne pathogens.
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1 INTRODUCAO

As Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) ocorrem em nivel mundial e sdo
responsdveis por grandes gastos nos sistemas de satide em decorréncia de sua morbidade e
mortalidade (KIRK et al., 2015). A contaminacdo pode ocorrer em qualquer etapa da producao,
no campo, durante o processamento ou preparo em casa. Estima-se que ocorram muito mais
casos que os relatados, em decorréncia do subdiagndstico e subnotificacdo (KIM et al., 2015).
Apds a contaminacao, a tendéncia € que produtos com elevada disponibilidade de nutrientes e
dgua, como carnes frescas e laticinios, constituam um meio propicio a multiplicacdo destes
micro-organismos. Neste contexto, o queijo de tipo Minas frescal € um produto popular
amplamente consumido pela populagdo brasileira, de massa fresca e macia, de coloracio branca
e sabor suave. Devido a alta umidade e disponibilidade de nutrientes, € um alimento altamente
perecivel, mesmo quando armazenado sob refrigeracdo (SANGALETTI et al., 2009).

Em relacdo aos laticinios, estudos apontam para préiticas que comprometem sua
qualidade e seguranca, como ordenha e utilizacdo de leite proveniente de animais acometidos
por mastite, cujo principal micro-organismo associado € o Staphylococcus aureus, causador de
surtos de intoxicagdo alimentar em decorréncia da producgdo de toxina estafilocécica (MEHLI
et al., 2017). Deficiéncias na higiene de manipuladores, sanitizacdo de equipamentos e
instalacdes, somados a intensa manipulacdo contribuem para contaminacdo por este micro-
organismo e outros como Escherichia coli e Salmonella spp, consideradas as principais
ameacgas a inocuidade de queijos (WOLUPECK et al., 2012). A L. monocytogenes é um
importante patégeno de origem alimentar, causa a listeriose, com taxa de mortalidade entre 20
e 30%. Populacdes de risco elevado incluem recém-nascidos, mulheres gravidas, idosos e
individuos imunocomprometidos. Alguns alimentos sdo considerados veiculos comuns deste
micro-organismo, incluindo carne bovina e de aves, queijos e vegetais (SU et al., 2016).

Ao considerarmos a elevada possibilidade de contaminacdo e perecibilidade destes
grupos de alimentos, algumas solucdes tecnoldgicas como adicdo de agentes conservantes e
antioxidantes constituiam uma alternativa a essas questdes, contudo, no cendrio atual, a
crescente demanda por alimentos com teores reduzidos de conservantes, € os alimentos
minimamente processados, em conjunto com a incidéncia de patdgenos resistentes a
antibidticos e conservantes tradicionais t€ém impulsionado a industria produtora de alimentos
na direcdo da reducdo de aditivos quimicos e sintéticos e desenvolvimento compostos

conservantes, antioxidantes e antimicrobianos alternativos (MILITELLO et al., 2010). Os 6leos
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essenciais sao amplamente utilizados pela inddstria farmacéutica, alimenticia e pela medicina
alternativa com as mais diversas finalidades, dentre elas aromatizacao produtos de perfumaria,
alimentos e bebidas (ANDRADE et al.,, 2013) e também para aplicacio em repelentes,
medicamentos e embalagens (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

As embalagens ativas incorporadas de 6leos essenciais demonstraram ser uma boa
alternativa para a indudstria alimenticia, pois conservam a qualidade dos produtos, promovem a
seguran¢a do consumidor, prolongam a vida de prateleira e, ao serem projetadas com fontes
biodegraddveis como gelatina e quitosana, ainda possuem apelo de sustentabilidade do ponto

de vista ambiental (BASTOS et al., 2013).

2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, o mercado de produtos lacteos ainda se encontra em expansdo. Em 2016,
cerca de 35% do leite produzido no Brasil foi direcionado a producao de queijos. Para esta
classe de produtos, foram 5,4kg per capita/ano em 2017, e com previsdes que indicam um
aumento estimado para 7,5kg per capita/ano em 2020 (MILKPOINT, 2017). Em adi¢do, o
queijo Minas frescal apresenta-se como uma boa alternativa de investimento, em decorréncia
de seu bom rendimento, valor nutricional e volume de consumo, uma vez que se trata do terceiro
tipo de queijo mais consumido no Brasil, com 11,4% das vendas (GALAN; PEREIRA, 2017).
No periodo entre os anos de 2000 e 2017, cerca de 3,21% dos 12.308 surtos de Doencas
Transmitidas por alimentos foram atribuidos ao consumo de laticinios. Contudo, em razdo de
sua elevada umidade, disponibilidade de nutrientes e elevada manipulagdo, caracteristicas que
fazem deste um alimento de facil contamina¢do e multiplicagdo dos micro-organismos, estima-
se que este numero seja ainda maior, uma vez que em mais de 46% dos casos reportados nao
foi possivel correlacionar o surto ocorrido com o alimento causador (BRASIL, 2018).

Cerca de 40% dos 250 milhdes de toneladas de polimeros de origem petroquimica foram
destinados a producdo de embalagens. Com o amplo descarte, em conjunto com a extensa
durabilidade destes materiais, os consumidores sdo conscientizados acerca do impacto
ambiental causado e as industrias procuram por alternativas para substitui¢cdo destes materiais
(ROBERTSON, 2013). Para os biopolimeros, o mercado para este produto em 2010 j4 era de
US$454 milhdes, e os destaques para sua utilizacdo sdo relativos a sua abundancia, baixo custo,
degradabilidade e possibilidade de utilizacdo de subprodutos da indtstria de alimentos como

gelatina em sua producio (PELISSARI et al., 2009; GOMEZ-ESTACA et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

v’ Avaliar a eficiéncia de 6leos essenciais quanto a sua atividade antimicrobiana frente a
patégenos de importancia em alimentos e, posteriormente, aplica-los no desenvolvimento

deembalagem ativa para acondicionamento de queijos tipo Minas frescal.

3.2  Objetivos Especificos

v Determinar os compostos majoritdrios e testar a atividade antimicrobiana dos dleos
essenciais de Alecrim (R. officinalis), Vetiver (V. zizanioides), Capim limao (C. citratus),
Citronela (C. nardus), Eucalipto (E. globulus), Eucalipto (E. citriodora), Palmarosa (C.
martinii), Hortela-pimenta (M. piperita), Pimenta preta (P. nigrum) frente as cepas de S. aureus,
E. coli, Salmonella spp. e L. innocua.

v Selecionar os dois OGleos essenciais com melhor atividade antimicrobiana para
desenvolvimento de biopolimeros ativos.

v' Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes desenvolvidos e selecionar aquele com
melhor desempenho relacionado a atividade antimicrobiana. Posteriormente, determinar a
menor concentragdo de 6leo essencial possivel para a aplicacdo no filme e correlacionar este
parametro com a atividade antimicrobiana dos mesmos.

v' Utilizar os biopolimeros desenvolvidos para acondicionar queijos tipo Minas frescal
inoculados com os micro-organismos susceptiveis as embalagens desenvolvidas e avaliar o
comportamento microbiano a partir de desenvolvimento de modelos primarios de
Microbiologia preditiva.

v’ Determinar, por meio de experimento que avalie a vida de prateleira do produto, a
susceptibilidade dos micro-organismos naturalmente presentes na matriz alimentar frente aos
biopolimeros desenvolvidos, bem como a possibilidade de extensdo da vida de prateleira a partir

da aplicacdo dos mesmos.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Leite

O leite € um alimento composto por 87,3% de dgua, 3,6% de gordura, 3,3% de proteinas,
4,9% de lactose e 0,9% de minerais, que representa uma das principais fontes de proteinas e
cdlcio para a populacdo brasileira e possui papel fundamental no controle de doengas ligadas a
insufici€ncia vitaminica por conter vitaminas lipossoliveis como K, A, D e E; hidrossoliveis

como B1, B2 e C e minerais como o célcio, sédio, potdssio e magnésio (MENEZES, 2014).

4.2  Contaminacio do leite cru e queijos frescos

A principio, ao ser secretado dos alvéolos da glandula mamaria de um animal saudével,
o leite € estéril, porém pode ser contaminado por fonte exdgena (equipamentos, superficies,
manipuladores, recipientes) ou endégena (no caso de animais enfermos). A partir destas fontes,
0s principais micro-organismos responsdveis pela contaminagdo desta matéria-prima podem ser
classificados em dois grupos: Contagiosos, que sobrevivem dentro do hospedeiro e, neste caso,
dentro da glandula mamaria (S. aureus e S. agalactiae); e oportunistas, que possuem origem
ambiental e ndo sobrevivem dentro do hospedeiro (grupo enterobacteriaceae especialmente E.
coli e S. uberis) (MENEZES, 2014). Estudos atentam para altas contagens dos micro-
organismos S. aureus € E. coli em queijos tipo Minas frescal, apontando para ma qualidade da
matéria prima, obtida de animais enfermos (mastite); processo de pasteurizacdo ineficiente ou
auséncia do mesmo, a exemplo de queijos artesanais tradicionais no Brasil produzidos a partir
de leite cru como o tipo proveniente da Serra da Canastra — MG; além da deficiéncia nos
processos de higiene e sanitizagdo de manipuladores, equipamentos, superficies e utensilios

(WOLUPECK et al., 2012; DORES et al., 2013; MEHLI et al., 2017).

4.3  Queijo Minas Frescal

Segundo a Portaria N°146, de 7 de marco de 1996, entende-se por queijo o produto
fresco ou maturado obtido a partir da separacao parcial do soro de leite ou leite reconstituido,
coagulados através da agcdo de coalho e/ou enzimas similares, podendo ser combinado ou ndo

com fermentacdo a partir de bactérias laticas especificas. Os queijos do tipo Minas frescal,
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ainda, podem ser classificados ainda como frescos, semi-gordos (teor de gordura em base seca
de 25 a 44%) e de muito alta umidade (acima de 55%) (BRASIL, 1996; WOLUPECK et al.,
2012). E um dos queijos mais populares no Brasil, consumido por todas as camadas da
populagdo, e que devido a sua alta perecibilidade mesmo sob refrigeracdo, deve ser consumido
preferencialmente nos primeiros quinze dias apos sua fabricacdo (SANGALETTI et al., 2009).

Segundo a Resolugdo 12, de 02 de janeiro de 2001, que estabelece os padrdes
microbioldgicos sanitdrios para alimentos, os queijos considerados de muito alta umidade,
dentre estes os queijos tipo Minas frescal, tem limite de tolerancia de coliformes a 45°C e de
estafilococos coagulase positiva de 5x10?UFC/g. Para os microrganismos Salmonella spp e
Listeria monocytogenes, devem apresentar auséncia em 25g (BRASIL, 2001).

O processo produtivo do queijo Minas frescal consiste inicialmente na pasteurizacao do
leite, que pode ser realizada por meio de processo LTLT (Low Temperature, Long Time) com
bindmio de tempo x temperatura em torno de 63°C/30 min ou HTST (High Temperature Short
Time), que € aplicado com os parametros de no minimo 72°C/15s (JORDAN; HUNT;
HOORFAR, 2012; LI et al, 2018). Os processos de pasteurizacdo HTST sdo atualmente os mais
utilizados pela industria de laticinios em decorréncia da reducdo dréstica de tempo necessario
para processamento, possibilidade de aplicacdo da metodologia em processo continuo, redugdo
das alteracdes sensoriais do produto e manutengdo de caracteristicas importantes da matéria
prima para producdo de queijos como a maior estabilidade de fons de cdlcio que auxiliardo no
processo de coagulagio, a partir da ligacdo destes fons, dotados carga positiva (Ca*"), as micelas
de caseina presentes no leite e naturalmente dotadas de carga negativa, reduzindo a barreira
energética e facilitando a coagulacio com a chegada ao ponto isoelétrico (MAGALHAES;
SANTOS, 2017). Nos casos em que sdo aplicados abuso de temperatura ou tempo prolongado
de tratamento térmico, ocorre a redu¢do da disponibilidade e solubilidade do célcio (PINGLE,;
PAWAR, 2016), o que pode ocasionar a formagdo de codgulos menos firmes e acarretar em
menor rendimento na produgdo de queijos. Com o objetivo de auxiliar na corre¢io dos teores
de célcio no leite a ser utilizado para a producdo de queijos e melhorar o rendimento, utiliza-se
comumente a adi¢ao de cloreto de cdlcio na forma de solu¢do aquosa apds a pasteurizacio e
previamente a adigdo das enzimas coagulantes como a quimosina (SILVA, 2017).
Posteriormente, o corte do codgulo e agitacdo intermitente possuem como objetivo a expulsao
gradativa do soro do leite do interior dos granulos de maneira a favorecer a firmeza e facilitar
o processo de dessoragem da massa, que consiste na remog¢do do soro e compactacdo dos

granulos para formac¢do do queijo Minas frescal. Por fim, o processo de salga pode ser realizado
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diretamente na massa ou na superficie dos queijos a partir da adi¢do de cerca de 2% (p/p) de
NaCl com objetivo de promover atributo sensorial € a0 mesmo tempo auxiliar na conservacao

do produto.

4.4  Mercado Nacional do Queijo Minas Frescal

Segundo a ABIQ (Associacdo Brasileira das Inddstrias do Queijo), o mercado nacional
de queijos movimentou cerca de R$ 19 milhdes no ano de 2014. Entre os anos de 2005 e 2013,
0s queijos tiveram seu consumo aumentado em 76%, com uma média de 8 a 9% de avango ao
ano, totalizando uma média de 1,032 milhdes de toneladas produzidas no ano de 2013
(ROCHA, 2014). Atualmente, cerca de 35% do leite produzido no pais, que em 2016 foi
equivalente a 33,625 bilhdes de litros, € direcionado a producdo de queijos. No ano de 2017, a
média de consumo de queijos per capita no Brasil foi de 5,4kg, com previsao de chegar aos
7,5kg no ano de 2020 (MILKPOINT, 2017). Quanto a participacdo do queijo Minas frescal no
valor total de venda no mercado brasileiro, no ano de 2016, este era o terceiro colocado, atras
dos queijos mussarela (43,7%) e prato (31%), com 11,4% das vendas (GALAN; PEREIRA,
2017).

Contudo, apesar da elevada rentabilidade deste tipo de queijo, sua maior umidade, em
conjunto com uma elevada disponibilidade de nutrientes o tornam um alimento altamente
perecivel e passivo da contaminacdo por micro-organismos deteriorantes e patogénicos, o que
pode ocasionar uma reducao da vida de prateleira deste produto e causar Doengas Transmitidas

por Alimentos (DTA) (SANGALETTI et al., 2009).

4.5  Doencas Transmitidas por Alimentos

No Brasil, dos anos 2000 a 2017, foram notificados 12.503 surtos de Doencas
Transmitidas por Alimentos, que afetaram 236.403 individuos, com 182 6bitos. Contudo,
estima-se que as estatisticas apresentadas sejam uma pequena parcela da totalidade dos surtos
ocorridos, em decorréncia de algumas DTA possuirem sintomas mais brandos, bem como a
subnotificac@o de surtos pelos 6rgaos de saide. Até o ano de 2017, foi estimado que 3,21% dos
surtos notificados ocorreram em decorréncia do consumo de leite e derivados contaminados,

contudo, em 46,82% dos surtos notificados ndo foi possivel determinar qual alimento foi o
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causador, entdo estima-se também que os valores estimados para esta classe de alimento sejam
superiores ao reportado (BRASIL, 2018). Dentre os principais micro-organismos causadores
dos surtos, destacaram-se a Salmonella spp. (31%), seguido de Escherichia coli (24%) e
Staphylococcus aureus, responsabilizado por 16% dos surtos ocorridos (BRASIL, 2018).
Embora no estudo supracitado o micro-organismo Listeria monocytogenes ndo tenha sido
citado entre os principais dez causadores de DTA no Brasil em decorréncia de sua baixa
incidéncia (0,26 a cada 100 mil habitantes), sua elevada taxa de mortalidade (20 a 30%) e suas
caracteristicas intrinsecas que direcionam para uma afinidade a este tipo de matriz alimentar e

suas condi¢des de estocagem destacam a importancia de sua pesquisa (UNZELTE, 2017).

4.5.1 Staphylococcus aureus

As cepas de S. aureus sdo caracterizadas por cocos Gram positivos, com formacao em
aglomerados de células que lembram cachos de uva. Sdo anaerdbios facultativos, catalase
positivos, coagulase positivos, DNAse termoestavel positivo e reducdo do telurito também
positivo. Possuem temperatura 6tima de crescimento entre 35 e 45°C, com limites de
crescimento a 7°C e 47,8°C. Contudo, para a produ¢do de enterotoxinas, a faixa de temperatura
requerida vai dos 10°C aos 46°C. Consegue crescer em uma faixa de pH que varia entre 4,2 e
9,3, com atividade de 4gua minima de 0,83 e consegue suportar concentracdes de NaCl de até
25%. A intoxicacao causada por S. aureus ocorre pela ingestdao da toxina estafilocdcica, que €
constituida por proteinas de baixo peso molecular, termorresistentes e também resistente as
enzimas proteoliticas (JAY, 2005; SILVA, 2010).

Por ndo ser um bom competidor a microbiota original dos alimentos crus, sua
contaminacgdo estd associada com manipulagdo intensa e imprépria, uma vez que € estimado
que este micro-organismo seja comensal em cerca de 20 a 30% da populacdo através da pele e
das mucosas, associado posteriormente a estocagem em condicdes favordveis ao crescimento
do micro-organismo e producdo das toxinas relacionadas. Também é comum em animais e
gado, principalmente se acometidos por mastite. As principais caracteristicas e sintomas da
intoxicacdo alimentar causada pela toxina estafilocécica incluem ndusea, vOmito, dores
abdominais, que podem ser acompanhadas ou ndo por diarreia. Em decorréncia da geracdo das
toxinas ocorrer no alimento, fora do corpo do hospedeiro, e sua a¢do se dar no nervo vago do
estdbmago, bem como o estimulo deste nervo ser responsdvel pela reacdo de vomito, é uma

intoxicacdo que se inicia brevemente, a partir de 2 horas ap6s o consumo dos alimentos
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contaminados (ARGUDfN; MENDOZA; RODICIO, 2010). E uma doenca breve e os sintomas
tendem a ser dissipados num periodo de 24-48 h apés o inicio dos mesmos (ARGUDIN;
MENDOZA; RODICIO, 2010). Quando observado na produ¢do de queijos frescos como o
queijo Minas frescal, estd relacionado as mds priticas de manipulacio e é comumente

encontrado neste tipo de produto, com incidéncia que varia de 54,2 a 70,8%, de acordo com

estudos anteriormente realizados (PIMENTEL-FILHO et al., 2013; QUEIROZ et al., 2017).

