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CAPITULO 1 — REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

A ovinocultura no Brasil € um setor em potencial (FIRETTI et al., 2010)
e encontra-se em difusdo proporcionada pelo incremento na renda da
populacdo, o consequente aumento no consumo da carne (ROTA et al.,
2006; VIANA; SILVEIRA, 2009) e pela valorizagdo do produto devido a
procura ser maior do que a oferta (PINHEIRO et al., 2008a).

O rebanho ovino no Norte de Minas Gerais cresceu 201,15% entre 0s
anos 2000 e 2009, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2000; 2009). No restante do Brasil, o crescimento registrado foi de
13,70% no mesmo periodo, de acordo com a referida entidade. Os
consumidores séo atraidos pelo odor, aroma, pela maciez e suculéncia da
carne ovina e, para satisfazer a populagéo e preservar ou aumentar o nivel
das vendas, € primordial manter as caracteristicas sensoriais aceitaveis
desse alimento (COSTA et al., 2008; OSORIO et al., 2009; PINHEIRO et al.,
2008b).

Atualmente, a seguranca dos alimentos disponiveis a venda gera
discussdo e requer o aprofundamento dos estudos e dos cuidados. A
ascensdo da comercializacdo da carne de ovino agrada aos produtores, no
entanto a cadeia produtiva carece de normas e diretrizes cujo objetivo seja a
producdo eficiente com oferta constante do produto seguro. Os ovinos séo
pequenos ruminantes, reservatério de microrganismos patogénicos, como
Escherichia coli Shiga-like-toxin, e sdo menos estudados em relagédo a outros
mamiferos de sangue quente. Todavia, ndo se sabe 0 quanto esses animais
contribuem para o surgimento de doengas na populacdo (RIGOBELO et al.,
2008).

O controle da contaminacdo microbiana é indispensavel em todos os
processos para garantir um produto com alto nivel de qualidade, na
expectativa de atender a legislagdo e contemplar as exigéncias de
comercializagbes internas e externas. Esse controle traz como principais

beneficios, segundo Furtini; Abreu (2006), a diminuicdo dos custos, devido a
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reducdo de perdas, e a otimizacdo da producdo. A qualidade é um dos
pontos determinantes na competicdo pelo mercado e, quando a qualidade da
carne de ovino ndo satisfaz os requisitos basicos de producado, todo o
sistema é afetado (PEREZ; CARVALHO, 2004).

Entre janeiro de 1999 e dezembro de 2010, o Brasil registrou 6.971
surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA), com 133.954 doentes e
88 Obitos (BRASIL, 2010)'. Em 2009, as bactérias foram os agentes
etiologicos de maior incidéncia (41,1%) (BRASIL, 2009). Na transmissao
dessas patologias, os alimentos ou a agua séo considerados os veiculos dos
agentes infecciosos e toxicos. A contaminagdo pode acontecer em qualquer
etapa da producdo, mas a manipulacdo e a conservacdo inadequadas
merecem atencao especial (BRASIL, 2005).

Dentre os patégenos de alimentos, destacam-se as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes e Salmonella typhimurium. Varios surtos de DTA estdo
associados ao consumo de carne vermelha ou aves contaminadas por algum
desses microrganismos ou pelas suas toxinas. Algumas dessas cepas
apresentam a preocupante resisténcia aos agentes antimicrobianos
convencionalmente utilizados (MOR-MUR; YUSTE, 2010).

Em contrapartida, quanto a resisténcia aos antibiéticos, o0s
pesquisadores tém estudado produtos naturais com potencial de utilizacdo
como conservantes de alimentos (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2007). Os
cientistas visam desvendar os compostos quimicos responsaveis pelos
efeitos bioldgicos e os mecanismos de acdo pelos quais conseguem inibir as
células (BURT, 2004; PORTE; GODOY, 2001). Os resultados mostram a
acdo antimicrobiana de especiarias, plantas medicinais e frutas frente a
bactérias, fungos, bolores e leveduras (CANSIAN et al., 2010; DAMBOLENA
et al., 2010; HOLLEY; PATEL, 2005; MOREIRA et al., 2005; PEREIRA, 2006;
SENGUN; KARAPINAR, 2004; SILVA et al.,, 2001; SOUZA et al., 2009),
frequentemente encontrados em produtos de origem animal, como queijos e

carnes.

! http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar_texto.cfm?idtxt=31760
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As plantas medicinais e o suco de limdo podem contornar o efeito
deletério de desinfetantes quimicos ao meio ambiente (BOUAZIZ et al., 2009)
e servir como alternativa aos agricultores rurais no uso de insumos
bactericidas e/ou bacteriostaticos (TRESOLDI, 2008). Quanto aos acidos
organicos, alguns sdo utilizados como sanitizantes para eliminar os
microrganismos de determinadas superficies, inclusive de alimentos como a
carne (SILVA et al., 2001).

Recomenda-se encontrar solug8es antimicrobianas de facil obtencao e
favoraveis aos produtores rurais. Soma-se a esse interesse, a predisposicao
da populacdo em adquirir produtos sem adicdo de substancias quimicas
sintéticas, acrescidos de géneros naturais para o controle microbiolégico dos

alimentos, tornando pertinente a realizacao deste trabalho.

1.1 A carne de ovino e a seguranca alimentar

O habito alimentar dos consumidores de carne no Brasil mudou muito
nos ultimos anos, permitindo ao brasileiro se render a novos sabores como o
da carne de ovino (COSTA et al., 2008; PINHEIRO et al., 2008a). Embora o
consumo ainda seja menor quando comparado com o0 de outras espécies
(PEREZ; CARVALHO, 2004; RODRIGUES et al., 2008), nos grandes centros
urbanos tem-se observado um aumento impulsionado pela elevacao do poder
aquisitivo e pelo abate de animais jovens (ROTA et al., 2006).

Os fatores sensoriais, assim como a praticidade de preparo,
influenciam na compra de produtos carneos (BRESSAN et al., 2001;
FERRAO et al., 2009), tanto quanto os costumes e os habitos de cada
consumidor (PINHEIRO et al., 2008b). A carne de ovino é macia, suculenta,
com odor e sabor caracteristicos (COSTA et al., 2008; OSORIO et al., 2009).
No ambito do comércio, apresenta o maior indice de exportacdo (ASTIZ,
2008).