4.5.2 Listeria monocytogenes

As cepas do género Listeria sao identificadas pela forma de pequenos bastonetes Gram
positivos, ndo formadores de esporos, catalase positivos e nao produtores de H>S. Possuem uma
ampla faixa de temperatura para crescimento, variando de 1 a 45°C, com temperatura 6tima
entre 30 e 37°C, o que as define como psicrotolerantes, em funcdo da habilidade de se
multiplicarem a temperatura de refrigeracdo. Quanto ao pH, em geral sdo capazes de
crescimento na faixa de 4,1 a 9,6, com ideal entre 6 e 8. Quando relacionado a atividade de
agua (w), a L. monocytogenes é capaz de se desenvolver em valores inferiores a 0,93. Sao
oxidase negativas, fermentam a glicose com producdo de 4cido e sem producdo de gés, sdo
anaerdbias facultativas, hidrolizam a esculina e o hipurato de s6dio (JAY, 2005; SILVA, 2010;
SKAF et al., 2017).

Quando relacionada a queijos frescos, a L. monocytogenes é um outro patdgeno em
potencial, devido a sua capacidade de multiplicacdo em baixas temperaturas, possibilidade de
formacdo de biofilmes nos ambientes e equipamentos fabris, acidez e umidade favordveis ao
seu crescimento e auséncia de tratamento térmico prévio ao consumo deste tipo de alimento
(HONG KONG, 2014). Em adicao, a possibilidade de infec¢do sem expressdo de sintomas por
parte de individuos sauddveis e elevado risco para populagdes como gestantes, recém-nascidos,
idosos e imunocomprometidos, bem como a deteccao de cepas dotadas de genes de resisténcia
aos antimicrobianos mais comuns salientam a importincia do estudo deste patdgeno na matriz
alimentar em questdo. Nos Estados Unidos da América, por exemplo, estima-se que cerca de
1600 pessoas adquiram a listeriose por ano, e cerca de 260 venham a 6bito (SU et al., 2016;
ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 2018).

Embora nio sejam comuns, foram reportados também casos nos quais L. monocytogenes
foi apontado como causador de mastite em bovinos em decorréncia de sua presenca como

contaminante em leite cru recém-ordenhado (JORDAN; HUNT; HOORFAR, 2012), o que
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refor¢ca quanto a necessidade de aplicac@o de tratamentos que eliminem por completo o micro-
organismo supracitado (pasteurizacdo, cura de queijos produzidos a partir de leite cru entre
outros), tendo em vista que mesmo baixissimas concentracdes do patégeno em questdo ja sdo
capazes de causar infec¢do quando ingeridos. Em surto envolvendo o consumo de milk-shakes
contaminados por L. monocytogenes nos Estados Unidos da América, foi estimado que a dose
do micro-organismo presente nos produtos foi de 8 UFC/g. Para o produto em questdo, os
valores observados em surtos anteriores envolvendo a mesma matriz alimentar variaram entre
9-12 UFC/g (POUILLOT et al., 2016). Estas caracteristicas, quando associadas ao elevado
tempo de incubac¢do, que dificulta o rastreamento do alimento veiculador e andlise de sobras,
agregam fatores a periculosidade potencial do micro-organismo em questdo (POUILLOT et al.,
2016). Segundo os dados disponibilizados pelo Centers of Disease Control (CDC) (ESTADOS
UNIDOS DA AMERICA, 2019), somente entre os anos de 2012 e 2018, sete surtos
relacionados com a contaminagdo de queijos e leite cru por L. monocytogenes resultaram na
contaminacdo de 81 individuos, dos quais 13 casos evoluiram para 6bito. Uma crianca recém-
nascida sobreviveu aos surtos, e uma mulher gravida sofreu um aborto espontineo em
decorréncia do patégeno em questdo. Outro fator que aponta para a elevada periculosidade deste
micro-organismo € a elevada taxa de mortalidade. Somente para a classe de produtos
analisados, e com os dados fornecidos acima, 16% dos individuos acometidos e cujos casos
foram acompanhados foram a 6bito, mas a supressao de sintomas e dificuldade de correlacao
com o alimento causador fazem com que seja estimado que 0s ndmeros sejam maiores que 0s
dados supracitados.

No Brasil, bactérias da espécie L. monocytogenes consistem em um contaminante
ambiental de pequenos e grandes estabelecimentos que processam queijos do tipo Minas
frescal. Em estudos realizados anteriormente, foi observada a presenca do patdgeno em questao
em 9,6- 15% das amostras de origem ambiental, além de sua presenga em queijos Minas
frescais, na superficie de queijo tipo prato e na salmoura utilizada no processo de salga dos

queijos (BARANCELLI et al., 2011; PIMENTEL-FILHO et al., 2013).
4.5.3 Escherichia coli
As cepas de E. coli podem ser caracterizadas por bastonetes Gram negativos,

anaerobicos facultativos, ndo formadores de esporos. Sao comensais comuns da flora intestinal

de mamiferos e Otimas competidoras, em decorréncia de sua habilidade de utilizacdo do



22

gluconato no célon de maneira mais eficiente que outros micro-organismos coexistentes.
Quando patogénicas, podem ser classificadas em seis patotipos diferentes: Enteroagregativas
(EAEC), Enterohemorrdgicas (EHEC), Enteroinvasivas (EIEC), Enteropatogénicas (EPEC),
Enterotoxigénicas (ETEC) e difusas aderentes (DAEC) (YANG; WANG, 2014). Conseguem
se desenvolver em uma faixa de pH que varia entre 3,6 e 9,0, com faixa 6tima préximo a
neutralidade 6,0-7,0. Quanto a temperatura, sdo capazes de sobreviver numa faixa que varia
entre 8°C e 42°C, com ideal de 37°C (JAY, 2005).

As infec¢des ou toxi-infeccdes causadas por E. coli veiculada por alimentos podem
causar sintomas comuns de gastrenterites, como diarreia severa, por vezes sanguinolenta, dores
abdominais, vomitos e esporadicamente febre. Neste caso, os sintomas se iniciam no periodo
de 1 a 10 dias apds o consumo dos alimentos infectados, e podem durar de 6 a 8 dias. Contudo,
no caso de ocorréncia de Sindrome Urémica Hemolitica em decorréncia da infec¢c@o por este
micro-organismo, podem ser observados os sintomas de reducdo da producdo de urina,
acompanhado de escurecimento da mesma, palidez e paralizacdo gradativa dos rins. Neste caso,
o tratamento tende a estender-se para toda a vida (ESTADOS UNIDOS DA AMERICA,
2018b).

Em estudo conduzido por Queiroz et al. (2017), no qual foi avaliada a qualidade
higiénico-sanitdria de queijos Minas frescais comercializados na cidade de Botucatu, foi
observada contagem de coliformes termotolerantes a 45 °C acima do permitido pela legislacdo
vigente em 36% das amostras analisadas em data proxima a data de fabricacdo dos produtos,
que progrediu para 44% das amostras analisadas ao fim da vida de prateleira do produto. Em
queijos produzidos a partir de leite cru, o progndstico é ainda mais preocupante, visto que em
estudo realizado por Paneto et al. (2007), 96% das amostras de queijo Minas frescal foram
identificadas como contaminadas pelo micro-organismo supracitado, nas variedades
verotoxigénica (VTEC) e enterotoxigénica (ETEC). Em adi¢do, foram observados elevados
indices de resisténcia aos antimicrobianos: cefalotina (60,0% dos isolados), dcido nalidixico
(40,0%), doxiciclina (33,0%), tetraciclina (31,0%) e ampicilina (29,0%). Portanto, tendo em
vista os dados supracitados, que incluem a elevada incidéncia do micro-organismo em questao
para este produto, com o agravante de periculosidade pelo mecanismo da infec¢do e indices de
resisténcia dos isolados aos antimicrobianos comuns, destaca-se a importancia do
desenvolvimento de metodologias alternativas que controlem os niveis de contaminagdo e

aumentem a seguranca dos produtos alimenticios analisados frente ao consumidor.
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4.5.4 Salmonella spp.

As cepas do género Salmonella podem ser caracterizadas por bastonetes Gram-
negativos, ndo esporogénicos, anaerdbios facultativos e oxidase negativos. Crescem em uma
faixa de temperatura que varia entre 5 e 45°C, com temperatura 6tima de 37°C, quanto ao pH,
o ideal para seu desenvolvimento é proximo a neutralidade, entre 6,6 e 8,2, passando a ser
bactericida abaixo de 4,05 e acima de 9. J4 quanto a umidade disponivel, sua inibi¢cdo ocorre
em ay inferior a 0,94 (JAY, 2005).

E um micro-organismo cujo principal habitat é o intestino de humanos e animais de
sangue quente. Grande parte dos sorotipos causa gastrenterite leve, sem necessidade de
tratamento, contudo em criancas e idosos os sintomas podem ser mais severos. Os sintomas
incluem ndusea, vomitos, diarreia, febre e dor de cabeca, e ocorrem geralmente entre 6 e 48
horas ap6s o consumo do alimento contaminado. Contudo, quando relacionado a Salmonella
Tiphy e Paratiphy, os sintomas sdo mais severos e incluem septicemia, com infecgdes
subsequentes, artrite pos enterite e sindrome de Reiter (SILVA, 2010).

Em 2018, na Franc¢a, um surto envolvendo queijos produzidos a partir de leite cru levou
a contaminagdo de 83 pessoas por uma estirpe de Salmonella Enteriditis, que foi identificada
também em paises préximos como Bélgica e Alemanha, para os quais o queijo também foi
distribuido (FLYNN et al., 2018). Pelo banco de dados disponibilizado pelo CDC, nao foram
encontrados surtos relacionando Salmonella spp. a queijos frescos entre os anos de 2007 e 2019.
Contudo, um surto envolvendo gado leiteiro em 2016 por uma cepa de Salmonella Heidelberg
multirresistente a antibidticos levou a contaminacdo de 56 pessoas em 15 estados por meio de
contato com os animais infectados, gerando 17 hospitalizacdes (ESTADOS UNIDOS DA
AMERICA, 2016). Estes dados reforcam a necessidade de adocio de boas priticas de
fabricacdo, de medidas que reduzam ao maximo o contato entre o couro e fezes dos animais
com o leite ordenhado e de parametros eficientes de pasteurizagdo para garantia de inativacao
térmica de possiveis patégenos oriundos destas fontes. Em adicdo, a multirresisténcia aos
antimicrobianos da cepa identificada do patdgeno, aponta para a utilizacdo indiscriminada e
negligente de antibidticos de amplo espectro em animais produtores de alimentos, que deve ser

abordada com alternativas como utiliza¢do de antimicrobianos naturais quando possivel.
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4.6 Desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a antibioticos

Vém sendo observado, nas ultimas décadas, um aumento consistente e preocupante na
proporcio de patdgenos de categoria bacterioldgica resistentes a multiplos antimicrobianos,
com um periodo cada vez menor entre o lancamento dos antimicrobianos em questdo pela
inddstria farmacéutica e a deteccdo de estirpes ja resistentes. Isto fez com que as bactérias
multirresistentes a antimicrobianos passassem a ser consideradas como um importante
problema de satde publica e um mal emergente a nivel global (ROCA et al., 2015). Os
mecanismos de protecdo das células microbianas que evoluiram com o tempo incluem a
prevengdo de entrada ou maneiras de expulsdo dos agentes antimicrobianos do interior das
células, producio de enzimas ou proteinas que modifiquem o antimicrobiano ou impecam seu
modo de a¢do (B-lactamases e proteinas que se ligam ao DNA com objetivo de proteger o alvo),
e alteracdo do alvo dos antimicrobianos em questdao (DNA-girase) (HOLMES et al., 2016).

Quanto aos mecanismos que podem resultar no desenvolvimento de resisténcia por parte
dos micro-organismos, estes podem ocorrer via transmissdo de material genético entre as
células microbianas por meio de trés processos: transdu¢do (no qual o material genético de uma
bactéria € englobado por alguma particula viral e transmitida a outra bactéria que atuard como
recipiente para o virus durante a infec¢ao); Conjugacio (processo no qual ocorre a transferéncia
genética através de tubos mintsculos formados entre as células microbianas que transportarao
o plasmideo correspondente entre as mesmas); € Transformagdo, mecanismo pelo qual a
bactéria € capaz de capturar fragmentos de DNA livres no ambiente e incorporar em seu proprio
cromossomo (HOLMES et al., 2016).

Quando detectado em micro-organismos associados a cadeia produtiva de alimentos,
principalmente de origem animal, a presenga de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos convencionais geralmente esté relacionada com a utilizacao indiscriminada de
antibidticos em animais produtores de alimentos por abordagens como promotores de
crescimento e profilaxia, que aumentam a pressao seletiva por estirpes mais resistentes. Em
adicao, a utiliza¢do de antimicrobianos com um tnico mecanismo de a¢do tornam mais simples
o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte dos micro-organismos. Desta
maneira, se torna necessdria e urgente a pesquisa e desenvolvimento de abordagens e
antimicrobianos alternativos mais eficientes para o controle da ameaca iminente que bactérias

multirresistentes representam (YAP et al., 2014; ROCA et al., 2015).
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4.7  Abordagens Alternativas — Alvos multiplos

Ao considerarmos a elevada diversidade de compostos quimicos presentes na
composi¢ao dos dleos essenciais, em conjunto com a hipdtese postulada de que compostos
presentes em menores concentracdes regulariam as fungdes dos compostos majoritarios e
auxiliariam na potencializacdo do efeito sinérgico dos mesmos, faz com que seja mais provavel
que a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais esteja relacionada mais proximamente com
o conjunto de compostos observados em vez de um composto isolado. Desta maneira, destaca-
se a hipdtese de que a potencializacdo do efeito antimicrobiano seja decorrente da acdo em
conjunto de diversos compostos em diversos sitios das células, que configuram a utilizacdo de
uma abordagem a alvos multiplos e mecanismos diversos que levam a inativagdo dos micro-

organismos (YAP et al., 2014).

4.8 Oleos essenciais

Por definicao, os 6leos essenciais sdo metabdlitos secunddrios produzidos por plantas
aromaticas, liquidos oleosos obtidos a partir de partes de vegetais como folhas, flores, caules,
raizes, frutos e sementes e podem ser obtidos métodos como fermentagcdo, acdo enzimatica
extracdo, compressao e destilagdo a vapor, o mais utilizado na producdo destes compostos em
escala industrial (GUENTHER, 2013).

A partir da década de 1920, a descoberta e a producdo de antibidticos revolucionaram a
medicina. Na década de 1960, a descoberta de alguns dos mais importantes grupos de
antibidticos e a resolucdo dos principais problemas relacionados a quimioterapia deram, a essa
época, o titulo de “era dourada”. Porém, atualmente, estes compostos estdo perdendo sua
eficacia devido a melhoria da resisténcia microbiana frente aos mesmos (MAYERS et al., 2009;
BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Dentre vérios agentes utilizados na conservacao de
alimentos, os 6leos essenciais sdo utilizados pela induistria alimenticia devido ao seu potente
efeito antimicrobiano contra varios micro-organismos patogénicos e deteriorantes e por serem
compostos naturalmente presentes em diversas espécies de plantas medicinais ou comestiveis,
ervas e especiarias (MILITELLO et al., 2010; ARTIGA-ARTIGAS; ACEVEDO-FANI;
MARTIN-BELLOSO, 2017). Segundo a Food and Drug Administration (FDA), os 6leos
essenciais de Capim-limao, Hortela-pimenta, Pimenta preta, Alecrim, Citronela e Palmarosa

sdo considerados Generally Recognized as Safe (GRAS), podendo ser utilizados em contato
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direto com alimentos ou inseridos nas formula¢des (UNITED STATES OF AMERICA, 2016).
Para os 6leos essenciais de Eucalipto, Patchouli e Vetiver, portanto, os resultados obtidos
poderido ser aplicados em estudos futuros no desenvolvimento de antimicrobianos sem contato
direto com alimentos, como por exemplo sanitizantes. E conhecido o fato de que micro-
organismos diferentes apresentam diversos graus de resisténcia aos Oleos essenciais. De
maneira geral, estes compostos possuem caracteristica hidrofébica, o que confere maior
eficiéncia contra bactérias Gram-positivas, uma vez que a camada mais externa de bactérias
Gram-negativas possui uma camada de lipopolissacarideos, o que dificulta a penetracdo de
antimicrobianos de natureza quimica, em especial lipofilicos como os Oleos essenciais, e

consequente acdo antimicrobiana (DUSSAULT; VU; LACROIX, 2014).

4.8.1 Oleo Essencial de Rosmarinus officinalis - Alecrim

Em estudo conduzido por Silveira et al. (2012), foram determinadas a composicao
quimica e atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de 10 espécies vegetais cultivadas no
sul do Brasil. Dentre elas, o 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) apresentou
composicao de 24,4% de canfora, 14,24% de 1,8-cineol, 12,5% de B-mirceno, 9,85% de a-
pineno e 6,99% de B-pineno. Quanto a atividade antimicrobiana, possuiu os melhores resultados
contra os microrganismos S. aureus, L. monocytogenes e B. cereus. O valor referente a

Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para S. aureus variou entre 5 e 20 mg/ml.

4.8.1.1 Canfora

A canfora pode ser caracterizada fisicamente por um po cristalino, de colorag¢do branca
ou sem colorac¢ao, com aroma caracteristico de naftalina e densidade similar a da dgua. Possui
caracteristica inflamavel e € comumente utilizada na producdo de farmacos e flavorizantes, em
decorréncia de suas propriedades anti-inflamatoérias, analgésicas, aromaticas, repelente de
insetos e pode ser aplicada em bdlsamos e diversas preparacdes para cuidados com a pele
(PUBCHEM, 2019f). Quando avaliada em relacdo a sua atividade antimicrobiana frente aos
micro-organismos S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Candida albicans, em linhas gerais ndo apresentou resultados favordveis, com zonas de inibi¢ao

de cerca de 10-15mm por meio de metodologia de difusao em 4gar, e quando analisada por
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meio de metodologia de microdiluicao em caldo os resultados apontaram para CIM que variou
de entre 6-60ppm para os micro-organismos S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae e C.
albicans; e entre 60-600ppm para E. coli, apontando para atividade antimicrobiana ineficiente

contra um dos cinco micro-organismos analisados (SCHMIDT et al., 2005).

4.8.2 Oleo Essencial de Vetiveria zizanioides - Vetiver

A espécie Chrysopogon zizanioides constitui um capim perene que cresce comumente
na India, e possui estimada posi¢io na mitologia e praticas medicinais indianas. E utilizado
como relaxante do sistema nervoso, melhora o ritmo cardiaco e respiracao, possui propriedades
anti-inflamatdrias, analgésicas, antioxidante entre outras (PRAJNA; RICHA; DIPJYOT]I,
2013). Os principais componentes do 6leo essencial de vetiver sdo cedr-8-em-13-ol (12,4%),
a-amorfeno (7,8%), B-vatireneno (5,94%) e a-gurjuneno (5,91%) (CHOU et al., 2012). Quanto
a atividade antimicrobiana, realizada pelo método de diluicdo em caldo, o extrato de C.
zizanioides se mostrou mais efetivo contra bactérias gram-negativas como E. coli quando

comparado a Bacillus subtilis e M. luteus (PRAJNA; RICHA; DIPJYOTI, 2013).

4.8.3 Oleo Essencial de Cymbopogon citratus - Capim limdo

A espécie Cymbopogon citratus, também conhecido como capim-limao ou capim-
cidreira, pertence a familia Poaceae. E comumente utilizado na medicina popular para
tratamento de desordens nervosas e gastrintestinais, € como antiespasmodico, analgésico, anti-
inflamatoério, anti-pirético, diurético e sedativo (BASSOLE et al., 2011). O 6leo essencial de
Cymbopogon citratus € constituido principalmente por citral, em concentracdo que varia entre
65 e 85%, geralmente distribuidos entre dois isomeros: a-citral, também conhecido por geranial
(39,53- 48,57%), e B-citral (32,86 — 34,6%), também conhecido por neral. Em adi¢do, mirceno
(11-11,4%) também pertence aos compostos majoritdrios do 6leo essencial da espécie em
questao (KORENBLUM et al., 2013). Em andlise da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM),
apresentou melhor atividade antimicrobiana contra S. aureus (2,5+0mg/ml), Salmonella
Enterica (2,1+0,1mg/ml) e Salmonella Typhimurium (2,5+0 mg/ml) quando comparado a E.
coli (10mg/ml+0) e L. monocytogenes (8,3£0,2mg/ml) (ANDRADE et al., 2013; BASSOLE et
al., 2011; MATASYOH et al., 2011).
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4.8.3.1 a-Citral

Também conhecido como geranial, consiste em um monoterpeno aldeido aciclico e
insaturado, encontrado na composi¢do dos 6leos essenciais de diversas espécies vegetais como
limdes, capim-limdo, tangerina e laranjas. Em decorréncia de seu aroma caracteristico e
pronunciado, geralmente € utilizado como aromatizante em bebidas a base de citricos entre
outros. E considerado pelo FDA como aditivo alimenticio GRAS, o que, associado as suas
caracteristicas sensoriais agraddveis, faz com que este composto seja um ingrediente
antimicrobiano natural a ser utilizado amplamente pela inddstria alimenticia. E conhecido que
o mecanismo de acdo dos terpenos frente as células microbianas consiste primariamente na acao
téxica deste composto quando em contato com as membranas plasméticas (SOMOLINOS et
al., 2009).

Em estudo realizado para avaliagdo dos mecanismos de acdo do geranial frente a
Cronobacter sakazakii, foram observadas mudancas intracelulares nas concentra¢des de ATP
e pH, na morfologia das células, na integridade da membrana e também alteracdoes de sua
permeabilidade, o que resultou, por fim, no colapso das membranas celulares (SHI et al., 2016).
Quando analisado frente aos patdégenos S. aureus (trés cepas padrdes, incluindo duas cepas
MRSA), e L. monocytogenes, o composto citral apresentou MIC por microdilui¢cdo e diluicao
em agar varidvel, entre 0,06 e 0,08mg/ml, com atividade bactericida (MBC) em concentracao
entre 0,08 e 0,15mg/ml por técnica de microdiluicdo. Estes valores sdo consistentemente
inferiores, portanto indicadores de maior efici€ncia antimicrobiana do composto isolado quando
comparado ao 6leo essencial na integra, o que confirma a hipétese de se tratar de um dos
principais compostos com atividade antimicrobiana de sua composicdo. Em adi¢do, ndo foi
observado o desenvolvimento de resisténcia aos compostos analisados no estudo em questio, e
0 mesmo apresentou elevada eficidcia no combate a formagdo de biofilmes pelos micro-

organismos analisados (APOLONIO et al., 2014).

4.8.3.2 Neral

As moléculas de neral podem ser caracterizadas como um isomero da molécula de alfa-
citral ou geranial, consiste em um monoterpendide, de configuracdo enal e que também pode
ser citado como 3,7-dimetiloctanal com insaturagdes nas posi¢des C-2 e C-6. Naturalmente,

também ¢ isolado a partir do 6leo essencial de espécies citricas como limao, tangerina, laranja
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ou capim-limdo. E um metabdlito vegetal, que possui acio como indutor a apoptose celular

(PUBCHEM, 2019).

4.8.3.3 Mirceno

Também presente em outras espécies vegetais como manga e manjericdo, é um
composto que possui principio ativo sedativo. Quando utilizado na industria alimenticia e
farmacéutica na producdo de aromas e fragrancias, respectivamente, possui caracteristicas
sensoriais como aroma frutado e caracteristico de cravo, podendo expressar aroma pungente
quando aplicado em maiores concentracdes. E um composto que possui atividade sinérgica com
outros terpenos por reagdes variadas (HARTSEL et al., 2016). Suas caracteristicas fisicas
compdem um Oleo liquido e de cor amarela, menos denso que a dgua e insolivel na mesma.
Como agentes de periculosidade, € inflamdvel e pode gerar irritacdes. Contudo, é considerado
GRAS, podendo ser utilizado na aplicacio direta em alimentos, e normatizado pelo JECFA

como agente aromatizante (PUBCHEM, 2019b).

4.8.4 Oleo Essencial de Cymbopogon martinii - Palmarosa

A Palmarosa é uma graminea perene, amplamente distribuida em regides tropicais e
subtropicais, e seu 6leo essencial € um valioso componente de perfumes, cosméticos e produtos
farmaceéuticos. Possui propriedades como repelente de insetos, na aromaterapia € como
antimicrobiano (KHAN et al., 2015). Os principais componentes do Oleo essencial de
Palmarosa (Cymbopogon martinii) sdo o geraniol (52,49-57,49%), acetato de geranil (12,01-
13,56%) e linalool (1,15-1,71%), composto cujo mecanismo antimicrobiano estd relacionado
com sua elevada solubilidade em dgua e habilidade de penetracdo na parede celular bacteriana.
O ¢leo essencial em questdo mostrou-se, a partir da metodologia de Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM), eficiente composto antimicrobiano mesmo em baixas concentragdes contra
cepas de S. aureus (CIM 0,48-1,04mg/ml) e E. coli (CIM 1,54 —2,09mg/ml) (TSAl et al., 2011;
ANDRADE et al., 2013).
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4.8.4.1 Geraniol

Consiste em um alcool monoterpeno aciclico, que € resultante da mistura de dois cis-
trans isOmetos: trans-geraniol e cis-nerol. Suas caracteristicas fisicas constituem um 6leo de cor
amarela-palida, insolivel em dgua, mas geralmente solivel em solventes organicos. E
comumente encontrado em tecidos vegetais e flores, em conjunto com geranial e neral, que
consistem em produtos da oxidagdo do geraniol. E um composto amplamente utilizado na
formulacdo de fragrancias, como repelente de insetos natural, possui atividade antimicrobiana
e anti-tumoral comprovada (CHEN; VILJOEN, 2010). Quando extraido da espécie C. citratus,
apresentou ainda, atividade antimicrobiana superior quando comparado ao 6leo essencial na
integra, por meio de observacdo de maiores zonas de inibicdo por meio de metodologia de
disco-difusdo em agar frente a 20 micro-organismos dentre eles bactérias gram-positivas (S.
aureus € B. cereus), bactérias Gram-negativas (E. coli e K. pneumoniae) e fungos (C. albicans
e Aspergillus flavus) (ARPUTHA; SELVAMANI; LATHA, 2012). Terpendides como o
geraniol possuem elevado potencial de utilizagdo na industria produtora de alimentos em
decorréncia da sua capacidade de inibicdo de um amplo espectro de micro-organismos, € 0o
mecanismo de acdo desta classe de compostos estd normalmente associada a presenca do grupo
hidroxil e presenca de elétrons deslocados, contudo os mecanismos especificos de acdo do

composto supracitado ainda necessitam de maior elucidacdo (MANU, 2016).

4.8.4.2 Acetato de geranil

Consiste em um composto natural e organico, classificado abaixo dos monoterpenos.
Suas caracteristicas envolvem um liquido incolor, insolivel em dgua, mas soldvel em Oleos e
dlcool, com aroma frutal e floral agraddvel, podendo ser aplicado amplamente como
aromatizante em alimentos e também como componente de fragrancias pela industria de
cosméticos e farmacéutica (GUPTA et al., 2013). Possui atividade antinflamatdria e antifungica
comprovada na ordem de 0.32 pul/ml a 1.25 pl/ml para os micro-organismos Crytococcus

neoformans e Candida guillermondii, respectivamente (GONCALVES, 2012).
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4.8.4.3 Linalool

Consiste em um monoterpendide com um grupo hidréxi na posi¢do 3, classificado,
portanto, como um alcool tercidrio. E um composto produzido naturalmente por mais de 200
espécies vegetais, dentre elas frutas citricas e canela. De elevada aplicabilidade comercial em
esséncias devido ao seu aroma floral com um toque picante, constitui um componente oleoso e
volatil, com atividade antimicrobiana superior em decorréncia de sua solubilidade facilitada em
dgua (ANDRADE et al., 2013; PUBCHEM, 2019c). Quando aplicado isoladamente e em filmes
biodegraddveis produzidos a base de amido de milho, foi testada a eficiéncia da atividade
antimicrobiana deste composto frente a S. aureus por meio da metodologia de disco-difusao.
Baseado nos resultados, foi observada atividade antimicrobiana satisfatdria a partir da formacao
de halos de dimensao de 18,61 mm quando aplicado na concentracdo de 2,38%. Em adigdo,
seguiu inoculagdo de S. aureus nas superficies superior e inferior de queijos cheddar na ordem
de 10* UFC/g, com posterior acondicionamento nos biopolimeros desenvolvidos. A partir dos
resultados obtidos, foi possivel observar a inibicdo do micro-organismo em questio nas
condi¢des analisadas (KUORWEL et al., 2011). O mecanismo de a¢do antimicrobiana do
linalool inclui a permeabilizacdo da membrana celular e facilitacdo de processos subsequentes,
podendo ser utilizado em sinergismos com demais 6leos essenciais ou compostos majoritarios
que possuam mecanismos e alvos de acdo diferenciados, como inativacdo de enzimas ou
agrupamento com proteinas especificas no interior da célula. Neste campo, resultados
satisfatorios foram observados na combinacao de linalool com metil chavicol em ratios variados

(RADULOVIC et al., 2013; HERMAN; TAMBOR; HERMAN, 2015).

4.8.5 Citronela

O 6leo essencial de citronela é amplamente conhecido por seu efeito repelente de pragas
como mosquitos, pernilongos entre outros insetos, portanto ¢ amplamente utilizado pela
industria farmacéutica como repelente (SCHRERER, 2009). Os principais componentes do
Oleo essencial de Cymbopogon nardus sao, principalmente, Citronelal (29,6%), 2,6-octadienal,
2, 7-dimetil (11%), cis-2,6-dimetil-2,6-octadieno (6,9%) e dcido propanoico (6,9%). Se mostrou
efetivo contra cepas de E. coli, com CIM 0,244pug/ml para ATCC 25922 e 0,488ug/ml para

cepas isoladas a partir de Lates calcarifer e Macrobrachium rosenbergii. Para Salmonella spp,



32

foi observado CIM de 0,244pg/ml para cepa isolada a partir de Lates calcarifere e CIM de
0,488ug/ml para cepas isoladas a partir de Macrobrachium rosenbergii (WEIL, WEE, 2013).

4.8.6 Oleo Essencial de Eucalyptus globulus - Eucalipto

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e ¢ um dos mais importantes e mais
amplamente cultivados a nivel mundial. Trata-se de uma arvore alta, de folhagens verdes e
nativa da Austrdlia e Tasmania. A espécie E. globulus € a principal fornecedora de Oleo
essencial, que possui elevada demanda no mercado devido as suas propriedades e aplicacdes,
como em anestésicos, antissépticos e desinfetantes (RAHO, BENALI; 2012).

Com base em andlises de cromatografia gasosa, os componentes majoritirios no 6leo
essencial de E. globulus em fase liquida sdo 1,8-cineol (45,4%), limoneno (17,8%), p-cimeno
(9,5%), y-terpineno (8,8%), a-pineno (4,2%) e a-terpineol (3,4%). Quando analisado quanto a
sua atividade antimicrobiana por meio de metodologia de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) frente a cepas de S. aureus e E. coli,
apresentou resultados satisfatorios, com valor de CIM e CBM de 2,25mg/ml e 4,5mg/ml para

S. aureus e 4,5mg/ml e 9mg/ml para E. coli, respectivamente (TYAGI; MALIK, 2011).

4.8.6.1 Eucaliptol

Consiste em um derivado do 6leo essencial de eucalipto, majoritariamente, com
caracteristicas relativas a monoterpenos e ciclohexanol. Comumente utilizado na industria
alimenticia e farmacéutica com a fun¢do de flavorizante em produtos como enxaguante bucal e
como repelente de insetos, também pode ser utilizado como solvente e possui atividades
antimicrobianas (PUBCHEM, 2019¢). Em estudo conduzido por Zengin e Baysal (2014), foi
observada uma extensdo considerdvel da fase lag ou de adaptagdo dos micro-organismos
Salmonella Typhimurium, E. coli O157:H7 e S. aureus quando expostos ao eucaliptol sob as
concentracoes de 0,7%, 0,6% e 1 %, respectivamente. Comumente presente nos 6leos essenciais
de uma vasta variedade de espécies vegetais, o eucaliptol possui caracteristicas que incluem a
presenca de oxigénio funcional em sua estrutura, identificado por ser responsdvel pelo aumento

na atividade antimicrobiana de terpendides (LV et al., 2011).
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4.8.7 Oleo Essencial de Eucalyptus citriodora - Eucalipto

A espécie de E. citriodora ¢ comumente utilizada para fins medicinais e farmacéuticos,
como em medicamentos anti-inflamatérios, analgésicos e antipiréticos para sintomas de
infeccdes respiratorias. O extrato das folhas de eucalipto foi aprovado como um aditivo
alimenticio natural, na categoria de antioxidantes, na “Lista de Aditivos Alimenticios Existentes
no Japao” (TYAGI; MALIK, 2011b). Dentre os principais componentes do dleo essencial de
E. citriodora, temos o citronelal (90,07%), citronelol (4,32%) e o B-cariofileno (1,46%). Quanto
a sua atividade antimicrobiana, demonstrou ser mais efetivo quando comparado ao 6leo
essencial de E. globulus frente as cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e obteve
igual desempenho frente as cepas de E. coli multirresistentes aos antibidticos, devido a
combinacdo entre citronelal e citronelol, presentes no 6leo, o que o tornam mais ativo

(MULYANINGSIH et al., 2011).

4.8.8 Oleo Essencial de Mentha piperita - Hortela-pimenta

A Hortela-pimenta (Mentha piperita) € pertencente a familia Lamiaceae, e seu género é
amplamente conhecido por seu valor aromatico e medicinal. Existem cerca de 25 a 30 espécies,
cultivadas em regides de clima temperado a tropical como América, Europa, China e Brasil. No
ano de 2007, o mercado mundial para o 6leo essencial de horteld se encontrava na faixa das
dezesseis mil toneladas, devido a suas aplicacOes na industria alimenticia, farmac€utica e na
producdo de cosméticos (SAHARKHIZ et al., 2012). Possui propriedade antiviral, analgésica,
antiftingica, antioxidante e impede a formacao de biofilmes. Seus principais componentes sao
o mentol (53,28%), acetato de mentila (15,10%), mentofurano (11,18%), neomentol (2,79%) e
amentona (2,45%). Quanto a atividade antimicrobiana, mostrou-se efetivo contra E. coli ATCC

25922 e S. aureus (CIM 1,13mg/ml) (TYAGI; MALIK, 2011a).

4.8.8.1 Mentol

Consiste em um composto organico, com caracteristicas alcodlicas, obtido
sinteticamente a partir dos Oleos essenciais de horteld ou hortela-pimenta. Amplamente
utilizado como flavorizante pela indudstria alimenticia para fortificar o sabor de menta de

produtos, e quando aplicado em demais produtos farmacéuticos apresenta também propriedades
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analgésicas e anestésicas em decorréncia de sua caracteristica que combate irritacdes da pele e
mucosas (PUBCHEM, 2019d). Em estudo conduzido por Galucci et al. (2009), foi observado
que, quando testado frente aos micro-organismos relacionados a DTA’s S. aureus, E. colie B.
cereus, 0 composto majoritirio mentol ndo obteve atividade antimicrobiana satisfatéria quando
isolado, contudo, quando aplicado em conjunto com geraniol, apresentou atividade sinérgica
contra 0s micro-organismos supracitados da categoria Gram-positivos (S. aureus e B. cereus),
e atividade sinérgica quando em conjunto com timol e frente a B. cereus. Em estudo similar, no
qual foi testada a atividade antimicrobiana do mentol frente a seis cepas de S. aureus, incluindo
cinco cepas resistentes a meticilina (MRSA), foi observado CIM de 1mg/ml para o composto
isoladamente, e sinergismo quando analisado em conjunto com o antimicrobiano convencional

mupirocina (KIFER; MUZINI¢; KLARIE, 2016).