A seguranca dos alimentos é definida como a “garantia de que os
alimentos ndo causem danos ao consumidor, quando preparados e/ou
consumidos de acordo com o0 uso a que se destinam” (OPAS, 2006, p. 13). A

falta de cuidados no preparo ou na producdo pode levar as patologias
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conhecidas como DTA, doencas transmitidas por alimentos, sendo uma
ameaca e um desafio a saude publica no mundo (SOUSA, 2008).

A frequéncia das DTA no mundo parece aumentar e 0s surtos séo
registrados em paises desenvolvidos e industrializados, ndo se limitando aos
paises subdesenvolvidos. Além de desagradaveis, podem ser fatais, levar a
prejuizos no comércio e consequentemente a perda econdmica (OPAS,
2006). Prevenir a contaminacéo requer medidas rigorosas de controle em
todas as fases da cadeia alimentar, da producdo agricola a mesa dos
consumidores (YOSSA et al., 2010).

Os consumidores cada vez mais exigem a oferta de uma mercadoria
com exceléncia, padronizada e certificada, pois a producdo atual de carne
tem-se voltado para a qualidade e ndo so para a quantidade (BONAGURIO et
al., 2003; ROTA et al., 2006). A preocupacdo com a qualidade e a seguranca
dos géneros alimenticios cresce de acordo com o aumento das exigéncias
dos consumidores. No Brasil, a implantacdo de sistemas de gestdo da
qualidade na cadeia produtiva dos alimentos surgiu devido a imposicdo do
mercado externo, e pela conscientizacdo dos consumidores em adquirir
produtos seguros a saude (FIGUEIREDO; COSTA NETO, 2001; PADULA;
ITO, 2006; PERETTI; ARAUJO, 2010; SPISSO et al., 2009; TORREZAN,
2003).

O termo qualidade pode ser interpretado sob varios aspectos. No caso
da qualidade dos alimentos, essa definicdo torna-se ainda mais dificil em
funcao de diferentes parametros avaliados como a capacidade de suprir as
necessidades do organismo, o aspecto sensorial, a apresentacdo, a
facilidade de utilizagdo do produto, dentre outros (FLOREZ, 2000). Segundo
Peretti; Araujo (2010), o entendimento de qualidade em alimentos deve ser o
somatério de esforcos do Estado, do setor produtivo e dos consumidores.

Para Bressan et al. (2001), os principais atributos da carne vermelha,
associados a qualidade, sdo a aparéncia e a maciez. Outra caracteristica é a
capacidade de retencdo de agua, indicativo fundamental de qualidade
(BORGES et al.,, 2006; COSTA et al., 2008), pois esta diretamente
relacionado a suculéncia da carne. A menor capacidade de retencdo de agua

resulta em um alimento seco e menos tenro, além de sugerir uma carne com
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menor valor nutritivo em decorréncia da perda de nutrientes no exsudado
(OSORIO et al., 2009). Segundo Perez; Carvalho (2004), a gordura
intramuscular favorece a suculéncia, uma vez que atua na retencdo de agua
no interior do muasculo. Durante o cozimento e a mastigacdo, essa gordura é
liberada, estimula a salivacdo e a percepcdo de suculéncia e maciez
ocasionadas pelo efeito lubrificante da gordura (SHIBUYA, 2004).

Freitas et al. (2004) consideram os produtos carneos de qualidade
microbiolégica aceitavel quando esses géneros atendem critérios
determinados pela legislacdo vigente, definidos na Resolu¢do da Diretoria
Colegiada (RDC) n. 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). A pratica
dos cuidados necessarios com a cadeia produtiva, do manejo de animais até
o processamento final, garantird carne microbiologicamente segura, cabendo

ao consumidor apenas as precaucdes antes do consumo (HUFFMAN, 2002).

1.2 Bactérias patogénicas em alimentos

Antes de a agricultura facilitar a producdo e a disponibilidade de
alimentos, a comida foi provavelmente um dos primeiros itens assegurados
pelo ser humano na luta para garantir a sobrevivéncia (MIR, 2004).

A microbiologia auxilia no processo de investigacdo dos surtos e
identificacdo dos microrganismos patogénicos. A carne, por ser um alimento
rico em nutrientes, permite o crescimento de microrganismos, mesmo sob
refrigeracdo (VASCONCELOS et al., 2002). A seguranca e a qualidade desse
género podem ser estimadas pela contagem de microrganismos indicadores
e pela presenca de patégenos, como Escherichia coli, que € indicativa de
falhas na higiene e de contaminacao fecal (JAY, 2000; LOPES et al., 2007).
O trato intestinal de bovinos, ovinos e outros ruminantes € o principal
reservatério dessas cepas (SILVA et al., 2007), embora alguns
representantes da flora intestinal dos animais de sangue quente ndo sejam
causadores de doencas (DUARTE et al., 2007).

Na microbiologia de alimentos, Staphylococcus aureus se destaca
como importante bactéria patogénica. Distingue-se pela incidéncia no

ambiente e nas intoxicagBes provocadas pela ingestdo de alimentos
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contendo enterotoxinas termoestaveis (FREITAS et al., 2004). No meio dos
alimentos incriminados em surtos de S. aureus estdo as carnes e 0S seus
derivados, produtos lacteos, ovos, saladas com varios ingredientes e
sanduiches recheados. Os manipuladores sdo a fonte mais frequente de
contaminacdo. Além do mais, 0s equipamentos e superficies ndo podem ser
ignorados (SILVA et al., 2007).

A microbiota da carne fresca varia de acordo com a contaminagéo
inicial do produto e esta diretamente relacionada as condi¢des higiénico-
sanitarias pré-abate do ambiente, das superficies e dos utensilios utilizados.
Além disso, os surtos de origem alimentar podem ocorrer devido a
manipulacdo e ao armazenamento incorretos e a aquisicdo de carne sem
procedéncia garantida (OLIVEIRA et al., 2008).

Nas duas Ultimas décadas, as doencas de origem alimentar
provocadas por bactérias, parasitas e virus foram o foco da atencdo de
politicos e da midia. Embora a producgdo de alimentos aumente os cuidados
com a segurancga, 0s patdgenos tendem a evoluir e gerar novos desafios a
salude publica, como a resisténcia aos antimicrobianos (NEWELL et al.,
2010). A resisténcia das bactérias aos antibioticos aplicados no tratamento
tanto de humanos quanto de animais é preocupante. Assim, torna-se
fundamental a descoberta e 0 estudo de novas substancias antimicrobianas
para a destruicdo desses microrganismos (PEREIRA et al., 2004).