4.8.8.2 Mentona

Composto utilizado amplamente na aplicagdo de produtos de origem farmacéutica por
suas propriedades aromdticas. Quando analisado em busca de determinagdo de sua atividade
antimicrobiana frente a 19 micro-organismos, apresentou, por meio de método de microdilui¢dao
em placa, os valores de 2,77-5,55ppm para inibicao de S. aureus e de 5,55-11,11 ppm para E.
coli (OUMZIL et al., 2002).

4.8.9 Oleo Essencial de Piper nigrum - Pimenta preta

A pimenta-preta (Piper nigrum) é pertencente a familia Piperaceae. E amplamente
consumida e utilizada em alimentos, devido as suas caracteristicas aromaticas e flavorizantes.
E tradicionalmente utilizada no tratamento da maldria na India, e da epilepsia na China. Possui
atividade anti-inflamatdria. Seu principal componente, a piperina, ainda apresentou atividade
como analgésico, hepatoprotetivo e antioxidante, utilizado no tratamento do mal de Alzheimer
(ZARAI et al., 2013). O dleo essencial de pimenta preta possui, como principais componentes,
o limoneno (23,8%), 6-3-careno (21,97%), a-pineno (12,89%), B-cariofileno (11,34) entre
outros (ANDRADE et al., 2013).

Em estudo realizado por Zacardo e Pilleti (2013), no qual foi avaliada a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais adicionados em cortes de frango temperados, foi observado

que para o 6leo essencial de pimenta preta ocorreu redu¢do do crescimento de S. aureus a um
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nivel de 95% para a concentracdo de 0,02ml/ml. Em concentracdes menores, foi possivel

observar reducao de até 30% no crescimento de E. coli.

4.8.10 Oleo Essencial de Pogostemon cablin - Patchouli

O Pogostemon cablin (Patchouli) € pertencente a familia Lamiaceae. E umaerva perene,
utilizada principalmente na industria de cosméticos e perfumaria devido a sua propriedade de
fixacdo do aroma (KARIMI, 2014). Os principais componentes do 6leo essencial de patchouli
sao o patchoulol (25,21), d-guaieno (11,49), gurjuneno-a (11,26), seicheleno (9,61%), a-
guaieno (9,56%) entre outros (ANDRADE et al., 2013). Por método de Concentragao inibitdria
minima, mostrou-se efetivo contra bactérias gram positivas como S. aureus (0,395 —
0,510mg/ml) e B. cereus (0,08 a 0,lmg/ml) e contra gram negativas E. coli (0,4 mg/ml),
Salmonella (0,95 mg/ml) e P. aeruginosa (1,25 mg/ml) (HUSSAIN et al., 2011).

49 EMBALAGENS ATIVAS

O conceito de embalagem ativa pode ser definido como um modo em que o produto, a
embalagem e o ambiente interagem de maneira a manter a qualidade, promover seguranca e,
dessa maneira, prolongar a vida de prateleira do alimento (PRASAD; KOCHHAR, 2014). Além
da necessidade primordial das embalagens oferecerem protecdo mecénica, fisico-quimica e
conterem o produto, também necessitam, atualmente, apresentar sustentabilidade do ponto de
vista ambiental, sendo necessdrio o desenvolvimento de produtos biodegraddveis como
embalagens compostas por biopolimeros a base de gelatina e quitosana. Esta matriz polimérica
€ considerada biodegraddvel, e forma filmes flexiveis, de aplicacdo possivel em alimentos

(GOMEZ-ESTACA et al., 2010).

4.9.1 Embalagens antimicrobianas

O desenvolvimento de embalagens ativas antimicrobianas possui grande interesse
pratico, e consiste no controle da contaminacdo microbioldgica dos alimentos por meio da
liberacdo de compostos sintéticos, naturais ou bioldgicos, que migram do polimero em que
foram adicionados para a superficie do alimento, onde geralmente sdo iniciados 0s processos

de deterioracdo dos produtos como uma consequéncia da manipulagdo e preparacdo. A
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utilizacio de embalagens ativas antimicrobianas sdo uma resposta a demanda dos consumidores
por produtos mais frescos, proximos ao natural, com boa qualidade nutricional, com redugdo
dos tratamentos agressivos e da utilizacdo de conservantes ou aditivos quimicos, e melhoria
para os produtores quanto a logistica e reducdo de perdas devido ao aumento de vida de
prateleira dos produtos (GAVARA, 2015). Os compostos antimicrobianos adicionados a
embalagens possuem funcdo similar a de conservantes adicionados no préprio produto, uma
vez que também atuam na fase lag ou de adaptacdo dos micro-organismos, estendendo-a, com
modo de agdo diferenciado, uma vez que atua na superficie do produto, onde geralmente se
iniciam os processos de deterioracdo (RAMOS et al., 2012). Outra caracteristica que favorece
esta abordagem quando comparada a adi¢do direta de conservantes nos produtos alimenticios
consiste no fato de que quanto mais fresco o produto, menores as concentracoes de compostos
transferidos para a superficie do mesmo, fazendo com que a ingestdo de aditivos seja inferior

por meio desta abordagem quando comparado as aplicagdes tradicionais.

4.9.2 Antimicrobianos sintéticos e naturais

Os antimicrobianos utilizados no auxilio da conservacdo de alimentos podem ser
nomeados como tradicionais apdés atenderem uma série de condicdes, como terem sido
utilizados por muitos anos, por aprovagao por diversos paises e 6rgaos regulamentadores como
antimicrobianos que possam ser utilizados em alimentos e quando sao produzidos por processos
sintéticos, embora muitos dos compostos produzidos sinteticamente estejam também presentes
na natureza, como o nitrito que inicialmente era considerado uma contaminagdo de sais
utilizados no processo de salga de carnes, dcido acético presente no vinagre, dcido benzoico
proveniente de cranberries entre outros (DAVIDSON; SCHMIDT; TAYLOR, 2013). Inclui
também outros grupos de compostos disponiveis para aplicacdo comercial, como compostos
inorganicos e metais a exemplo de micro e nanoparticulas de prata (AgNP), triclosan, derivados
de amonia entre outros (BASTARRACHEA; DHAWAN; SABLANI, 2011; MUNOZ-
BONILLA; FERNANDEZ-GARCIA, 2012).

Compostos naturais como a quitosana tém apresentado 6timo potencial como um agente
antimicrobiano em embalagens frente a uma vasta variedade de micro-organismos, bem como
compostos secunddrios do metabolismo de espécies vegetais como O6leos essenciais,
bacteriocinas como a nisina e lisozima t€m sido estudados com o objetivo de substituir total ou

parcialmente os conservantes quimicos. Este tipo de acdo € incentivado por parte dos
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consumidores, que se sentem atraidos pela imagem de produtos mais sauddveis. Os estudos
também sdo extensos para a atividade de micro-organismos benéficos como as bactérias laticas
e seus produtos metabdlicos, como por exemplo as bacteriocinas, que consistem em um grupo
heterogéneo de proteinas que possuem atividade antimicrobiana e propriedades varidveis,
dependendo de peso, origem genética e caracteristicas bioquimicas (ZHOU; XU; LIU, 2010).
Sdo compostos catidonicos, hidrofébicos, anfifilicos e sua atividade antimicrobiana é dada
principalmente contra bactérias gram-positivas. A nisina, um polipeptideo produzido por
Lactococcus lactis, ¢ comumente utilizada em revestimentos comestiveis e embalagens de
alimentos devido ao seu desempenho na inibicdo do crescimento de bactérias gram-positivas
como L. monocytogenes e a possibilidade de aplicagdo em polimeros baseados em coldgeno
com acdo continuada frente a micro-organismos patogénicos e deteriorantes mesmo apos
tratamento térmico e estocagem sob refrigeracao por periodos prolongados, e pode ser utilizada
isolada ou em combinag@o com outros compostos como sorbato de potdssio, com o objetivo de
retardar o crescimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes em produtos cirneos,

por exemplo (REALINI; MARCQOS, 2014).

4.9.3 Biopolimeros

Atualmente, os materiais plésticos de origem bioldgica sdo produzidos com base em
biopolimeros, ou polimeros de fontes renovaveis, que vém atraindo aten¢do como um método
que visa a produ¢do de materiais com apelo ambiental por duas frentes de acdo: pela utilizagao
de rejeitos e materiais que seriam descartados pela industria alimenticia e também na frente que
destaca a biodegradabilidade e redu¢do do impacto ambiental causado pelo descarte posterior
das embalagens. Estes polimeros podem ser classificados como: diretamente extraidos de
biomassa, como por exemplo os polimeros formados por polissacarideos (amido e quitosana) e
proteinas (gelatina e proteina do soro do leite ou de soja); polimeros sintéticos constituidos de
mondmeros derivados de biomassa ou 6leo (polivinyil dlcool — PVOH ou etileno vinil dlcool —
EVOH) e polimeros produzidos por naturalmente ou por micro-organismos geneticamente
modificados (celulose bacteriolégica). Estes tipos de materiais podem ser utilizados para
aplicacdo em monocamada ou na formacdo de polimeros multicamadas para o
acondicionamento de alimentos. Os materiais extraidos de fontes de biomassa, como proteinas

e polissacarideos, possuem excelente potencial de barreira para gases e aromas. Por outro lado,
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dentre os principais obstdculos para a utilizacdo deste tipo de matriz estdo a dificuldade de
processamento em equipamentos convencionais, alta sensibilidade a d4gua e vapor de 4gua em
decorréncia de sua caracteristica hidrofilica e a elevada rigidez inerente dos polimeros
formados, necessitando da aplica¢do de agentes plastificantes para melhoria das caracteristicas
que envolvem a modificacdo das caracteristicas fisicas dos filmes desenvolvidos como a
flexibilidade e elasticidade dos mesmos. Dentre os principais agentes plastificantes utilizados
na composicdo destas matrizes, temos: glicerol, sorbitol e manitol. Contudo, a aplicacido de
agentes plastificantes hidrofilicos tende a elevar a permeabilidade dos polimeros ao vapor de
dgua, portanto, o ratio entre agente plastificante e polimero € a chave para determinacdo das
propriedades dos revestimentos/filmes comestiveis (COUPLAND et al., 2000). O consumo
mundial para este tipo de material, no ano de 2010, era de cerca de 125.000 toneladas, com um
valor de mercado de US$454 milhdes. Ja para o mercado de polimeros de origem petroquimica,
vemos um consumo de 250 milhdes de toneladas, e cerca de 40% desta producao € voltada para
a producio de embalagens (ROBERTSON, 2013). Algumas das abordagens mais citadas para
a utilizagdo destes materiais sdo a reducdo do impacto ambiental causado pela utilizacdo de
polimeros convencionais, abundancia, baixo custo e degradabilidade dos compostos aplicados
(PELISSARI et al., 2009), além do fato de muitos dos substratos utilizados, como gelatina
extraida de bovinos ou peixes e proteinas do soro de leite serem subprodutos da inddstria de
alimentos, o que confere maior apelo ambiental para utilizacdo de tais substincias (GOMEZ-
ESTACA et al., 2010).

Dentro desta categoria encontram-se também filmes comestiveis, que podem ser
consumidos juntamente com os alimentos e podem ser formulados com base em polimeros
proteicos, a base de polissacarideos ou compostos (formulados a base de proteinas,
polissacarideos e lipideos). Dentro desta variedade de fontes de matrizes poliméricas e suas
combinacdes, os polissacarideos possuem elevada barreira contra 6leos e lipideos, enquanto sua
barreira a vapor de dgua ndo € satisfatoria. Para polimeros produzidos a base de proteinas, as
propriedades observadas sdo em geral melhores que aquelas obtidas por filmes derivados de
polissacarideos. J4 os lipideos incorporados, que possuem caracteristicas hidrofobicas,
proporcionam uma melhora na barreira ao vapor de dgua e umidade quando aplicados, contudo,
em decorréncia de possiveis problemas relacionados as caracteristicas organolépticas e textura
dos filmes sua aplicacdo deve ser dosada apropriadamente (VIEIRA et al., 2011). Desta maneira
e por meio desta abordagem, os polimeros produzidos sdo capazes de melhorar as caracteristicas

nutricionais dos alimentos, além da possibilidade de liberacao de compostos antimicrobianos



39

incorporados a matriz polimérica, que deve ocorrer de maneira a manter doses efetivas do
aditivo durante o periodo de estocagem. A efetividade dos biopolimeros antimicrobianos
depende da natureza e tipo de hidrocoldide utilizado como matriz polimérica além de
caracteristicas provenientes do tipo de antimicrobiano utilizado, das taxas de retengdo e
liberacdo dos compostos, além dos micro-organismos que sdo alvo desta abordagem
(FERNANDEZ-PAN et al., 2015). Em estudo conduzido por Emiroglu et al. (2010), filmes
comestiveis produzidos a base de proteina de soja adicionados dos 6leos essenciais de tomilho
e orégano revelaram obter boa atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli e S. aureus e,
quando utilizados para acondicionamento de bifes de carne moida, apresentou reducdo nas

contagens de coliformes e Pseudomonas spp. durante o tempo de estocagem.

4.9.4 Gelatina

A gelatina pode ser definida como um composto proteico advindo da mistura de
peptideos e proteinas obtidos a partir da hidrdlise parcial do coldgeno, que consiste na principal
proteina fibrosa que constitui os 0ssos, pele, cartilagens e tecidos conjuntivos de animais, e suas
propriedades podem ser influenciadas por uma selecdo de fatores intrinsecos como a fonte,
espécie e idade do animal, bem como o tipo do coldgeno a partir do qual € produzida. A
qualidade da gelatina para aplicagdes particulares depende amplamente de suas propriedades
reologicas, que vao além das propriedades fisico-quimicas e incluem sua composi¢do,
solubilidade, transparéncia, aroma, sabor, cor, forca do gel e estabilidade térmica (GOMEZ—
GUILLEN et al., 2011).

Nos dltimos anos, além das aplicagdes comuns da gelatina baseadas nas suas
caracteristicas viscoeldsticas e formadoras de gel, vém ganhando espaco e um aumento
significativo, especialmente na indudstria alimenticia, sua utilizacdo em produtos como por
exemplo emulsificantes, estabilizantes, agentes micro-encapsulantes e embalagens ou
revestimentos biodegraddveis e comestiveis, principalmente pela tendéncia a substituicdo de
compostos sintéticos por naturais, utilizacdo de residuos da industria e biodegradabilidade no

descarte (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).



40

4.9.5 Quitosana

A quitosana € um polimero natural obtido a partir da desacetilagdo da quitina, que
consiste em um dos principais componentes dos exoesqueletos e cascas de uma gama variada
de crusticeos como camardes, lagostas e caranguejos, e apresenta solubilidade facilitada em
solucdes aquosas com o pH levemente dcido, com apresentacdo de carga superficial positiva
nestas condicdes. Quando comparada a outros polissacarideos, apresenta fun¢des vantajosas e
diferenciadas, como biodegradabilidade, atoxicidade e biocompatibilidade (BENBETTAIEB et
al., 2014). A atividade antimicrobiana conferida a quitosana engloba de maneira geral dois
principais mecanismos: a) ligacdo eletrostitica entre a membrana celular microbiana e as
moléculas de quitosana, o que dificulta a absor¢@o de nutrientes por parte da célula microbiana
e acarreta consequentemente em sua inatividade, e b) permeabilidade das células microbianas,
que acarreta na absor¢cao de moléculas de quitosana e posterior inatividade das células (KALIA;
AVEROUS, 2011).

E um dos polissacarideos mais investigados para desenvolvimento de embalagens
antimicrobianas para aplicacdo em alimentos em decorréncia da capacidade de formacgdo de
filmes transparentes com propriedades tecnolégicas como boa barreira para gases, além de sua
atividade antimicrobiana e antiftingica inerente e a possibilidade de utilizacdo como carreadora
de compostos bioativos como 6leos essenciais, nisina e dcidos organicos (FERNANDEZ-PAN
et al., 2015).

A quitosana comercial estd disponivel atualmente em trés versdes, diferenciadas pelo
peso molecular: alto (400kDa), médio (180kDa) e baixo (41kDa), aproximadamente. A
diferenciacao deste composto baseado em seu peso molecular possui efeito direto em suas
propriedades formadoras de filme e antimicrobianas. Quando aplicada em sua versdo que
dispde de maior peso molecular em formulacgdo de filmes comestiveis adicionados de carvacrol,
por exemplo, foi observada maior viscosidade da FFS (Film Forming Solution), a formagao de
maiores goticulas de carvacrol e maior taxa de liberacio do composto, apontando para a
modulacdo da velocidade de liberagdao de compostos a partir da utilizacao de quitosana de pesos
moleculares inferiores com o objetivo de obter uma menor taxa de transferéncia de compostos
bioativos e manuten¢ao dos niveis de aditivos durante toda a vida de prateleira do produto

(FERNANDEZ-PAN et al., 2015).
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4.9.6 Emulsificantes - Lecitina de soja

Ao constatar que um dos fatores limitantes mais importantes no desenvolvimento de
biopolimeros baseados em matrizes poliméricas derivadas de polissacarideos e proteinas se da
na insatisfatoria barreira a2 umidade e vapor de dgua em decorréncia das propriedades
hidrofilicas destes derivados e também dos agentes plastificantes utilizados (como glicerol e
sorbitol), algumas abordagens diferenciadas para melhoria das caracteristicas dos filmes
formados tém sido desenvolvidas, como adicao de lipideos e formagao de emulsdes a partir de
adicao conjunta com compostos surfactantes. Os compostos surfactantes constituem uma classe
de substancias que possuem caracteristicas anfifilicas, que reduzem a tensdo superficial entre a
fase aquosa e oleosa da emulsdo, e possuem atividade detergente e emulsificante. Em
biopolimeros proteicos, ainda, interagem com a porcdo polar e hidrofébica de proteinas
simultaneamente. Dentre os surfactantes naturais mais utilizados para esta aplicacdo, a lecitina
apresenta elevada eficiéncia como estabilizante das emulsdes nas FFS (ANDREUCCETTI et
al., 2011).