Nessa busca, aumenta o interesse e as pesquisas para a verificacao
da eficacia dos compostos naturais com caracteristicas microbicidas, no
intuito de atender ao consumidor cada vez mais exigente e criterioso com a
gualidade do que consome, e preocupado em utilizar produtos menos

agressivos e, de preferéncia, de origem natural (PACKER; LUZ, 2007).

1.3 Oleos essenciais e suco de limdo como sanitizan tes

Os oleos essenciais sdo compostos complexos, volateis, naturais,
caracterizados por odor forte, extraidos de plantas aromaticas, normalmente
por destilacdo a vapor ou hidrodestilacdo. Podem ser sintetizados por todos

os orgaos da planta: botdes, flores, folhas, caules, ramos, sementes, frutos,
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raizes, madeira ou cascas. Essas plantas normalmente estéo localizadas em
paises de clima temperado para quente, onde representam parte importante
da farmacopeia tradicional. Sao conhecidos pela acdo antisséptica,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antiespasmdédica, dentre outras, sendo
utilizados na medicina, na indudstria e no comércio (BAKKALI et al., 2008).

A lima acida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia Tanaka), denominada erroneamente
como limao ‘Tahiti’, tem os frutos verdes (FIGUEIREDO et al., 2005), acidos,
perfumados, de casca fina e muito apreciados como suco ou acompanhados
de bebidas alcodlicas (DURIGAN et al., 2005). Acidos organicos s&o
compostos organicos presentes no trato digestivo dos animais - &cidos
organicos de cadeia curta, como 0 &cido acético, o citrico e o butirico —
também encontrados como componentes naturais de alimentos, como os
frutos citricos (OSTERMANN et al., 2005) laranja, tangerina, liméo, lima e
pomelo (SENNA et al.,, 2007). Os acidos, em interagdo com outras
substancias antimicrobianas, como o0s 6leos essenciais, podem ter a sua
capacidade de conservacdo aumentada, inclusive no tratamento de carnes
(SOUZA et al., 2009).

Os egipcios, os chineses e os indianos utilizam os agentes
antimicrobianos naturais por séculos na preservacédo de alimentos. O cravo, a
canela e o gengibre, por exemplo, séo usados como remédios na india até os
dias atuais (TAJKARIMI et al., 2010). No Brasil, o Ministério da Saude incluiu
como parte das politicas publicas de saude, meio ambiente, desenvolvimento
econdmico e social a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos.
O objetivo, segundo o Governo Federal (BRASIL, 2006, p. 2), € “garantir a
populacéo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais
e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional.”.

A industria alimenticia visa a producdo de alimentos com maior tempo
de prateleira, livres de microrganismos patogénicos e suas toxinas
(ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2007). Os oOleos das especiarias e seus
derivados, bem como as plantas medicinais e o0s acidos organicos
encontrados no liméo, por exemplo, possuem acdo inibitoria e antisséptica

comprovada e revelaram nova perspectiva para seu emprego (BOUAZIZ et
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al., 2009; METRI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2010;
TRESOLDI, 2008). Sao usados como conservantes nesse tipo de inddstria,
podendo eliminar as células viaveis em superficies de bancadas,
equipamentos, utensilios e alimentos soélidos, como a carne (AVANCINI et al.,
2000; GRZEGOZESKI et al., 2009; PEREIRA et al., 2008; PEREIRA, 2006).
A utilizacdo de produtos naturais, substitutos de aditivos quimicos, tem sido
uma opc¢do devido a comprovada resisténcia dos microrganismos (AMARAL;
BARA, 2005), por nao influenciar, negativamente, na saude do consumidor
(SCHERER et al., 2009) e nem sempre nas caracteristicas nutricionais e
sensoriais dos alimentos (PEREIRA; MAIA, 2007; PONCE et al., 2011).
Comparados ao uso de aditivos sintéticos, a utilizacdo de plantas,
especiarias, frutos e Oleos essenciais com acdo antimicrobiana é ainda
remota, basicamente por trés razbes: dados escassos sobre os seus efeitos
na alimentacdo humana, odor marcante e alto custo (TAJKARIMI et al.,
2010). CombinagcBes de técnicas tém sido aplicadas com sucesso em
alimentos e experimentos in vitro, mas ainda sdo necessarios estudos para
elucidarem os mecanismos de inativacdo dos microrganismos por esses
elementos, bem como as consequéncias da sua utilizagdo a curto e longo

prazo.
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2 OBJETIVO GERAL

A pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade sanitaria das
carcacas de ovinos abatidos e comercializados em Montes Claros—MG,
verificando a presengca de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e
analisar a atividade antimicrobiana e antisséptica do suco de liméo (Citrus
latifolia Tanaka) e dos Oleos essenciais do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.) e do alfavacdo (Ocimum gratissimum L.) sobre as bactérias

isoladas das carcacas.
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CAPITULO 2 - SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE BACTER IAS
ISOLADAS DE CARCAGCAS DE OVINOS DO MUNICIPIO DE MONT ES
CLAROS - MG

RESUMO

Objetivou-se verificar e quantificar a presenca de coliformes termotolerantes
e isolar, identificar e avaliar, in vitro, o perfil de sensibilidade antimicrobiana
das amostras de Escherichia coli e Staphylococcus sp. provenientes de
carcagas de ovinos comercializadas em Montes Claros — MG. Foram
coletadas 36 amostras, por meio da técnica do esfregago de superficie, entre
0os meses de marco e junho de 2010. Foi detectada a presenca de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. coagulase
positiva em dezesseis (44,4%), sete (19,44%) e duas (5,55%) amostras,
respectivamente. Todas apresentaram contagem de coliformes
termotolerantes (<3,0 x 10° a >1,1 x 10° NMP/cm?) dentro dos limites
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Na avaliacao do
perfil de sensibilidade os antibiéticos mais eficazes contra Escherichia coli
foram Ciprofloxacina (100%) e Cloranfenicol (100%), seguidos da
Gentamicina (94%). O antimicrobiano mais eficaz contra Staphylococcus sp.
foi a Gentamicina (100%), seguido pela Ciprofloxacina (88,8%). A
multirresisténcia foi verificada em 100% e 67%, respectivamente, das
amostras de Escherichia coli e Staphylococcus sp.. Concluiu-se que as
carcacgas de ovinos comercializadas apresentam elevada carga microbiana e
as bactérias patogénicas identificadas sao multirresistentes aos antibidticos,
representando risco potencial para a saude publica.

Palavras-chave: Antibiéticos. Coliformes termotolerantes. Patégenos de
alimentos. Resisténcia bacteriana. Seguranca alimentar.
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CHAPTER 2 - ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF BACTERI A
ISOLATED FROM SHEEP CARCASSES IN MONTES CLAROS - MG

ABSTRACT

This study evaluated samples of sheepmeat sold in Montes Claros, MG, to
detect and quantify thermotolerant coliforms, Escherichia coli and
Staphylococcus sp. as well as to isolate them and describe their antimicrobial
susceptibility/resistance profile in vitro. Surface smears of 36 sheep carcasses
(lambs, yearlings and adults) were collected and evaluated from March to
June 2010. The occurrence of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
coagulase-positive Staphylococcus sp. was detected in 16 (44.4%), 7
(19.44%) and 2 (5.55%) samples, resEJectiver. Thermotolerant coliform count
in the samples ranged from <3.0 x 10° to >1.1 x 10° MPN/cm?, which is within
the limits established by the National Sanitary Surveillance Agency (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria). The antimicrobial susceptibility test showed
that Ciprofloxacin and Chloramphenicol were 100% effective against
Escherichia coli, followed by Gentamicin with 94% efficiency. With respect to
Staphylococcus sp. Gentamicin was 100% effective against this pathogen
followed by Ciprofloxacin, with 88.8% efficiency. Multiple resistance was
detected in 100% and 67% of Escherichia coli and Staphylococcus sp.
samples, respectively. In conclusion, sheep carcasses commercialized in
Montes Claros have high microbial load. Additionally, the pathogenic bacteria
identified exhibit multiple resistance against antibiotics, posing a potential risk
to public health.

Keywords: Antibiotics. Thermotolerant coliforms. Food pathogens. Bacterial
resistance. Food safety.
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1 INTRODUCAO

O mercado de carne ovina no Brasil estd em expansao (PEREZ;
CARVALHO, 2004; VIANA; SILVEIRA, 2009); entretanto, apresenta como
grave problema a baixa qualidade do produto (SIQUEIRA et al., 2002).

A comercializacdo de carne de ovino carece de normas e diretrizes,
pois a cadeia produtiva ainda ndo se encontra totalmente organizada
(PEREZ; CARVALHO, 2004). Esse fato é preocupante, visto que o
consumidor, cada vez mais, requer do comércio alternativas para ampliar a
oferta de produtos com exceléncia, padronizados e certificados, que exige a
adocdo de novas estratégias na producdo de alimentos seguros, com
métodos sustentaveis e pouco nocivos (RAJKOVIC et al., 2010; ROTA et al.,
2006).

Tradicionalmente, os paises tentam melhorar a seguranca de
alimentos por meio do estabelecimento de critérios microbiolégicos para as
matérias-primas e os produtos processados (ICMSF, 2006). A legislagdo e os
regulamentos sao necessdarios, mas garantir a aplicacdo dos mesmos é o
mais dificil (ADAM; BRULISAUER, 2010). Identificar os principais meios de
carreamento e as fontes de microrganismos nos ruminantes é fundamental
para o desenvolvimento de acdes preventivas para evitar a contaminacao e a
infeccdo dos animais, além de impedir a chegada dos patdégenos ao local de
abate (DESMARCHELIER et al., 2007).

As bactérias patogénicas continuarao sendo um risco a qualidade das
carnes (ADAM; BRULISAUER, 2010; SOFOS, 2008). E bem provavel que
novas espécies sejam descobertas no século 21. Muitas serdo zoonéticas,
tendo duas vezes mais probabilidade de causar novas doencas. Além disso,
microrganismos ja conhecidos podem evoluir, agravando os riscos a saude
publica (NEWELL et al., 2010), por isso a importancia da prevencdo e a
deteccdo precoce dos mesmos (DOYLE; ERICKSON, 2006; ICMSF, 2006;
VELUSAMY et al., 2010).

Enterobacteriaceae talvez seja a mais conhecida familia bacteriana.
Muitos dos patdgenos importantes para o homem e 0s animais, como

Escherichia coli, pertencem a essa familia. As espécies sdo bacilos Gram-
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negativos, anaerobios facultativos e fermentadores de glicose (JAY, 2000;
OSES et al., 2010).

Staphylococcus sp. sdo microrganismos presentes em quase todos 0s
produtos de origem animal ou naqueles diretamente manipulados por seres
humanos, frequentemente associados aos surtos de doencas transmitidas
por alimentos pela capacidade de algumas cepas produzirem e excretarem
enterotoxinas termoestaveis. O controle de estafilococos potencialmente
patogénicos é essencial para a prevencao de infecgBes (JAIN; AGARWAL,
2009; SILVA et al., 2007; VICOSA et al., 2010).

O combate a essas e outras bactérias infecciosas levou ao
desenvolvimento de defesas relativas (resisténcia) aos agentes
antimicrobianos por causa do uso indiscriminado dos mesmos, limitando a
acédo dos principais compostos descobertos e lancados no mercado, como as
penicilinas e os seus analogos, as tetraciclinas e as eritromicinas (SILVEIRA
et al., 2006).

Dessa forma, objetivou-se avaliar a qualidade sanitaria das carcacas
de ovinos comercializadas em Montes Claros — MG, por meio do isolamento
e da quantificacdo de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e
Staphylococcus sp., além de analisar a sensibilidade antimicrobiana de
amostras de Escherichia coli e Staphylococcus sp. frente a diferentes

antibioticos.
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2 MATERIAL E METODOS

Procedeu-se conforme as orientacbes da American Public Health
Association (APHA), descritas no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001).

2.1 Coletas de amostras

Foram coletadas amostras de 36 carcacas, recolhidas durante trés
visitas em acougue de Montes Claros — MG, entre os meses de margo e
junho de 2010. O abate dos animais era realizado de modo informal e
acontecia em local distinto ao da venda do produto, conforme informacdes do
proprietario do estabelecimento.

Empregou-se a técnica do esfregaco de superficie em cinco pontos
(pescoco, paleta, costelas, lombo e pernil), sendo os swabs transportados em
frascos com 50 mL do diluente agua peptonada a 0,1% (Himedia®)
(MIDURA; BRYANT, 2001). Os volumes dos frascos com os swabs (solucao
10'1) foram homogeneizados em agua peptonada 0,1% e, em seguida,
sofreram diluicio para a obtencdo das outras duas solucdes (107 e 107)
(SWANSON et al., 2001).