A lecitina de soja é proveniente do processo de degomagem do Oleo extraido, que
consiste na remocao dos fosfatideos, também conhecidos neste caso como fosfatidil-colina.
Apesar de outros 6leos de origem vegetal possuirem também gomas, a soja segue como maior
fonte comercial de lecitina em decorréncia da elevada concentragdo destes compostos no dleo
em questdo, além da producdo em larga escala, que reduz custos e facilita a obtencdo dos
mesmos. A lecitina de soja comercial € constituida majoritariamente por fosfatidil colina (16%),

fosfatidil etanolamina (14 %) e fosfatidil inositol (10%) (ERICKSON, 1995).

4.9.7 Agentes plastificantes

Segundo o conselho da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do
inglés International Union of Pure and Applied Chemistry), os agentes plastificantes podem ser
definidos como materiais ou substincias que podem ser incorporados em outros materiais
(como plésticos ou elastdmeros) afim de melhorar suas propriedades como flexibilidade e
extensibilidade, a partir da redugao das tensdes a deformacao, densidade, viscosidade, dureza e
carga elétrica inerentes aos polimeros. Desta maneira, os agentes plastificantes podem ser
caracterizados por compostos ndo voléteis e de baixo peso molecular, utilizados como aditivos

pela industria produtora de polimeros por suas propriedades. O processo de secagem das
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estruturas que conformam os biopolimeros produzem em geral filmes com elevada forca e
coesdo, que frequentemente podem acarretar na producdo de materiais pouco flexiveis e
quebradicos. A adicdo de agentes plastificantes € estimulada entdo com o objetivo de promover
uma melhora nas caracteristicas dos polimeros desenvolvidos, uma vez que leva a uma redugao
nas forcas intermoleculares ao longo das cadeias poliméricas, o que auxilia na flexibilidade dos
filmes formados e mobilidade das cadeias, além de evitar o encolhimento dos filmes durante os
processos de estocagem e manipulacdo (VIEIRA et al., 2011).

Neste ambito, a sele¢do do agente plastificante para uma formulacio ou sistema, bem
como a concentragdo a ser utilizada, é baseada na compatibilidade, caracteristicas desejaveis
aos polimeros, permanéncia do agente plastificante e a quantidade necessdria para o efeito
desejado (MOHSIN; HOSSIN; HAIK, 2011). Quando aplicados em filmes provenientes de
biopolimeros, os agentes plastificantes podem ainda ser classificados como hidrofébicos, que
possuem a caracteristica de reduzir os espacos entre as redes poliméricas e assim reduzem a
absorcdo de dgua, e hidrofilicos ou soliveis em dgua, que se adicionados em excesso podem
acarretar na difusd@o da 4agua das formulagdes. Com base nas caracteristicas dos agentes
plastificantes, é importante que sejam utilizados em quantidades adequadas uma vez que seu
tipo e concentracdo na FFS afetam intensamente a formacdo dos filmes e suas caracteristicas

(VIEIRA et al., 2011).

4.9.8 Glicerol

O glicerol, também nomeado quimicamente como 1,2,3-propanetriol, constitui uma
matéria-prima de elevada importancia industrial na producdo de quimicos de elevado valor
agregado em decorréncia de suas principais caracteristicas que englobam atoxicidade,
biodegradabilidade, sustentabilidade e por se tratar de um composto comestivel. Pode ser obtido
por diversas vias, como a fermentacdo da glicose, hidrogenélise do sorbitol ou como um co-
produto da industria de 6leo vegetal, tendo em vista que a cada tonelada de biodiesel produzido,
cerca de 100kg de glicerol sdo obtidos. Esta via de obten¢do, em especifico e com a elevagao
na demanda dos ultimos anos, proporcionou uma reducdo nos precos e ampliou a
disponibilidade deste composto, o transformando em um dos quimicos mais promissores do
mercado (SIVAIAH et al., 2012).

Quando aplicado aos biopolimeros proteicos produzidos a base de proteina de trigo, as

formulacdes contendo glicerol apresentaram melhor efeito do agente plastificante, incluindo
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menor solubilidade, maior elasticidade e flexibilidade (AGUIRRE; BORNEO; LEON, 2013).
Quando aplicado nas formula¢des de biopolimeros nos quais a matriz polimérica € proveniente
de polissacarideos como o PVOH, promoveu a flexibilidade e maleabilidade dos filmes quando
comparado com aqueles adicionados de sorbitol, contudo, com a desvantagem de permitir maior

taxa de transmissdo de vapor de dgua através dos filmes desenvolvidos (OOl et al., 2012).

4.9.9 Sorbitol

O sorbitol consiste em um élcool derivado de agucares, comumente utilizado em
decorréncia de seu baixo custo e atualmente na lista dos quimicos mais importantes em
decorréncia de sua extragcdo a partir de biomassa. Pode ser aplicado amplamente em alimentos,
medicamentos, cosméticos produtos de higiene pessoal e € um dos precursores do acido
ascorbico pela industria farmacéutica, que consome cerca de 15% do sorbitol produzido a nivel
mundial. As vantagens na sua utilizacdo partem dos principios de abundancia, distribuicao
ampla e por se tratar de uma matéria-prima renovavel. E um produto que pode ser obtido a
partir de uma série de vias como hidrdlise enzimatica em conjunto com hidrogenag¢do a partir
da dextrose obtida por fontes como trigo e milho (ZHANG et al., 2013).

Quando aplicado a biopolimeros produzidos a base de proteinas de trigo, os filmes
formados apresentaram maior solubilidade, menor permeabilidade ao vapor de dgua, maior
rigidez e fragilidade quando comparados aos filmes adicionados de glicerol. Uma das hipéteses
levantadas refere-se ao efeito anti-plastificante do composto nas condi¢des e em conjunto com
a matriz polimérica analisada (AGUIRRE; BORNEO; LEON, 2013). Quando aplicado a
matrizes poliméricas cuja origem sdo polissacarideos como o PVOH, apresentou as mesmas
caracteristicas aos filmes formados, com menor permeabilidade ao vapor de dgua, contudo

menor flexibilidade dos filmes desenvolvidos (OOI et al., 2012).

4.9.10 Lipideos

Lipideos podem ser caracterizados como compostos organicos e apolares, com
propriedades hidrofébicas em decorréncia do elevado peso molecular destes compostos. Podem
ser divididos entre 6leos, que se apresentam em estado liquido a temperatura ambiente e
gorduras, que possuem ponto de fusdo acima de 40°C. Oleos essenciais, por exemplo, possuem

também grupos fendlicos que sdao fundamentais para a atividade antimicrobiana expressa para
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determinadas espécies. Quando adicionados a biopolimeros a base de quitosana, por exemplo,
melhoram as caracteristicas antimicrobianas e auxiliam também nas propriedades fisicas dos
filmes como melhoria na barreira ao vapor de dgua e flexibilidade. Geralmente, esta abordagem
¢ efetiva contra micro-organismos Gram-positivos, contudo em alguns casos como para o 6leo
essencial de tomilho, pode ser observada atividade antimicrobiana satisfatoria tanto para micro-
organismos Gram-positivos como Gram-negativos. Contudo, para aplicacio de filmes
produzidos a base de quitosana no processo de embalagem de alimentos, a melhoria das
propriedades de barreira ao vapor de dgua a partir do aumento da hidrofobicidade com a
manutencdo das caracteristicas antimicrobianas deste composto vém sendo um desafio, uma
vez que o processo de desacetilagdo nos grupos amina aumentam a solubilidade da quitosana
em solventes organicos a partir do favorecimento de interagdes apolares. Contudo, se o efeito
antimicrobiano proveniente da quitosana € desejado nos filmes formados, os grupos amina

devem estar livres (KALIA; AVEROUS, 201 ).



45

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Oleos essenciais

As amostras de 6leos essenciais utilizados no presente estudo foram adquiridas por meio
de: doacdes advindas das empresas Givaudan do Brasil Ltda. (C. citratus, M. piperita, P.
nigrum, R. officinalis, E. globulus) e Lifessence Ltda. (P. cablin); e comercialmente advindos

da empresa Bioesséncia (E. citriodora, C. martinii, C. nardus, V. zizanioides).

5.2  Composicao quimica dos dleos essenciais

A composi¢do quimica dos Oleos essenciais analisados foi obtida por meio de
metodologia de Micro-Extracdo em Fase Sélida em conjunto com Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (HS-SPME / GC-MS). Para a preparacao das amostras, os
Oleos essenciais comerciais foram diluidos (1: 1000 / v: v) em solu¢do aquosa de etanol (1: 1/
v: v) e homogeneizados. A identificacdo de compostos organicos voldteis por HS-SPME / GC-
MS foi realizada de acordo com Simas et al. (2017) com modificacdes. Uma aliquota de 5 pL
da solucdo previamente preparada foi adicionada a um circulo de papel de filtro com 5,0 mm
de diametro e o papel de filtro foi colocado em um frasco ambar de 100 mL. O frasco foi selado
com auxilio de uma tampa de rosca contendo um septo revestido de Teflon para microextragdo
de headspace de Compostos Organicos Voldteis (Volatile Organic Compounds, ou VOCs).
Utilizou-se uma fibra de divinilbenzeno / carboxeno / polidimetilsiloxano (DVB / CAR /
PDMS) para andlise das amostras. As extracdes de SPME foram realizadas de acordo com as
seguintes condi¢des: tempo de equilibrio de 10 min; tempo de extracdo de 20 min e temperatura
de extragdo de 23 °C. A dessorc¢ao foi realizada no injetor do GC em modo sem divisdo por
Imin a 250 °C. As extracdes foram realizadas em triplicata para cada amostra. Os VOCs
dessorvidos foram separados em um sistema de cromatografia a gis Agilent 7890A (Agilent
Technologies) equipado com uma coluna HP-5MS (30m x 0.250mm X 0.25um) e MSD inerte
5975C com detector de eixo triplo, usando hélio como gés de arraste. Para o programa da rampa
de temperatura foram utilizados os parametros: 60°C (0 min), 60-240°C a 3°C / min. A
temperatura da fonte idnica foi de 230°C e a temperatura da interface foi regulada para 230°C.
O MS foi varrido no intervalo de 45-650 a 70eV. O tempo total de corrida foi de 60min. Os

compostos foram identificados utilizando a base de dados NIST 14.0 e o Indice de Retencio
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Linear (LRI) calculado com uma série de n-alcanos (C7-C40). As quantidades relativas dos

componentes foram calculadas com base nas dreas de pico do GC sem fatores de correcao.

5.3  Cepas utilizadas

As cepas utilizadas para o estudo foram isoladas de contaminacdo ambiental ou
advindas dos insumos e/ou produto final de laticinios produtores de queijo Minas frescal,
inseridos no estado de Sdo Paulo, num raio de 200 km de distincia da Faculdade de Engenharia
de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), onde as anélises foram
realizadas. Foram utilizadas trés cepas de S. aureus e E. coli provenientes de dois projetos de
mestrado realizados no Laboratério de Toxinas Microbianas da Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e trés cepas de L.
innocua provenientes de um projeto de iniciacdo cientifica realizado anteriormente no
Laboratério de Higiene e Laticinios, Departamento é Agroinddstria Alimentos e Nutricao da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) da Universidade de Sao Paulo (USP).
Para Salmonella spp., foi utilizada uma cepa isolada de leite adquirida do Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Microbiologia e Imunologia da Universidade
Estadual de Sao Paulo (UNESP) Botucatu. As cepas utilizadas neste projeto estdo inscritas no

SisGen sob o cédigo processual A0C2929.

54  Determinacdo da Concentracao Inibitéoria Minima (CIM)

Para o atual estudo, visamos a determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
para os Oleos essenciais de Alecrim, Vetiver, Citronela, Capim-limao, Palmarosa, Eucalipto,
Hortela-pimenta, Pimenta-preta e Patchouli frente as trés cepas de bactérias das espécies S.
aureus € E. coli e uma cepa de Salmonella spp. isoladas a partir de contamina¢ao ambiental, do
produto ou de insumos de laticinios. Para as cepas de L. innocua, os valores de CIM para os
mesmos Oleos essenciais foram determinados durante o projeto de iniciacdo cientifica
relacionado. Inicialmente, para ativacao das cepas a serem utilizadas, foi realizado repique a
partir dos tubos contendo cultura sélida em meio de manutencio (Agar Nutriente) para caldo
Brain Heart Infusion - BHI (S. aureus, E. coli, Salmonella) ou TSB adicionado de 0,6% de
Extrato de levedura (Listeria spp.). Posteriormente, os tubos foram submetidos a incubagdo a

37°C/24h para S. aureus, E. coli e Salmonella, e 30°C/24h para Listeria spp. Por fim, as cepas
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ativadas foram padronizadas com base escala de McFarland e diluidas com auxilio de tubos
contendo solucdo salina 0,85% previamente esterilizada até a carga microbiana de 10° UFC/ml.
Posteriormente, foram distribuidos na primeira coluna de uma placa de 96 pogos, 360 ul de
caldo Triptic Soy Broth (TSB) adicionado de 0,5% de Tween 80 mais 40 ul do 6leo essencial
ou solugcdo estoque do antibidtico comercial Oxacilina (Sigma Aldrich, Sdo Paulo - SP),
atingindo uma concentragio final de 10% de Oleo essencial (OE) no primeiro po¢o ou 0,5mg/ml
de Oxacilina. Nos pocos das colunas seguintes, foram distribuidos 200ul de caldo TSB
adicionado de 0,5% de Tween 80. Apds a homogeneizacdo do contetido dos pogos da primeira
coluna, foi realizada diluicio seriada em razdo de 2, ao transferir 200 ul de mistura do primeiro
poco da linha para o segundo e assim sucessivamente. Por fim, foram inoculados 2ul da
suspensdo microbiana obtida, atingindo carga microbiana final de 1x10° UFC/ml por pogo.
Seguiu-se incubacdo a temperatura de 37°C por 24 h. Apés incubagdo, foram adicionados 50
ul de solugdo de resazurina (Inlab, Diadema — SP) com concentracio 0,01% e aguardados cerca
de 5 a 10 minutos para ocorréncia de reacdo colorimétrica e avaliacdo da inibicdo de
crescimento de micro-organismos (PERAZZO, 2012). O po¢o com menor concentragdo do
composto analisado que permaneceu com coloragdo azul, ou seja, no qual ndo ocorreu

crescimento microbiano foi considerado o CIM (Concentracao Inibitéria Minima).

5.5 Anadlise de Concentracao Bactericida Minima (MBC)

Para realizacdo da analise de Concentracdo Bactericida Minima, foram retirados 10 ul
do CIM e de 3pocgos anteriores, portanto mais concentrados, e depositados por técnica de micro-
gota (ROMEIRO et al., 2013) em placas de dgar nutriente (Oxoid, Hampshire — England).
Seguiu-se incubacdo a temperatura de 37°C/24h. Ao fim da incubagdo, secOes nas quais foi
possivel observar crescimento indicam atividade bacteriostatica do 6leo essencial em questdo
na concentragdo analisada. Secdes nas quais ndo ocorreu o crescimento microbiano indicam
atividade bactericida. O poco com menor concentracdo na qual ocorreu efeito bactericida €

considerado Concentracdo Bactericida Minima (CBM) (KNEZEVIC et al., 2016).

5.6  Desenvolvimento de biopolimero ativo

Foram desenvolvidos polimeros ativos contendo os dois dleos essenciais mais efetivos

na inibi¢do dos micro-organismos analisados, segundo metodologia descrita por Gomez-Estaca
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(2010), com modificac¢des. Inicialmente foram solubilizados 1,5g de gelatina (Gelco gelatinas
do Brasil Ltda., Curitiba — PR) em 17,5 ml de 4dgua destilada e 0,1g de quitosana de alto peso
molecular (Sigma Aldrich, Sdo Paulo — SP) em solugdo de acido acético 1,5% (Synth, Diadema
— SP). Ap6s homogeneizagdo da mistura de gelatina e quitosana, foram adicionados 0,24g de
glicerol (Synth, Diadema — SP) e 0,24¢g de sorbitol (Fluka Biochemica, Suica). Posteriormente,
a soluc¢do foi submetida a aquecimento sob a temperatura de 40 °C com agitacdao em velocidade
média durante 15 minutos para garantir uma boa homogeneizagado. Foi entdo adicionado 0,8ml
do 6leo essencial selecionado (Givaudan, Sao Paulo — SP) e 0,2g de lecitina de soja (Solae, Sdo
Paulo - SP). Por fim, a mistura foi submetida a agitacdo em Ultraturrax IKA T-25 (IKA® Works,
Inc., Wilmington — EUA) na posicdo 5 por 1 minuto, despejada e dispersa sobre placas de petri
de vidro nas dimensdes 90 mm x 15mm previamente estéreis e revestidas de filme de PVC
estéril para facilitar o desprendimento do biopolimero, e submetida a secagem sob temperatura
de 40°C pelo periodo aproximado de 4 h a 6 h aproximadamente, até obtencdo de polimeros de
facil desprendimento e espessura uniforme. Para observacao das caracteristicas microscopicas
dos polimeros desenvolvidos, foi utilizado Microscépio Optico Jenaval SICCT 9961, Carl Zeiss

- Germain.

5.7 Atividade antimicrobiana dos filmes desenvolvidos

Os filmes desenvolvidos foram cortados em discos de 1cm? (1,1cm de didmetro) e armazenados
sob refrigeracdo até realizacdo de andlises posteriores, que foram realizadas dentro do periodo
de 24 h apds o fim da secagem. Para determinagdo da atividade antimicrobiana dos polimeros
desenvolvidos, foi realizada analise de disco-difusdo, de acordo com metodologia descrita por
Gomez-estaca et al. (2010) com modificacdes, na qual suspensoes das culturas analisadas foram
inicialmente ativadas através de repique para caldo de cultura favordvel para cada micro-
organismo: BHI (Acumedia ® Indaiatuba - SP) para S. aureus, TSB-YE(BD ™ | S3o Paulo -
SP) adicionado de 0,6% de extrato de levedura (BD ™ | Sdo Paulo - SP) para L. innocua,
seguido de incubagdo, padronizadas a partir de comparacdo de turbidez com solugdo padrao
equivalente a densidade oOptica 0,5 na escala de McFarland, correspondente a concentracao de
108 UFC/ml. Para este teste, exclusivamente, foi utilizada também uma cepa de L.
monocytogenes selvagem confirmada por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction). O
objetivo de sua utilizacdo foi a avaliacdo do efeito do biopolimero desenvolvido frente ao

micro-organismo que causa efetivamente a DTA correspondente, bem como avaliar se houve
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similaridade de comportamento entre as duas espécies analisadas, o que possibilitaria a
utilizacdo de cepa que apresenta menor risco ao manipulador (L. innocua) nos testes seguintes,
porém com resultados que representassem ambas as espécies. Posteriormente, as suspensoes
padronizadas foram inoculadas na superficie, com auxilio de swabs estéreis, em placas de petri
descartéveis contendo Agar Mueller Hinton (KASVI, Sdo Paulo — SP) previamente preparado,
esterilizado e solidificado. Em sequéncia, foram depositados sobre a superficie das placas
previamente inoculadas, os discos dos filmes desenvolvidos. As placas foram incubadas a
37°C/24h. Ap6s incubagdo, foi realizada a medi¢do do diametro dos halos formados em torno
dos discos e foi selecionado o polimero com maior eficiéncia na inibi¢do dos micro-organismos

estudados para prosseguimento das andlises.