Recolhidas, as amostras seguiram em recipiente resfriado para o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Minas Gerais, ha mesma cidade, sendo

cultivadas no mesmo dia.
2.2 Pesquisa de coliformes termotolerantes e~ Escherichia coli

A determinacdo do nimero mais provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes foi calculada com série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato
Triptose (Oxo0id®) por diluicdo, incubados a 35-37 °C por 24 horas para o
teste presuntivo. As amostras positivas (crescimento com producdo de gas)
foram repassadas para tubos com caldo EC (Acumedia®), incubados a 45,5

°C por 48 horas. Para a confirmacédo de Escherichia coli, usou-se o meio agar
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Levine Eosina Azul de Metileno (Oxoid®) com as placas incubadas a 35 °C
por 24 horas, e as colbnias positivas repassadas para tubos inclinados
contendo o 4gar Padréo para Contagem (Acumedia®), incubados a 35 C por
24 horas. As cepas caracteristicas foram submetidas as provas bioquimicas
de citrato, indol, vermelho de metila e Voges-Proskauer (KORNACKI;
JOHNSON, 2001).

2.3 Pesquisa de Staphylococcus sp.

De cada diluigdo foi retirado 0,1 mL e inoculado na superficie de placas
de agar Baird-Parker (Himedia®), incubadas invertidas em temperatura de 35
°C por 48 horas. As colbnias tipicas de estafilococos (circulares, pretas ou
cinza-escuro, medindo de 2 a 3 mm de diametro, lisas, convexas, massa de
células esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou halo
transparente) foram contadas e transferidas para tubos com caldo Infusédo
Cérebro Coragéo ou Brain Heart Infusion (Himedia®), incubados por 24 horas
a 35 °C. Apos esse periodo, realizou-se o teste de coagulase com a adi¢ao
de 0,2 mL das culturas obtidas em BHI a 0,5 mL de Coagulase Plasma-EDTA
(Fluka®), incubados a 35-37 °C durante 6 horas com a verificacdo posterior
da presenca ou auséncia de coagulo (LANCETTE; BENNETT, 2001).

2.4 Avaliagdo da sensibilidade antimicrobiana das ¢ epas de Escherichia

coli e Staphylococcus sp.

Adotou-se a técnica de difusdo em disco preconizada por Bauer et al.
(1966), utilizando os antibidticos: Neomicina 10 pg, Penicilina 10 pg,
Tetraciclina 30 pg, Gentamicina 10 pg, Ciprofloxacina 5 ug, Novobiocina 30
Mg (apenas para as cepas de Staphylococcus sp.), Oxacilina 1 pg e
Cloranfenicol 30 pug (apenas para as cepas de Escherichia coli). Todos da
marca DME®, exceto o Cloranfenicol (Laborclin®).

Diante dos resultados, determinou-se o indice de Resisténcia Mltipla

a Antimicrobianos (IRMA), descrito por Krumperman (1983).

24



2.5 Analise estatistica

Utilizou-se a técnica de estatistica descritva para a analise
microbiolégica e para o teste de perfil de sensibilidade e resisténcia aos

antimicrobianos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A RDC n. 12 (BRASIL, 2001) recomenda a auséncia de Escherichia
coli em carnes ou produtos carneos, e ndo estabelece critérios para a
contagem de coliformes termotolerantes e Staphylococcus sp. para carnes ou
carcacas, in natura, de bovinos, suinos e outros mamiferos. Para a
interpretacdo dos resultados deste trabalho, foram utilizados 0os mesmos
padr6es microbiolégicos usados por Moura (2006) e estabelecidos para
carnes embaladas a vacuo, ndo maturadas, onde a tolerancia para coliformes
termotolerantes é de 10* NMP/cm?® e para Staphylococcus sp. coagulase
positiva é de 3 x 10° unidades formadoras de colénias (UFC)/cm?.

A TAB. 1 apresenta o NMP/cm® de coliformes termotolerantes
agrupados em intervalos. Todas as contagens estdo dentro dos limites
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).
Os dados divergem dos encontrados por outros autores com amostras
coletadas em estabelecimentos com abate clandestino, como Fernandes et
al. (2009) e Moura (2006). Os primeiros, em pesquisa com 0 mesmo tipo de
carne no estado de Pernambuco, encontraram 100% das amostras com
contagem além do permitido para 0 mesmo grupo de microrganismos. Para
0s pesquisadores, essa situacdo pode ter diversas origens desde o abate,
com a contaminacdo da carne por meio da manipulacdo inadequada das
visceras intestinais, até o uso de agua contaminada, agravado pela falta ou

refrigeracéo inadequada do produto.
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TABELA 1
Contagem de coliformes termotolerantes de amostras de carcacgas de ovinos
de um estabelecimento em Montes Claros — MG, coletadas entre mar. — jun.

de 2010
NMP/cm* Frequéncia
Numero de carcacas %
<3,0x10°a 3,6 x 10° 17 47,22
6,1x10%°a1,1x 10" 7 19,44
1,5x 10" a 4,3 x 10* 7 19,44
2,4x10°a 4,6 x 10° 2 5,56
1,1x10°a>1,1x 10° 3 8,34

Fonte: Da autora.

Moura (2006), em trabalho realizado no mesmo Estado, cita o alto
indice de clandestinidade, que se estima superior a 90%, no abate de
animais, pratica considerada problematica para a salde publica, ndo apenas
nesse local, visto que expde o consumidor a doencas. Nessa pesquisa, a
autora avaliou a qualidade sanitaria da carne de caprinos comercializada e
encontrou 62,5% de amostras fora dos padrdes estabelecidos para
coliformes termotolerantes, indicando condi¢cbes sanitarias insatisfatorias
para o consumo humano.

No trabalho em Montes Claros - MG, mesmo as contagens mais
elevadas das amostras positivas para coliformes termotolerantes estdo
abaixo do estipulado na RDC n. 12 (BRASIL, 2001). Isso nao garante a
inocuidade das carcacas (SILVA et al., 2007), pelo contrario, reforca a
necessidade da fiscalizagdo do abate a comercializacdo. Quando o abate
ocorre sob fiscalizacdo, a presenca de coliformes e contaminantes em geral
tende a ser menor, por causa do maior rigor exigido nos processos, conforme
observado por Martineli et al. (2009) na amostragem de carcacas de ovinos
em frigorifico inspecionado no estado de S&o Paulo.

Os coliformes sédo bons indicadores de falhas nos processos de
higienizacao, uma vez que séo facilmente inativados por sanitizantes (SILVA
et al., 2007), e os termotolerantes estdo intimamente ligados a presenca de
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E. coli e outros enteropatdégenos (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Adam;
Brulisauer (2010) e Zweifel et al. (2008) afirmam a necessidade de implantar
as boas praticas de higiene no abatedouro para corrigir as falhas, reduzir a
probabilidade de ocorréncia da contaminacdo e melhorar a qualidade e a
seguranca da carne.

No presente trabalho foi verificada a presenca de E. coli em dezesseis
(44,4%) das 36 amostras analisadas, indice alto e compativel com o de
outros autores. Fernandes et al. (2009) e Yilma et al. (2007) identificaram o
patdgeno em 100% e 33% das amostras coletadas em carcagas de ovinos e
alimentos de origem animal, respectivamente. Em contrapartida, nas
pesquisas de Chapman et al. (2001) e Nastasijevic et al. (2009) com
carcacas de ovinos e bovinos, respectivamente, os resultados obtidos
apontaram a presenca de E. coli em 0,7% e 2,8%, nessa ordem. A variacdo
dessa bactéria nos alimentos oscilou de acordo com as condi¢des de higiene
e refrigeracdo apresentadas no momento da coleta.

Etcheverria et al. (2010), na Argentina, investigaram a presenca de E.
coli O157 em carcacas e cortes de carne bovina no decorrer da cadeia
produtiva. Perceberam o incremento de aproximadamente 13% na ocorréncia
desse microrganismo entre os locais de abate formal até os estabelecimentos
de venda, caracterizando um transporte ineficiente, em veiculo néo
refrigerado ou com refrigeracdo inadequada, possivelmente com instalacées
mal higienizadas. A situacéo, segundo os autores, representa risco para 0s
consumidores e desafio para o servigo de controle sanitario da carne.

A presenca de E. coli nas carcacas normalmente € consequéncia de
contaminacgdo cruzada no abate com a manipulagdo incorreta das visceras,
por isso 0s pontos criticos de controle como a pele, o conteddo intestinal, as
maos, as facas, 0s aventais e 0S pisos precisam ser monitorados na
verificagcdo das operagdes (GUN et al.,, 2003). O alto indice de amostras
positivas para essa bactéria em Montes Claros e em outros locais evidencia a
falta de atencdo ou o descuido em pelo menos um dos pontos do processo,
compromete a qualidade do produto e dificulta o continuo crescimento do

mercado.
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Na pesquisa de Staphylococcus sp. em carcacas de ovinos, nove
(25,0%) das 36 amostras foram positivas para a producdo de coagulase,
sendo sete confirmadas como Staphylococcus aureus. A contagem de S.
aureus e de Staphylococcus sp. coagulase positiva variou de 1,2 x 10*a 7,2 x
10° UFC/cm? conforme TAB. 2, valores muito acima do limite maximo
estabelecido pela RDC n. 12, de 3 x 10° UFC/cm®.

TABELA 2
Contagem de Staphylococcus aureus e de Staphylococcus sp. coagulase
positiva de amostras de carcagas de ovinos de um estabelecimento em
Montes Claros — MG, coletadas entre mar. — jun. 2010

UFC/cm® Frequéncia
Numero de carcacas %
1,2x10%a 9,9 x 10* 6 66,7
2,1x10°a7,2x10° 3 33,3

Fonte: Da autora.

Os percentuais de S. aureus e E. coli encontrados no presente trabalho
foram proximos aos obtidos por Bhandare et al. (2007) quando compararam o
namero de bactérias isoladas em carcacas de ovinos e caprinos abatidos e
processados em abatedouros regularizados e informais na india. A média das
porcentagens foi de 19% de S. aureus nas amostras colhidas nos
estabelecimentos regularizados e 29% nas amostras dos estabelecimentos
informais, enquanto E. coli foi verificada em 13,4% e 47,9% das amostras,
respectivamente.

A explicacdo, segundo os pesquisadores, da alta incidéncia desses
dois microrganismos nos locais considerados clandestinos pode ser dada
pela infraestrutura precéaria formada por pisos, paredes e bancadas fora das
recomendagfes, que podem dificultar a limpeza do local, 0 escoamento da
agua e do esgoto, aliado ao fato da higienizacéo deficiente dos utensilios, da
falta de atencdo com a salde do manipulador e da auséncia de um

profissional responséavel pelo acompanhamento do processo.
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A manipulacdo inapropriada e o armazenamento de alimentos em
temperaturas inadequadas favorecem o crescimento de estafilococos e a
producdo de toxina (VERAS et al., 2008). Assim, no presente trabalho, a
manipulacdo incorreta ou intensa pode ter influenciado a obtencéo de valores
elevados. Como os manipuladores sdo pecas-chave na disseminacdo do S.
aureus (NORMANO et al., 2005), fortalece-se a necessidade de orientacdes
e treinamentos constantes para cumprirem com o objetivo de reduzir a
contaminagdo cruzada e a possilibidade de intoxicacdo alimentar
estafilococica.

O género Staphycolococcus sp. é termolabil e pode ser destruido apés
0 processo normal de coc¢do. Contudo, sua enterotoxina produzida
previamente no alimento é termorresistente e pode permanecer ativa por
véarios dias (FERNANDES et al., 2009). Para produzir quantidade de toxina
suficiente para provocar os sintomas de intoxicacdo, a populacdo de S.
aureus deve ser superior a 10° UFC/g de alimento (SILVA et al., 2007);
entretanto, Lamaita et al. (2005) detectaram pelo menos uma toxina em
contagens de Staphylococcus sp. a partir de 1,0x10°> UFC/mL, 0 que mostra o
risco representativo dos isolados da carne de ovino do presente trabalho.
Independente do tipo de microrganismo, medidas de higiene devem ser
aplicadas para controlar ou reduzir a carga bacteriana dos cortes de ovinos,
aumentando a seguranca dos alimentos e a vida (til do produto final (OSES
et al., 2010).

A utilizagdo de farmacos no combate aos microrganismos revolucionou
o tratamento meédico. Por outro lado, o uso indiscriminado de antibidticos
favoreceu o aparecimento de bactérias resistentes. Isso ocorre devido ao
processo de adaptacdo genética dos organismos as mudancas no seu meio
ambiente (SILVEIRA et al., 2006).