5.8  Estudo da viabilidade da reducao de concentracio de OE

Motivado pela possibilidade de reducdo de custos e de transferéncia de compostos que
conferem cor e sabor, podendo alterar de maneira indesejada as caracteristicas dos produtos a
serem analisados posteriormente, foi realizado estudo da viabilidade da reducdo da
concentracdo de dleo essencial utilizado na formulacdo do biopolimero ativo desenvolvido
previamente. Com este objetivo, foram produzidas cinco formula¢des de polimeros adicionados
do 6leo essencial mais efetivo na inibi¢ao dos micro-organismos estudados nas propor¢des de
23% p/p em relacdo ao peso de solidos da FFS (concentracdo original na formulagdo padrao-
F1), 15% (F2), 10% (F3), 5% (F4) e uma formulacdo sem adicdo de dleo essencial como
tratamento controle (F5). Posteriormente, os polimeros produzidos foram também cortados em
discos de 1 cm? e prosseguiu-se para andlise da determinagdo da atividade antimicrobiana das
formula¢des desenvolvidas por meio de metodologia de disco-difusdo descrita por Gomez-
estaca et al. (2010), com alteracOes, conforme ja descrito anteriormente. Os halos formados
foram entdo medidos com régua milimétrica e submetidos a andlise estatistica para
determinacdo de existéncia de diferenca significativa ou ndo entre os tratamentos

desenvolvidos.



50

5.9  Microbiologia Preditiva

5.9.1 Formulacio queijo minas frescal

A formulacdo e producio dos queijos Minas frescais foi realizada conforme fluxograma
abaixo, baseado nos procedimentos descritos por Pingitore et al. (2012), com modificagdes.
Inicialmente, foi realizada a pasteurizacao do leite por meio do método HTST a temperatura de
72-78°C/15-20 segundos (JORDAN; HUNT; HOORFAR, 2012; LI et al, 2018).
Posteriormente, a temperatura foi baixada para 35 °C e foram adicionados ao leite pasteurizado
2,5 ml de solugdo de cloreto de cdlcio 10% (p/v) por litro de leite e coalho conforme instrucao
do fabricante (0,8 ml dissolvido previamente em 20 ml de dgua destilada), os quais foram
homogeneizados e posteriormente deixados em repouso durante aproximadamente 30 minutos
para formagdo do codgulo. Posteriormente, o codgulo foi cortado em cubos de cerca de 3 cm de
aresta com o auxilio de espatulas metalicas e submetido a agitacdo alternada para auxiliar no
processo de expulsdo do soro e melhoria da firmeza aos graos, a temperatura de 30°C/30min.
Por fim, foi realizada a dessoragem, que consiste na separacdo do soro da massa , que foi
salgada com 2% (p/p) de NaCl na prépria massa e por fim processada de acordo com o
tratamento (adicionada de indculo ou ndo), prensada, embalada (controle ou teste do filme

ativo) e armazenada sob refrigeracdo para realizacao de andlises posteriores conforme mostrado

na Figura 1.

[ Pasteurizacao H Adicdo CaCl e Agitacao Ja[ Adicao coalho e Agitacao J
A

[ Agitacdo intermitente Corte do codgulo Coagulagao J

[ Dessoragem Salga J_>[ Aplicacdo tratamento J

[ Armazenamento | [ Embalagem J

Figura 1: Fluxograma do processo produtivo de queijo Minas frescal. Fonte: Arquivo pessoal.
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5.9.2 Cepas e preparo de inéculo

Para o preparo das suspensdes microbianas que foram inoculadas nos queijos
formulados, foi aplicada metodologia proposta por Sant’Ana, Franco e Schaffner (2012), com
alteracdes. Uma algada da cepa desejada foi transferida para tubo contendo 9 ml de caldo BHI
(S. aureus) ou TSA-YE adicionado de 0,6% de extrato de levedura (L. innocua) e submetida a
incubacdo a temperatura de 37°C/24h. O procedimento foi repetido por mais duas vezes e,
posteriormente, o contetido dos tubos apds incubagdo foi submetido a centrifugacio a 15.000
RPM, a temperatura maxima de 4°C por 10 minutos. Os pellets obtidos foram entdo lavados
com 9 ml de dgua peptonada 0,1% estéril e submetidos a centrifugacdo novamente. Este
procedimento foi repetido por duas vezes, seguido de re-suspensdo das células em 9 ml de dgua
peptonada 0,1%. A suspensdo obtida foi entdo padronizada com auxilio de solu¢do padrio na
escala McFarland correspondente a densidade éptica 0,5, equivalente a 1x10% UFC/ml.

Posteriormente, foram realizadas dilui¢cdes seriadas em tubos contendo dgua peptonada
0,1% previamente esterilizada até a obtencdo de suspensio de concentracdo de 1x10° UFC/ml.
A partir da suspensdo obtida, foram inoculados individualmente, com objetivo de melhorar a
distribuicdo e reduzir a variabilidade, 150 uL de suspensdo em 15g de queijo minas frescal
formulado, obtendo assim concentracio final de 1x10° UFC/g de alimento. A massa, entio
inoculada logo apds a dessoragem, portando durante o processamento, foi entdo submetida ao
processo de mistura com auxilio de um bastdo de vidro para prevenir a formacao de clusters e
promover a homogeneidade na distribui¢io de células microbianas por toda a matriz alimentar,
prensada e embalada em filme de PVC estéril ou PVC estéril em conjunto com o filme ativo
desenvolvido e armazenadas na temperatura de 7 °C pelo periodo de até 30 dias para L. innocua
e até 25 dias para S. aureus, a depender das caracteristicas indicativas do comportamento
observado para cada um dos tratamentos aplicados (populacdo microbiana e fase na curva de
crescimento). Para esterilizacdo do filme de PVC foram utilizados, em fluxo laminar
previamente esterilizado, a aplicacdo de solucdo aquosa de dlcool na concentracao de 70% em

conjunto com posterior exposi¢ao a luz UV durante o periodo de 15 min.

5.9.3 Distribuicao de pontos

A coleta de pontos foi esquematizada com base em modelo preditivo produzido com auxilio do

programa Combase predictor, disponibilizado pelo United States Department of Agriculture
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(USDA) (ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 2017). Para tanto, foram aplicados ao modelo
as caracteristicas de Atividade de dgua, pH, teor de NaCl e temperatura correspondentes as
encontradas em queijos Minas frescais e as condi¢des de estocagem utilizadas. Um total de 15
pontos foram distribuidos entre as fases lag, log e estaciondria dos micro-organismos em

questao.

5.9.4 Determinacio da populacdo microbiana

Para realizacdo das contagens, 10g de queijo minas frescal foram pesados,
homogeneizados e diluidos em 90 ml de dgua peptonada 0,1% estéril. Seguiu-se agitacdo por
aproximadamente 5 min com objetivo de melhor homogeneizacio dos granulos. Foram
realizadas ento diluicdes seriadas de até 10 em tubos contento 9 ml de d4gua peptonada 0,1%
e posteriormente foram inoculados em placas de meio especifico para cada micro-organismo
analisado — Baird Parker Agar (Acumedia ®, Indaiatuba - SP) para S. aureus e Palcam Agar
(Acumedia ®, Indaiatuba - SP) adicionado de suplemento seletivo conforme instru¢des do
fabricante (Merck®, Sao Paulo — SP) para L. innocua - 0,1 ml de suspensdo por método de
superficie conforme metodologia proposta por Al-holy et al. (2006), com modificagcdes.
Posteriormente, a aliquota foi distribuida pela superficie da placa com auxilio de alca de
Drigalsky estéril e submetida a incubacio a 37°C/48-72h para S. aureus e 30°C/24-48h para L.
innocua. Por fim, foram realizadas contagens e os resultados expressos em UFC/g. Este

procedimento foi realizado em duplicata.

5.9.5 Analise dos dados

Para andlise dos dados, foi utilizado o software DMfit versdao 1.0, com objetivo de
realizar os ajustes necessdrios ao desenvolvimento do modelo matematico descritivo do
comportamento dos micro-organismos analisados.

5.10 Analise da vida de prateleira

Realizado conforme metodologia proposta por Sangaletti et. al. (2009), a partir de

andlises microbioldgicas nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 apds a fabricagdo dos queijos Minas tipo
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frescal, para contagem de micro-organismos mesofilos, psicrotroficos e bactérias laticas, além
dos micro-organismos inicialmente analisados que se apresentaram susceptiveis ao biopolimero
desenvolvido (S. aureus e Listeria spp.). As andlises foram realizadas em queijos
acondicionados nas embalagens ativas desenvolvidas em conjunto com uma amostra

acondicionada em filme de PVC estéril para comparativo com tratamento controle.

5.11 Analises estatisticas

Foram realizadas com auxilio de programa Sisvar 5.6 para andlise de ANOVA de dois
fatores e teste tukey com 0,05% de significancia para determinagdo de similaridade ou diferenca
significativa entre os resultados obtidos quando aplicado para comparacdo de multiplos
tratamentos. Para determinacao simples de existéncia de diferencga significativa ou nio entre

apenas dois tratamentos foi utilizado o teste T.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1  Composicao Quimica dos Oleos Essenciais

Os resultados da andlise dos Oleos essenciais por Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (HS-SPME / GC-MS), relativo a identificacdo e quantificacdo dos
compostos majoritdrios de cada amostra estdo expressos na Tabela 1, em porcentagem. As
quantidades relativas dos componentes foram calculadas com base nas areas de pico do GC sem
fatores de correcdo e as médias e os desvios padrdes foram calculados com base nas triplicatas

realizadas.

Tabela 1: Composicio quimica e porcentagem de compostos majoritarios dos éleos essenciais analisados. Continua.
Quantidade relativa (%)

Oleo essencial

Espécie Composto (MédiatDP)
a-Citral 41,8+1,4
B-Citral 27,310,7
Cymbopogon citratus (S)-cis-Verbenol 7,540,3
cis-Verbenol 3,620,2
Acetato de terpinil 3,4+0,4
Levomentol 33,9433
I-Mentona 33,6+3,4
Mentha piperita P-Mentona 21,3+0,3
Acetato de isomentol 3,340,3
Isopulegol 1,8+0,8
Cariofileno 39,8+12,7
D-Limoneno 15,1+£7.8
Piper nigrum a-Copaeno 4,7+1,6
3-Careno 4,627
B-Eudesmene 4,5+1,4
Eucaliptol 51,0+1,7
(+)-2-Bornanona 23,442 4
Rosmarinus officinalis Cariofileno 6,3+0,7
Endo-Borneol 4,9+1,4
L-Acetato de Bornila 3,0£0,6
Eucaliptol 92,0+4,3
y-Terpineno 2,6+0,9

Eucalyptus globulus
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Tabela 1: Composiciao quimica e porcentagem (% )de compostos majoritarios dos dleos essenciais analisados.

Continuacao.

Citronelal 62,0£2,0

Eucalyptus citriodora Isopulegol 17,0+0,5
Citronelol 4,0+1,7

Eucaliptol 3,3+0,9

Citronelal 55,8+2,7

Isopulegol 9,243,6

Cymbopogon nardus B-Elemene 51+14
D-Limoneno 3,5+1,4

Citronelol 3,4+0,5

Geraniol 30,9+5,8

Acetato de geranil 18,9+0,9

B-Linalool 12,1+1,9

Cymbopogon martinii B-Mirceno 10,0+1,9
Cariofileno 7,9+0,6

a-Citral 3,1+0,1

B-Citral 0,9+0,07

12-Oxatetraciclo[4.3.1.1(2,5).1(4,10)]dodecano,11-

isopropilideno 6,010,6

(+/-)-Cadineno 6,5+0,8

Chrysopogon zizanioides Tujopseno-I3 5.840.6
Triciclo[6.3.0.0(1,5)]Jundec-2-an-ona, 5,9-dimetil 5,0+1,1

Valencene 4,5+0,5

o-Guaieno 38,5%0,5

o-Bulneseno 20,0+3,0

Pogostemon cablin a-Patchouleno 11,0+1,5
-Patchouleno 7,5+1,4

y-Patchouleno 5,5+0,2

Com base nos dados obtidos (Tabela 1), € possivel afirmar que, para a espécie C. citratus
os resultados apontam para teores similares dos compostos majoritarios geranial (41,8+1,4%)
e neral (27,3+0,7%), quando comparados aos teores encontrados na bibliografia utilizada na
fundamentagdo do presente estudo, que consistem em: 48,1% de geranial e 34,6% de neral
(BASSOLE et al., 2011).

Ja para a espécie C. martinii, embora 0s compostos majoritarios sejam compativeis com
aqueles observados em estudos anteriores (TSAI et al., 2011; ANDRADE et al., 2013;
HERMAN; TAMBOR; HERMAN, 2015) foi detectada uma elevada variabilidade entre os
teores de compostos identificados: para geraniol, foram observados teores entre 52,49 € 57,49%

anteriormente, enquanto as andlises atuais apresentaram 30,9+5,8%. Para o acetato de geranil,
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foi constatada maior similaridade na porcentagem de compostos: 12,01-13,56% observado
anteriormente enquanto 18,9+0,9% no presente estudo. Ja4 para o composto linalool, foi
detectado um percentual cerca de 10 vezes acima do obtido em estudos anteriores, com 1,15-
1,71% observado anteriormente, e 12,1+1,9% para o mesmo composto no atual estudo. Vale
ressaltar que o Linalool se trata de um composto com reconhecida atividade antimicrobiana,
sendo utilizado inclusive em sinergismos com outros 6leos essenciais € mesmo com antibidticos
para potencializacdo dos efeitos antimicrobianos dos mesmos (TSAI et al., 2011; ANDRADE
et al., 2013; HERMAN; TAMBOR; HERMAN, 2015). A variacdo nos valores de CIM entre
estudos diferentes se deve a uma infinidade de condicdes que alteram, por exemplo, a
composi¢do dos Oleos essenciais analisados, como cultivo, condi¢des meteorologicas, método
de extracdo do 6leo essencial entre outras.

Para o dleo essencial de Piper nigrum, ou pimenta-preta, foi observado no presente
estudo a deteccdo de teores de cariofileno quase quatro vezes superiores quando comparado aos
valores obtidos em estudo anterior utilizado como embasamento tedrico para realizacdo do
mesmo, bem como um teor cerca de 30% inferior para o composto limoneno (ANDRADE et
al., 2013). O cariofileno € amplamente conhecido como um composto com atividade
antimicrobiana em decorréncia de sua atividade antioxidante, com CIM isolado de cerca de
3uM quando analisado frente a S. aureus, além de possuir atividade comprovada contra células
advindas de cancer colorretal em humanos, tornando este composto um promissor
quimioterdpico (DAHHAM et al., 2015). Contudo, apesar de este composto ter sido detectado
em teores bastante significativos na amostra de 6leo essencial analisada, 0 mesmo nio obteve
atividade antimicrobiana satisfatoria quando aplicado frente aos micro-organismos e cepas

utilizadas.

6.2 Atividade Antimicrobiana de Oleos Essenciais

A andlise de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) determina a menor concentracio
de agente antimicrobiano necessdria para inibi¢do do crescimento dos micro-organismos
analisados. Para melhoria na determina¢do do CIM, reagentes corantes t€m sido utilizados, com
o objetivo de facilitar a leitura dos testes de microdilui¢do e discernir quanto ao crescimento
nos pocos. O reagente Alamar Blue, cujo principio ativo € a resazurina, € um efetivo indicador
de crescimento, podendo ser utilizado para esta finalidade (CLSI, 2012; BALOUIRI; SADIKI;

IBNSOUDA, 2016). Os resultados da analise de atividade antimicrobiana dos dleos essenciais
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analisados estdo expressos conforme observado na Tabela 2, descritos em mg/mL. Os
resultados para L. innocua sao provenientes de um projeto de iniciagdo cientifica realizado em
conjunto com este estudo no Laboratério de Higiene e Laticinios, Departamento ¢&
Agroindistria Alimentos e Nutricdo da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz

(ESALQ) da Universidade de Sao Paulo (USP).

Tabela 2: Concentracao Inibitéria Minima em mg/mL de éleos essenciais contra patogenos isolados da
cadeia produtiva de laticinios.

S.s aureus E. coli Salmonella spp L. innocua
C. citratus 1,13£1,25* 1,23+0,30* 3,23+2,11* 0,70+0,39*
M. piperita 1,94+0,84* 3,42+1,73* 1,86+0,80* 1,87+0,82?
P. nigrum 35,81+39,11¢ 60,69+32,36° 21,85+0P 28,59+34,43%

R. officinalis 3,86%3,34% 8,16+2,97* 4,70+1,63* 5,70+4,86*
E. globulus 3,11£2,55% 8,20+2,99* 5,68+0* -

E. citriodora 3,96+3,53% 67,89+29,77° 18,18+6,29° 2,95+1,97*
C. nardus 1,61+1,76 39,18+36,54° 3,61+1,56* 1,04+0,34*
C. martinii 1,15+0,94* 1,36+2,35x107162 0,51+0,29* 0,82+0,73*

V. zizanioides 26,27+29,71% 38,45+11,53% 19,22+6,66° 6,02+4,91*
P. cablin >94+0¢ >94+(° >94+(° 2,97+2,02°

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa por meio de teste Tukey com 0,05% de
significancia entre linhas ou tratamentos (6leos essenciais) aplicados.