Os resultados dos testes de sensibilidade e de resisténcia aos
antibioticos para as dezesseis cepas de E. coli encontram-se no GRAF. 1.
Esse teste indicou a Ciprofloxacina e o Cloranfenicol como os dois
antimicrobianos mais eficazes contra as bactérias identificadas (100% de

sensibilidade), seguidos da Gentamicina, com 94%. O indice de resisténcia
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multipla (IRMA) variou de 0,42 a 0,71, revelando a resisténcia de 100% das

cepas a pelo menos trés antibioticos.
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GRAFICO 1 - Perfil da sensibilidade e resisténcia antimicrobiana de
Escherichia coli isoladas de dezesseis carcacas de ovinos
comercializadas em Montes Claros — MG

Fonte: Da autora.

Em estudos diversos, pesquisadores observaram o perfil de resisténcia
ou sensibilidade semelhante ao encontrado neste trabalho. Os antibiéticos
muitas vezes ndo eram 0S mMesmMOs, mas pertenciam a mesma classe.
Solomakos et al. (2009), ao isolarem E. coli O157:H7 de alimentos e testarem
o perfil de sensibilidade, atribuiram a Tetraciclina o melhor desempenho
inibitorio, seguida pela Gentamicina. Assim como na pesquisa com a carne
de ovinos em Montes Claros, 100% das amostras apresentaram
multirresisténcia. Eles encontraram resisténcia de quase metade das cepas
ao Cloranfenicol, um antibiotico proibido em producdo animal, mas especifico
para o combate as enterobactérias, isso indica possibilidade de mutacdo da
E. coli.
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Cardoso et al. (2006), em analise da resisténcia antibidtica de
Salmonella enteritidis de carcacas de frango obtiveram 100% das amostras
resistentes a Tetraciclina e sensiveis, em igual percentagem, a
Ciprofloxacina, seguida da Gentamicina. Os autores enfatizam a necessidade
da busca de informacBes sobre a concentracdo inibitéria minima das
substancias para evitar a adaptacdo dos patdbgenos as grandes
concentracdes.

O teste de sensibilidade e resisténcia aplicado as nove cepas de
Staphylococcus sp. coagulase positiva € demonstrado no GRAF. 2. Os
resultados apontam a Gentamicina como o antibiético mais eficaz na
eliminacdo dessas bactérias, com 100% de sensibilidade, seguida pela
Ciprofloxacina com 88,8%. O IRMA variou de 0,42 a 0,71, e 67% dos

isolados mostraram-se resistentes a, no minimo, trés antibioticos.
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GRAFICO 2 - Perfil da sensibilidade e resisténcia antimicrobiana de
Staphylococcus sp. coagulase positiva isoladas de
dezesseis carcacas de ovinos comercializadas em Montes
Claros — MG

Fonte: Da autora.
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Moura (2006) encontrou 100% de sensibilidade bacteriana a
Norfloxacina, substancia pertencente a mesma classe da Ciprofloxacina, com
70,37% das amostras multirresistentes. Os antibiéticos trabalhados nas
pesquisas sdo utilizados no tratamento de seres humanos e de animais. O
uso sem controle dessas substancias pode ser o responsavel pela resisténcia
frequentemente diagnosticada. Silveira et al. (2006) relataram a adaptagéo
das cepas e a capacidade em superar até os antibiéticos mais potentes e
promissores, como a Oxacilina.

Pereira et al. (2009) apresentaram dados de resisténcia aos
antimicrobianos testados em cepas de S. aureus com 15% dos isolados
sensiveis a todos os antibiéticos empregados no teste, e 51% das amostras
com perfil intermediario ou resistente a pelo menos trés substancias. Os
resultados comprovam a adaptacdo desses patdgenos, obriga a industria a
buscar novas alternativas de compostos antimicrobianos ou ainda aumentar
as doses ou as concentragdes desses principios utilizados no tratamento das
infeccdes, trazendo prejuizos a saude dos individuos.

Tavares (2000) cita a resisténcia superior a 70% de Staphylococcus
sp. a classe das Penicilinas (beta-lactamicos), como observado no teste
apresentado anteriormente, e destaca o indice de resisténcia as penicilinas
antiestafilocdcicas, criadas como alternativa de combate a esses patégenos,
de até 66%, 0 mesmo encontrado nesta investigacdo. Para um novo
antibiético ser proveitoso por longo prazo € importante a adocao de medidas
de controle na sua utilizacéo, aplicando-os apenas em diagndsticos nos quais
se justifigue agente mais potente e ndo convencional. Essa atitude evitara o
surgimento prematuro de cepas resistentes. A resisténcia bacteriana ¢ um
sério problema de saude publica, merecedor de abordagem sob varios
aspectos (SILVEIRA et al., 2006). E importante pesquisar novos principios
com acao bactericida, menos agressivos a populacdo e ao meio ambiente,
como os Oleos essenciais.

Os resultados dos isolados e as situagGes apresentadas expdem a ma
qualidade higiénico-sanitaria das amostras, aspecto merecedor de verificagao
mais intensa e a rigorosa aplicacéo dos principios do sistema de Analise de

Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) para analisar, barrar e corrigir
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as falhas existentes no processo produtivo e evitar surtos de doencas
transmitidas por alimentos. Desmarchelier et al. (2007) recomendam o uso de
um sistema integrado para atenuar os riscos. Baseiam-se na associacdo do
APPCC com a pesquisa de patégenos, o monitoramento de residuos, a
aplicacdo adequada da cadeia de frio, de novas tecnologias, a informacéo e a
educacdo do consumidor, dentre outras acdes. Para os autores, o sistema
deve ser empregado para garantir a seguranca e a qualidade da carne e de
todos os produtos elaborados para o consumo humano.

O treinamento de profissionais manipuladores e a utilizacdo dos
conhecimentos existentes, comprovadamente eficazes, sdo necessarios para
estender o prazo de validade, aumentar a confiabilidade do produto e ajudar
a alavancar as vendas da carne de ovino, sem comprometer o bem-estar dos
individuos.