Com base nos resultados obtidos, € possivel afirmar que os Oleos essenciais mais
efetivos na inibicao de S. aureus foram os provenientes das espécies C. citratus (Capim-limao),
com CIM de 1,13£1,25mg/ml e C. martinii (Palma rosa), com CIM de 1,16+0,95mg/ml. Para
E. coli, os mais eficientes foram os provenientes das espécies C. citratus (Capim-limdo), com
CIM de 1,234+0,30mg/ml, e C. martinii (Palma rosa), com CIM de 1,36+Omg/ml. Para
Salmonella spp., os mais efetivos foram C. martinii (Palma rosa) e M. piperita (Horteld
pimenta) com CIM 0,51+0,29mg/ml e 1,86+0,8 1 mg/ml, respectivamente. Ja para L. innocua,
os 6leos essenciais mais efetivos em sua inibi¢ao foram os provenientes das espécies C. citratus
(Capim-limao) e C. martinii (Palma rosa), com CIM de 0,70+£0,39 mg/ml e 0,82+0,73mg/ml,
respectivamente. Portanto, foram selecionados os 6leos de C. citratus e C. martinii para
prosseguimento do estudo. Os resultados obtidos demonstraram valores inferiores aos
encontrados em estudos anteriores para Concentracdo Inibitéria Minima do 6leo essencial de
C. citratus, indicando uma melhor atividade antimicrobiana das amostras analisadas

(BASSOLE et al.,, 2011; ANDRADE et al., 2013). Sabe-se também que muitos dos dleos
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essenciais que contém este composto apresentam atividade antimicrobiana (CHOI et al., 2010),
contudo seu mecanismo de a¢do neste tipo de atividade, bem como resultados que comprovem
sua atividade antimicrobiana isolada permanecem sem elucidac@o. Neste sentido, indica-se a
possibilidade de confirmacdo da teoria na qual € abordada a relacdo entre os compostos
majoritdrios e minoritdrios dos 6leos essenciais, nos quais estes compostos minoritarios
atuariam como reguladores e coadjuvantes na acdo antimicrobiana, geralmente atribuida aos
compostos majoritdrios, possibilitando sua potencializacdo e observacdo de atividade mais
eficaz quando ocorre a andlise dos dleos essenciais na integra em vez de compostos isolados
(YAP et al., 2014).

Em adicdo, a aplicacdo de compostos majoritirios de comprovada atividade
antimicrobiana em conjunto com O6leos essenciais na integra, ou mesmo em conjunto com
antimicrobianos convencionais como antibidticos vém se mostrando uma alternativa no
combate a micro-organismos multirresistentes. Este fendmeno se deve a aplicacdo de uma
abordagem que permite o ataque a sitios multiplos nas células microbianas através da
combinacdo de compostos diversos, com mecanismos de a¢do diversos atuando em sinergismo,
0 que acaba por potencializar os efeitos observados isoladamente e permitem a observagdo de
atividade antimicrobiana mais eficaz, maior dificuldade de desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia por parte dos micro-organismos, além de outros efeitos, como por exemplo a
incapacidade de formacdo de biofilmes (RADULOVIC et al., 2013; HERMAN; TAMBOR;
HERMAN, 2015).

Ja para o 6leo essencial de C. martinii, foram encontrados CIM similares para o micro-
organismo E. coli (CIM 1,54 — 2,09mg/ml observados nos estudos anteriores) e 1,36+£2,35x10"
16 observado no presente estudo. Ja para S. aureus, foi observado CIM superior (1,15+0,94
mg/ml), portanto consiste um indicativo de menor atividade antimicrobiana quando comparado
aos valores observados em estudos anteriores (CIM 0,1-1,04mg/ml) (OUSSALAH et al., 2007;
TSAletal.,2011; ANDRADE et al., 2013), contudo ainda mostrou-se um composto dotado de
atividade antimicrobiana satisfatéria. Quando analisado frente a Salmonella spp., o 6leo
essencial em questdo mostrou-se um eficiente agente antimicrobiano (0,51+0,29mg/ml),
embora também tenham sido observados no presente estudo valores acima daqueles observados
em estudo anterior, indicativo de atividade antimicrobiana aquém da relatada anteriormente
(OUSSALAH et al., 2007). Inclusive, o estudo anteriormente realizado reportou a presenga de
geraniol como composto majoritario quase exclusivo no 6leo essencial analisado na ocasiao

(80%). Os dados observados suportam a hipétese de que o simples aumento no teor de um
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composto minoritdrio isolado como o linalool ndo garante uma atividade antimicrobiana
superior, sendo provavel o fato de que a atividade antimicrobiana observada no 6leo essencial
em questdo estd mais intimamente relacionada com os teores de geraniol observados em sua
composi¢do, uma vez que quanto maior o teor do composto em questao, menores os valores de
CIM, indicativos de uma atividade antimicrobiana superior.

Para o 6leo essencial de Piper nigrum, apesar de ter sido detectada a presenca de
compostos com atividade antimicrobiana comprovada como cariofileno, a atividade
antimicrobiana observada nao foi satisfatdria, nem similar a atividade observada anteriormente
(ANDRADE et al., 2013; ZACARAO, PILLETI, 2013).

Para o ¢leo essencial de Chrysopogon zizanioides, foi observado uma composi¢cdo
extremamente vasta na variedade de compostos, com 42 identificados no total. Estima-se que,
em decorréncia da elevada variedade e reduzido teor de cada composto, mesmo com a presenca
de compostos com atividade antimicrobiana comprovada, seria observada uma reduzida
atividade em decorréncia de sua baixa concentragdo, fato este que foi confirmado pelos testes
de Concentracdo Inibitéria Minima realizados, uma vez que nao foi observada atividade
antimicrobiana satisfatéria para o 6leo essencial em questao.

Em estudo realizado anteriormente por Yang et al. (2013), foi observado que a atividade
antimicrobiana do patchoulol é superior a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
patchouli na integra, indicativo de que este composto seja um dos principais compostos com
esta atividade para o 6leo em questdo. Portanto, para P. cablin, a auséncia de atividade
antimicrobiana frente a 75% dos micro-organismos analisados, resultados que diferiram
significativamente dos resultados anteriormente observados em estudo conduzido por Hussain
et al. (2011), pode possuir correlacdo com o fato de que o principal constituinte do 6leo
essencial em questdo, o patchoulol, ndo foi detectado na composi¢ido da amostra utilizada para
realizacdo deste estudo, o que pode justificar a atividade antimicrobiana inexistente frente a
maioria dos micro-organismos analisados (HUSSAIN et al., 2011).

Em alguns resultados € possivel observar um desvio padrdo elevado, que se deve
principalmente pela heterogeneidade de comportamento entre cepas selvagens, mesmo quando
isoladas de locais similares, bem como por questdo analitica, uma vez que a metodologia de
Concentracdo Inibitéria Minima por microdilui¢do em placa de 96 pocos prevé a dilui¢do em
razdo de dois entre um pogo e o seguinte, gerando maior variabilidade principalmente entre os

pocos correspondentes as maiores concentracdes aplicadas.
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Para as andlises de Concentracdio Bactericida Minima, os resultados obtidos
demonstram que os Oleos essenciais mais efetivos na inibicdo de S. aureus sdo aqueles
provenientes das espécies C. citratus, com CBM variando entre 0,693 a 22,2 mg/ml e C.
martinii, com CBM variando entre 2,73 e 5,46 mg/ml. Para E. coli, o 6leo essencial proveniente
de C. martinii se mostrou mais efetivo, com CBM variando entre 1,36 e 10,92 mg/ml. Para
Salmonella spp., o 6leo essencial mais efetivo foi o proveniente da espécie C. citratus, com
CBM variando entre 1,39 e 5,55 mg/ml. Por fim, para cepas de L. innocua, os 6leos essenciais
mais efetivos quanto a sua atividade bactericida foram os provenientes das espécies C. citratus,
com valores de CBM entre 1,39 e 5,56 mg/ml e C. martinii, com valores de CBM variando

entre 1,36 e 2,72 mg/ml.

6.3. Formulacao do filme ativo

Ap6s a secagem, pdde-se observar que foram obtidos filmes de aproximadamente 1 mm
de espessura, transldcidos, flexiveis, porém pouco eldsticos, de colora¢do variante de amarelo
a branco conforme o 6leo essencial utilizado em sua produg@o, com aspecto esponjoso e forte

aroma do 6leo essencial utilizado conforme ilustra a Figura 2.

Figura 2: li.i-opolimero desenvolvido adicionado do OE de C. citratus.

6.3 Atividade Antimicrobiana do Filme ativo

Os resultados para a andlise de atividade antimicrobiana do filme ativo desenvolvido,

referente aos halos formados nas placas estdo expressos na Tabela 3 abaixo em milimetros. Para
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0s micro-organismos Salmonella spp. e E. coli ndo foram observados halos de inibigdo,
indicando atividade antimicrobiana fraca ou inexistente por parte dos filmes desenvolvidos.
Este acontecimento pode ser justificado pelo fato de que, nas bactérias Gram-negativas como,
por exemplo, E. coli e Salmonella spp., sua membrana externa ¢ dotada de uma camada de
lipopolisacarideos, e esta conformacdo confere uma penetracao mais lenta de antimicrobianos,
de maneira geral. A penetracdo destes compostos pode se dar por trés formas diferentes: difusdo
pelas porinas, difusao na bicamada fosfolipidica ou self promoted uptake. Quando a penetragao
ocorre por meio das porinas, canais hidrofilicos sdo formados, facilitando a penetragdo de
antimicrobianos hidrofilicos (BAPTISTA, 2013), ou, como € o caso deste estudo, de 6leos
essenciais quando emulsionados em solucdo aquosa, o que justifica a observacdo de baixos
valores de Concentragdo Inibitoria Minima para estes micro-organismos, contudo sem inibi¢ao

dos mesmos quando testados frente ao filme formulado.

Tabela 3: Halos formados em milimetros (mm).

Micro-organismo Oleo essencial MEDIA Desvio Padrio
C. citratus 33,33 4,93
S. aureus
C. martinii 20,00 1,00
C. citratus 39,33 5,03
L. monocytogenes
C. martinii 20,67 1,53
. C. citratus 37,67 5,51
L.innocua
C. martinii 20,67 1,15

As médias gerais dos dois tratamentos foram submetidas a andlise estatistica por meio
da utilizagdo do software Sisvar versdo 5.6, com aplicacdo dos testes de anova de dois fatores

e teste T a 0,05% de significancia. Os resultados estdo expressos na Tabela 3 e Tabela 4.

Tabela 4: Analise estatistica comparativa entre os tratamentos aplicados. Valores expressos em mm.

Tratamentos Média/ Desvio padrdo  Teste t 0,05%
Cymbopogon citratus 36,77+5,21 B
Cymbopogon martinii 20,44+1,13 A

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante por meio de
teste T com 0,05% de significancia.

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que, estatisticamente, houve maior
efetividade por parte do biopolimero adicionado de 6leo essencial de C. citratus quando
comparado a C. martinii, uma vez que os halos formados sdo significativamente maiores tanto

quando aplicado frente a S. aureus quanto para as duas espécies de Listeria spp. Em adicao, foi
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aplicado teste estatistico (teste T) para verificacdo de similaridade ou diferenca significativa
dos resultados obtidos entre as espécies L. monocytogenes e L. innocua, para ambos 0s 6leos
essenciais aplicados. Desta maneira, ndo foi detectada diferenca significativa entre os resultados
observados para as espécies L. monocytogenes e L. innocua para um mesmo tratamento ou 6leo
essencial, indicativo de atividade antimicrobiana similar do biopolimero desenvolvido frente a
ambas as espécies. Baseado nesta similaridade, e visando uma maior seguranga do manipulador
para as etapas posteriores deste estudo, foi possivel a escolha de utilizacdo de cepas de L.
innocua para prosseguimento com os experimentos, com o indicativo de que serdo observados

comportamentos similares para ambas as espécies.

6.4  Estudo da viabilidade da reducao de concentracao de dleo essencial

Para os testes que compuseram o estudo da viabilidade de redu¢@o da concentracdo de
6leo essencial nos polimeros desenvolvidos, foram observados os resultados listados na Tabela
5. As medig¢des dos halos foram realizadas em milimetros e os resultados expressos por meio
de Média + Desvio Padrdo. Para andlise estatistica, foram aplicados os testes de Anova de dois
fatores em conjunto com Teste Tuckey com nivel de 0,05% de significancia e letras diferentes

indicam diferenca significativa entre tratamentos ou colunas.

Tabela 5: Atividade antimicrobiana de filmes ativos reduzidos em teor de OE. Halos de inibicio medidos

em mm.
Micro-organismo 23% 15% 10% 5% Controle
S. aureus 31,0£1,7¢  18+1,7° 0° 0° 0°
L.innocua 34,3+3,5¢ 23,7+0,6° 0° 0° 0°
L.monocytogenes 37,745,580 20,0+1° 0° 0° 0°

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante por meio de
teste de Tuckey com 0,05% de significincia entre colunas ou tratamentos.

Baseado nos resultados observados, foi possivel constatar que houve diferenca
significativa entre os tratamentos F1 e F2, com melhor desempenho para o tratamento Fl1,
contendo 23% p/p de 6leo essencial proveniente da espécie C. citratus na formulagdo do filme
ativo. Esta reacdofoi observado para todas as espécies de micro-organismos testadas frente ao
biopolimero desenvolvido. Contudo, ndo houveram diferencas significativas entre os
tratamentos F5 (controle), F4 (5% OE p/p) e F3(10% OE p/p), nos quais ndo ocorreu a formagao
de halo em torno dos discos aplicados, indicando baixa ou inexistente atividade antimicrobiana

dos filmes desenvolvidos sob as condi¢des analisadas. Uma das hipéteses levantadas para
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justificar a observagcdao dos dados obtidos é de que, por se tratar da aplicacio de um
antimicrobiano natural e proveniente de uma variedade de compostos majoritirios que podem
possuir atividade antimicrobiana ou ndo individualmente, aliados a elevada concentra¢do da
suspensdo microbiana aplicada na superficie das placas, podem ter levado a uma expressao
fenotipica da atividade antimicrobiana aquém daquela que seria observada no caso de um
sistema contendo o alimento inoculado com uma concentra¢do de micro-organismos inferior.
Em resposta a esta observagao, foram efetuados mais testes visando a redu¢do da concentragao
das suspensdes dos micro-organismos analisados (UFC/ml) a partir de realizacdo de dilui¢des
seriadas da suspensdo padronizada com auxilio de tubos contendo 9 ml de dgua peptonada 0,1%
estéril anteriormente a inoculacdo com auxilio de swab estéril. Contudo, nos resultados obtidos
foi observado crescimento de col6nias isoladas em vez de crescimento uniforme e caracteristico
necessdrio a aplicagdo da metodologia, ocasionando regides dotadas de falhas e
impossibilitando a leitura precisa dos halos formados. Em adi¢do, foi observado que, baseado
nos resultados obtidos e para a abordagem utilizada, apesar de a quitosana ser utilizada como
antimicrobiano natural, quando aplicada aos filmes desenvolvidos e mesmo nas maiores
concentracdes (nos tratamentos em que houve a simples reducio dos teores de 6leos essenciais
e consequente aumento da concentracdo dos demais componentes), nio foi observada atividade
antimicrobiana por meio da metodologia e condi¢des aplicadas a realizac¢do dos testes. Uma das
abordagens que justificaria a observacdo dos resultados obtidos consiste na interacao entre os
grupos amina presentes nas moléculas da quitosana utilizada na formulacdo dos filmes e a
por¢do apolar das moléculas da lecitina de soja, aplicadas como emulsificantes e estabilizantes
nas emulsoes das FFS (KALIA; AVEROUS, 201 1). De maneira a elucidar as interacdes entre
os compostos mencionados, bem como o efeito do peso molecular da quitosana utilizada na
atividade antimicrobiana frente aos patdgenos em questdo, sugere-se para proximos estudos a
andlise de atividade antimicrobiana de solu¢do de quitosana e desenvolvimento de filme ativo
similar a formulacdo controle, contudo com quitosanas de pesos moleculares diversos,
adicionada de lecitina de soja ou ndo, afim de avaliar a influéncia deste componente na acao

antimicrobiana das moléculas de quitosana da formulagdo.
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Figura 3: Atividade antimicrobiana dos filmes desenvolvidos frente & S. aureus.

Tendo em vista a redugdo consistente na atividade antimicrobiana entre os filmes
produzidos F1(23%) e F2 (15%), que pode ser constatada pela redugdo visivel dos halos de
inibicdo observados na Figura 3, e, visando uma maior taxa de sucesso nos experimentos
seguintes, foi selecionado o filme produzido no tratamento F1 (23%) para prosseguimento com
as andlises posteriores. Esta decisdo se deu uma vez que, embora a concentracdo de micro-
organismos nos estudos seguintes seja inferior a utilizada neste teste, ndo haviam precedentes
e consequentemente previsdes quanto a correlacao entre a interagdo dos micro-organismos com
a matriz alimentar a ser estudada em conjunto com a liberagdo e migracdo gradativa do déleo
essencial e seus compostos majoritdrios dos polimeros desenvolvidos para as amostras

analisadas de queijo Minas frescal.
6.5  Microbiologia Preditiva
6.5.1 Staphyloccus aureus
Na Figura 4, apresentada abaixo, estdo expressos os resultados para as andlises

realizadas com base na formulacdo de modelos primarios de Microbiologia preditiva para

representacao grafica do comportamento do micro-organismo S. aureus mediante as condi¢coes
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de estocagem de queijo Minas frescal nos tratamentos Controle e acondicionado no biopolimero

desenvolvido adicionado de 6leo essencial de C. citratus (Capim-limao).
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Figura 4: Representacao grafica do comportamento de S. aureus em queijo Minas frescal:

Tratamento Padrao (e); Com Biopolimero( A).

Baseado nas representagdes graficas proporcionadas pela metodologia em questao e sem
outras ferramentas a principio, é possivel observar e confirmar a atividade antimicrobiana do
biopolimero desenvolvido frente a S. aureus, uma vez que, ap6s cerca de 250 h (entre 10 e 11
dias aproximadamente) ocorreu a injuria do micro-organismo em questao a ponto de 0 mesmo
se encontrar inativo ou abaixo dos limites de detec¢do para a metodologia utilizada como ilustra
a Figura 4. Os resultados observados para o presente estudo indicaram uma efetividade superior
dos filmes desenvolvidos quando comparados a biopolimeros similares, porém desenvolvidos
com uma variedade de outros 6leos essenciais (EMIROgLU et al., 2010). Dentre os mecanismos
que podem estar relacionados com a elevada efetividade do polimero desenvolvido e analisado
frente a S. aureus, consta principalmente a caracteristica intrinseca do tipo de quitosana
utilizada na produgdo dos biopolimeros em questdo. Isto se deve ao fendmeno de que, quando
utilizada uma variedade de quitosana com elevado peso molecular na produgdo de biopolimeros
como uma forma de auxiliar na formacdo da rede polimérica por meio de aumento da
viscosidade da FFS, goticulas de dleo essencial de maiores proporcdes sao contidas na rede
formada, levando a uma liberagdo mais rapida do 6leo essencial para a superficie do produto

quando comparados a biopolimeros produzidos com base em quitosana de baixo peso molecular
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(FERNANDEZ-PAN et al., 2015). Em adi¢o, a variacdo considerdvel observada pode ser
decorrente ndo somente da variabilidade comum de comportamento da cepa entre experimentos
diferentes, como também pode estar associada a composi¢do dos leites utilizados e queijos
formulados, variagdes na disponibilidade de nutrientes e também a possibilidade de presenca
de residuos de antibidticos no leite, a variar conforme o lote obtido para realizacdo dos
experimentos. Baseado nas observagdes realizadas, sugere-se a realizacdo de estudos
complementares para caracterizagdo dos biopolimeros  ativos desenvolvidos, incluso
determinagao dos indices de transferéncia dos compostos de interesse para a superficie dos
alimentos, bem como determinacdo da velocidade ideal para transferéncia de compostos, de
maneira a garantir a seguranca do consumidor contra micro-organismos patogénicos, a0 mesmo
tempo realizar uma transferéncia mais lenta de maneira que ndo sejam consumidos teores dos
agentes de interesse acima do necessario e de maneira que os niveis dos compostos utilizados
na conservacao do produto sejam liberados gradativamente durante toda a vida de prateleira do

produto em questao.

6.5.2 Listeria innocua

Para a expressao dos dados obtidos para o micro-organismo em questao, segue conforme
anteriormente esquematizado: Na Figura 5 estdo representados por meio da produgdo de
modelos primdrios de Microbiologia preditiva os comportamentos de L. innocua inoculada em
queijo Minas frescal e armazenada conforme as condicdes anédlogas as adotadas pelo comércio,
distribuicdo e armazenamento deste produto em domicilios de consumidores. Em uma das
curvas produzidas, consta o crescimento da cepa quando a amostra inoculada foi acondicionada
em filme de pvc estéril (tratamento Controle), e outra referente ao tratamento teste, no qual as
amostras foram envoltas nos biopolimeros desenvolvidos, com uma camada de pvc estéril na
segunda camada, e uma terceira camada de folha de aluminio para prevencdo da oxidacdo e

consequente perda de atividade dos biopolimeros desenvolvidos.
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Figura 5: Modelo primario de Microbiologia preditiva que representa graficamente o comportamento

de Listeria innocua em queijo Minas frescal: Tratamento Padrio (A); Com Biopolimeros(+).

Em adicdo, para auxiliar na discussdo dos resultados obtidos, foi realizada andlise
estatistica dos parametros obtidos a partir dos modelos matematicos confeccionados. Estas

andlises foram realizadas a partir do teste T com nivel de significancia de 0,05%.

Tabela 6: Resultados das analises estatisticas dos parametros obtidos nos modelos.

L. innocua S. aureus
Controle Teste Controle Teste
Lag (h) 38,1+3,7% 27,2 £10,4* 52,9+22.4 (Vi
Taxa 0,024+0,0065° 0,015+0,002° 0,05+0,02 0*
Pop. Max 0*
(UFC.g ™" 8,7+0,3* 8,1+0,22 7,7+1,5

Letras diferentes entre tratamentos (linhas) para a mesma categoria indicam diferenca
estatisticamente significante por meio do teste T com 0,05% de significancia.

Em decorréncia da auséncia de fatores como fase lag e taxa de crescimento no
experimento no qual a embalagem ativa foi aplicada (coluna 4 - S.aureus — Teste), ndo foi
possivel realizar célculo dos parametros gerados nos modelos primdrios de Microbiologia
preditiva para S. aureus uma vez que nao foi obtida uma curva de crescimento em decorréncia
da total inativacdo da cepa analisada entre os tempos 10 e 11 dias de estocagem. Com base nos

resultados obtidos, foi possivel afirmar que ndo houve um aumento na fase de laténcia ou lag
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para o micro-organismo L. innocua apés esta ser inoculada em queijo Minas frescal e estes
serem acondicionados nos biopolimeros desenvolvidos com posterior armazenamento sob
refrigeracdo (7°C). Contudo, baseado na Figura 5 e na Tabela 6, é possivel observar uma
reducdo de cerca de 30% na taxa de crescimento do micro-organismo em questdo e sob as
condig¢des analisadas, o que indica uma desaceleracdo na multiplicacdo das células microbianas
quando comparado ao tratamento controle. Contudo, quando aplicado o teste T para verificagdo
de diferenca ou similaridade estatistica, foi apontado que ndo ha diferenca estatisticamente
comprovada entre as taxas de crescimento analisadas. Desta maneira, nao € possivel afirmar
que o biopolimero desenvolvido possui atividade antimicrobiana satisfatoria frente a L. innocua
sob as condi¢des analisadas. A hipétese que melhor justifica a menor efetividade do polimero
desenvolvido frente a L. innocua se da na maior afinidade do micro-organismo em questdao com
a matriz utilizada para realizacdo do teste, bem como sua caracteristica psicrotrofica, o que
permite um melhor desenvolvimento e multiplicagcdo das células microbianas mesmo em baixas
temperaturas, niao caracterizando um obstdculo para o seu desenvolvimento. Quando
comparado com o comportamento de S. aureus frente ao biopolimero desenvolvido, a atividade
antimicrobiana observada demonstrou maior eficicia contra S. aureus, em decorréncia da
indicacdo de presenca deste micro-organismo abaixo do limite de detec¢do para a metodologia
utilizada apds 10-11 dias de armazenamento, ou sua completa inibicdo. Em decorréncia da
impossibilidade de formulacdao de modelo matematico de Microbiologia preditiva que descreva
o comportamento de S. aureus frente ao biopolimero desenvolvido e sob as condigdes
analisadas, assim ndo puderam ser gerados valores referentes aos paradmetros: fase lag, taxa de
crescimento e populacdo maxima, que deveriam constar na Tabela 6. Além dos estresses ja
inerentes ao produto em questdo e suas condi¢des de estocagem, principalmente para o micro-
organismo S. aureus, que possui caracteristicas mesofilas e de baixo potencial de competigao,
as elevadas concentragdes de geranial no 6leo essencial proveniente da espécie C. citratus
teriam agregado mais um obstdculo ao desenvolvimento e multiplicacdo do micro-organismo
supracitado, com mecanismo de acdo inicial e principal caracterizado por dano severo a
membrana celular, com efeitos secundédrios como alteracio do pH e ATP intracelular,

resultando no colapso celular e consequente inibi¢do do mesmo (SHI et al., 2016).
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6.6  Analise de vida de prateleira

Estdo expressos na Tabela 7, em log.UFC.g™!, os resultados obtidos nas contagens
realizadas nos experimentos que visavam a analisar a influéncia do biopolimero desenvolvido
na microbiota comumente encontrada em queijos Minas frescal, bem como avaliar a

possibilidade de extensdo da vida de prateleira dos produtos em questao.

Tabela 7: Resultados referentes ao estudo de vida de prateleira.

Tempo (h) x Contagem (UFC.g™)

0 120 240 360 480
Meséfilos Controle 4,77+0,19* 8,02+0,05° 8,28+0,16° 8,56+0,10° 8,42+0,03"
Teste 4,77+0,19* 7,82+0,13* 7,90+0,21* 8,3940,12° 8,75+0,04*
. i Controle 4,63+0,16* 8,00+0,02° 8,30+0,14° 8,41+0,12° 8,85+0,00°
Psicrotroficos
Teste 4,63+00,16* 7,84+0,14* 7,8940,18* 8,30+0,19* 8,65+0,16*
Bactérias Controle 4,63+0,11* 8,20+0,17° 8,09+0,25° 8,540,09° 8,38+0,52°
Laticas Teste 4,63+0,11* 7,93+0,05* 7,67+0,08* 8,28+0,09* 8,58+0,24*
Staphylococcus Controle 5,32+0,04* 8,38+0,18" 8,60+0,11° 8,69+0,14° 0
spp Teste 5,32+0,042 8,19+0,12° 7,87+0,332 8,15+0,28* 0

Letras diferentes entre tratamentos (linhas) para a mesma categoria indicam diferenca
estatisticamente significante por meio do teste T com 0,05% de significancia.

Para esta andlise, os destaques constam, inicialmente, no fendmeno de que ndo foi
observado, em nenhum dos pontos analisados ao longo da vida de prateleira dos queijos Minas
frescal, a deteccdo de coldnias fenotipicamente caracteristicas para Listeria Spp.
Posteriormente, foi observada também a indicacdo de reducdo na taxa de multiplicagdo dos
grupos de micro-organismos deteriorantes naturalmente presentes na matriz alimentar
analisada. Este fendmeno foi caracterizado pela diferenca estatisticamente significativa entre as
contagens médias referentes aos pontos 120 h e 240 h, equivalentes a 5 e 10 dias de estocagem,
entre o tratamento controle e a curva teste, para os grupos de micro-organismos: mesofilos,
psicrotroficos e bactérias laticas. Apesar de comprovado um leve retardamento na velocidade
de desenvolvimento e multiplicagdo dos micro-organismos em questdo, nao foi possivel
verificar a capacidade de extensao do prazo de validade dos produtos em questdo, uma vez que,
com apenas 5 dias de armazenamento, as populacdes microbianas existentes no produto ja
haviam ultrapassado os niveis postulados de contaminac¢ao por micro-organismos deteriorantes
(mesofilos, psicrotroficos e bactérias laticas) necessdrios para percepg¢do sensorial da
deterioracio de alimentos (1x10° aproximadamente) (RAWAT, 2015), fendmeno este que

também foi observado nas amostras analisadas ja desde o 5° dia de armazenamento. Estes
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fatores podem indicar baixa qualidade de matéria prima utilizada na producdo dos queijos,
possivel ineficdcia no processamento térmico ou ineficiéncia na cadeia fria durante o transporte
e distribui¢do dos mesmos nos pontos de venda.

As Figuras 6, 7, 8 e 9 representam graficamente as contagens médias relativas aos pontos
analisados, com utilizagcdo do recurso de barras de erros para representacao grafica dos desvios
padrdes. E possivel observar, que embora estatisticamente diferentes nos pontos equivalentes
aos dias 5 e 10 de armazenamento para os grupos mesofilo, psicrotréfico e de bactérias laticas,
as linhas de tendéncia que descrevem o comportamento dos grupos de micro-organismos
analisados apresentam elevada similaridade, e uma variabilidade pouco significativa em cada
ponto analisado individualmente, indicativo de estabilidade e reprodutibilidade nas andlises
realizadas. As representacoes graficas foram construidas sobre o bindmio populagdo (expresso
em log UFC/g) em funcio do tempo em horas. Para determinacdo de similaridade ou diferenca

estatisticamente comprovada foi utilizado o teste T.

Mesofilos
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Figura 6: Representacao grafica do comportamento dos Mesofilos totais em queijo Minas frescal

acondicionados ou nao nos biopolimeros desenvolvidos.
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Psicrotroficos
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Figura 7: Representacio grafica do comportamento dos psicrotréficos totais em queijo Minas frescal

acondicionados ou nao nos biopolimeros desenvolvidos.

Bactérias Laticas

10
~ 9
20
O 8
5 7
on
S 6
g s
s 4
5 3
2
5 2
©

0

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (h)

—&—Controle =~ —@®— Com biopolimero ativo

Figura 8: Representacao griafica do comportamento das bactérias laticas em queijo Minas frescal

acondicionados ou nao nos biopolimeros desenvolvidos.
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Staphylococcus spp.
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Figura 9: Representacao grafica do comportamento de Staphylococcus spp. em queijo Minas frescal

acondicionados ou nao nos biopolimeros desenvolvidos.

Embora estudos anteriores tenham obtido sucesso quanto ao desenvolvimento de filmes
similares (EMIROZLU et al., 2010; GOMEZ-ESTACA, 2010; KUORWEL, 2011), ndo sio tio
comuns estudos nos quais estes polimeros sdo aplicados em alimentos especificos, com cepas
1soladas de suas linhas de produg¢do, tampouco uma avaliacdo do comportamento dos patdgenos
quanto sua interagdo com as matrizes alimentares nas quais estao inseridos e frente a liberacao
destes compostos. Com o estudo realizado, abre-se a perspectiva e possibilidade para
desenvolvimento mais expressivo deste tipo de revestimento alimenticio, pautado na redugdo
de residuos sélidos provenientes de petréleo e outras fontes ndo renovaveis e agregacao de
compostos bioativos de elevado valor bioldgico que também possuem apelo natural no campo

de aplica¢do como conservantes de alimentos.
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7 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos para o estudo em questdo, foi possivel observar que os 6leos
essenciais que expressaram menores médias de CIM, portanto com melhor atividade
antimicrobiana foram aqueles provenientes das espécies C. citratus, M. piperita, R. officinalis,
E. globulus e C. martinii, sem diferenca estatisticamente comprovada entre 0s mesmos € ao
serem levados em considera¢do todos os micro-organismos analisados. Contudo, quando se
trata de incorporacao dos 6leos essenciais supracitados em matriz polimérica, o 6leo essencial
de C. citratus possui melhor atividade antimicrobiana quando comparado com o 6leo essencial
de C. martinii, e ambos somente possuem atividade antimicrobiana quando frente a micro-
organismos Gram-positivos como € o caso de S. aureus, L. monocytogenes e L. innocua. Quanto
aos micro-organismos Gram-negativos como Salmonella spp. € E. coli, podemos observar que
a alteracdo no veiculo de dispersio dos 6leos essenciais possui extrema importancia na
penetracdo destes compostos através da membrana celular, uma vez que, quando dispersos em
solucdo aquosa, adquirem carater hidrofilico, sua absor¢cdo € facilitada e pode-se observar
atividade antimicrobiana dos 6leos analisados. Contudo, quando alterado para incorporacdo em
matrizes poliméricas e, por se tratarem de compostos hidrofébicos, os 6leos essenciais perdem
sua eficécia frente a este grupo de micro-organismos. Ao avaliarmos a aplicacio do biopolimero
desenvolvido em queijo tipo Minas frescal, observamos, em adicdo, a alteracdo de
caracteristicas organolépticas do produto de maneira indesejavel, com alteragcdo de cor e aroma.
Desta maneira, sugerimos para estudos futuros o desenvolvimento de biopolimeros com
sinergismo de 6leos essenciais, em concentracdes inferiores a aplicada neste estudo, bem como
a aplicac@o de 6leos essenciais que promovam caracteristicas organolépticas interessantes a
classe ou tipo de produto aplicado (exemplo: orégano, manjericdo). Quando analisado o
comportamento dos micro-organismos estudados frente a aplicacdo do biopolimero
desenvolvido na matriz alimentar, € possivel observar que, em decorréncia provavelmente de
uma maior afinidade com a matriz alimentar bem como com as condi¢des intrinsecas e
extrinsecas de estocagem do alimento, ocorreu melhor adaptacdo do micro-organismo L.
innocua aos biopolimeros desenvolvidos, uma vez que nao houve diferenca significativa entre
os parametros analisados ao comparar o tratamento controle com aquele em que o filme foi
aplicado, indicativo de que nao ocorreu atividade antimicrobiana satisfatoria. Ja para S. aureus,
foi observada elevada eficiéncia do tratamento aplicado, a partir da visualizac¢do de reducdo da

populacdo microbiana até abaixo do limite de quantificagdo para a metodologia analisada.
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Quanto ao experimento relativo a vida de prateleira, € possivel observar indicativos de uma leve
desaceleracdo na taxa de crescimento para a classe de micro-organismos analisados, com
diferenca estatisticamente comprovada, contudo, ndo se pode afirmar que os biopolimeros
desenvolvidos possuem atividade antimicrobiana satisfatéria frente aos grupos de micro-
organismos analisados para este tltimo teste. De maneira a melhorar os resultados obtidos para
experimentos futuros, sugere-se a utilizag@o de leite cru ou recém pasteurizado, de maneira que
as contagens iniciais de micro-organismos sejam inferiores as obtidas no presente estudo e
possibilitem a quantificacio das populagdes microbianas presentes inicialmente e o
monitoramento da fase de laténcia das mesmas, bem como o efeito de antimicrobianos
alternativos na mesma. Para estudos futuros, sugere-se maior investigacdo em torno dos temas
relacionados com o sinergismo entre 6leos essenciais analisados bem como determinacio da
atividade antimicrobiana de biopolimeros produzidos com os sinergismos observados,
realizacdo da caracterizagdo das embalagens desenvolvidas, aplica¢do de teste sensorial, bem
como aplica¢do do biopolimero desenvolvido em matrizes alimentares diversas, além de estudo
do comportamento de novos micro-organismos, determinacdo da taxa de transferéncia de
compostos e regulamento da mesma . Por fim, sugere-se o aperfeicoamento do biopolimero
desenvolvido para utilizacdo em embalagens mais sofisticadas e mais vidveis do ponto de vista

produtivo e econdmico.
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signatario que incorrer na infracdo ao presente, a responsabilidade criminal e ou civil e
consequente indenizacao.

5. Os membros da banca examinadora, abaixo assinados, manifestam sua total
ciéncia e anuéncia com as condi¢cdes estabelecidas neste termo.

Prof2. Prof2.
Instituigao: Instituicao:
RG RG

Prof2. Prof2.
Instituigao: Instituicao:

RG RG
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Os demais presentes assinam no verso deste documento (nome completo, RG e assinatura).

Nome Completo RG Assinatura
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