Em Montes Claros - MG, a auséncia do local adequado para o abate
de animais e a falha na fiscalizacdo dos estabelecimentos incentivam a
clandestinidade e expdem o consumidor ao risco. A implantagcdo de praticas
adequadas, ao longo da cadeia produtiva, no minimo, reduzird o ndmero de

patdgenos, favorecendo a comercializagdo da carne de ovino na cidade.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que as carcacas de ovinos comercializadas no
estabelecimento em Montes Claros — MG apresentam elevada carga
microbiana e a presenca de patdégenos alimentares. O alto indice de
resisténcia multipla das cepas aos antibiéticos, associado a incidéncia das

bactérias, representa risco a saude publica.
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CAPITULO 3 - EFEITO INIBITORIO E ATIVIDADE DESINFETANTE DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE ALFAVACAO E CRAVO-DA-INDIA CONT RA
Escherichia coli E Staphylococcus aureus ISOLADAS DE CARCACAS
DE OVINOS

RESUMO

Verificou-se a efetividade dos oleos essenciais de cravo e alfavacdo em
reduzir a contagem de Staphylococcus aureus e Escherichia coli inoculadas
em carne de ovino. Foram utilizadas quatro cepas e sete concentracdes dos
oleos nas técnicas de disco-difusdo e macrodiluicdo em caldo empregadas
na analise do efeito inibitorio. No teste de suspenséo, trabalhou-se com duas
cepas e duas concentracdes na determinacdo da atividade desinfetante. A
inibicdo foi observada nas concentracdes de 400, 200 e 100 uL/mL. O 6leo
de cravo foi melhor em relacdo ao alfavacdo para inativar as bactérias
isoladas das carcacas de ovinos. A concentracao bactericida minima dos
6leos contra os indculos variou de 50 a 200 pL/mL. O teste de suspenséo
mostrou que apos 5 minutos de contato com o desinfetante de cravo na
concentracao de 400 pL/mL os inéculos foram completamente inativados. Os
resultados mostraram significativa atividade bactericida e bacteriostatica dos
oleos essenciais frente aos patégenos.

Palavras-chave: Antisséptico. Microrganismos. Ocimum gratissimum L..
Segurancga alimentar. Syzygium aromaticum L..



CHAPTER 3 — INHIBITORY EFFECT AND DISINFECTANT ACTIVITY OF
ESSENTIAL OILS OF ALFAVACAO AND CLOVE AGAINST Escherichia
coli AND Staphylococcus aureus ISOLATED FROM SHEEP CARCASSES

ABSTRACT

Syzygium aromaticum L. and Ocimum gratissimum L. essential oils were
tested for their effectiveness in reduction the counts of inoculated
Staphylococcus aureus and Escherichia coli in sheepmeat. The inhibitory
effect was analysed by disk diffusion and broth macrodilution method with four
strains and seven concentrations. Disinfectant activity of the oils was
assessed using the suspension test with two strains and two concentrations.
The inhibition was observed at concentrations 400, 200 and 100 pL/mL.
Syzygium aromaticum L. oil was better than Ocimum gratissimum L. against
bacteria isolated from sheep -carcasses. The minimum bactericidal
concentration of the essential oils aginst inocula ranged from 50 to 200
pL/mL. The suspension test showed that after 5 minutes of contact, Syzygium
aromaticum L. disinfectant at 400 pL/mL deactivated the inoculants
completely. The results demonstrated that essential oils exerted a significant
bactericidal and bacteriostatic action against pathogens.

Keywords: Antiseptic. Microorganisms. Ocimum gratissimum L.. Food safety.
Syzygium aromaticum L..
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1 INTRODUCAO

Os alimentos sdo excelentes veiculos de disseminacdo de patégenos
como bactérias, virus e parasitas (NEWELL et al., 2010). Muitos desses sdo
causadores de doengas, como as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Varios contaminantes microbiolégicos pertencem a familia
Enterobacteriaceae (YILMA et al., 2007). Nos Ultimos vinte anos, diferentes
casos de diarreia foram atribuidos ao consumo de comida contendo E. coli
produtora de toxina (HUSSEIN; BOLLINGER, 2005; NEWELL et al., 2010),
Shigella ou Salmonella (BOROWSKY et al., 2006; BRASIL, 2005). Ja os
estafilococos sao frequentemente relacionados aos surtos de doencas
transmitidas por alimentos devido a capacidade de algumas cepas
produzirem enterotoxinas (VICOSA et al., 2010).

Muitos dos organismos patogénicos apresentam resisténcia aos
antibioticos tradicionalmente utilizados, devido ao uso indiscriminado e
inadequado dessas drogas (SARTORATTO et al., 2004). Além disso, existem
no mercado produtos com efeito antisséptico moderado ou mesmo
insuficiente (PITTEN et al.,, 2003), tornando-se notéria a necessidade da
descoberta de novas substancias com a¢do antimicrobiana (DUARTE et al.,
2007).

Os géneros alimenticios podem sofrer deterioracdo microbiana durante
sua vida (til. No semiarido brasileiro, os ovinos de corte dos pequenos
produtores sé@o abatidos e vendidos, geralmente, sem condi¢Bes higiénicas
apropriadas, afetando a qualidade sensorial e microbioldgica da carne (SA et
al., 2007). A carne de ovino é macia, suculenta, de aroma caracteristico e de
importancia econdmica consideravel (COSTA et al., 2008). O mercado
consumidor desse produto cresce a passos largos devido ao maior consumo
(BARROS et al., 2003).

Ultimamente, observa-se o aumento da demanda dos consumidores
por produtos seguros (RAJKOVIC et al., 2010; TODD, 2003), naturais e

isentos de conservantes quimicos, levando a indudstria a investigar elementos
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capazes de conservar e melhorar as caracteristicas sensoriais, mantendo as
propriedades nutricionais dos alimentos (GONI et al., 2009).

As pesquisas para o controle de contaminantes microbiolégicos foram
intensificadas e os tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos, empregados
isoladamente ou em conjunto, tém reduzido de forma significativa a
contaminacdo de superficies de carnes e carcacas (HUGAS; TSIGARIDA,
2008). Estudos comprovaram a acdo bactericida e/ou bacteriostatica de
especiarias, condimentos e extratos ou Oleos essenciais. Os 6leos
essenciais, metabolitos secundarios isolados de plantas, conquistaram o
mercado e o gosto dos consumidores pelos beneficios apresentados a saude
e 0 menor impacto ambiental (PEREIRA et al., 2008). Dentre as plantas e os
condimentos ja pesquisados e utilizados estdo o cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.) e o alfavac&o (Ocimum gratissimum L.).

O cravo-da-india € uma especiaria oriental, utilizada na culinaria
(BRUNETON, 1995), devido ao flavor marcante atribuido ao eugenol,
principal constituinte do 6leo (MAZZAFERA, 2003) e responsavel pelas acbes
antimicrobiana e antioxidante desse elemento (SCHERER et al., 2009). O
alfavacdo, ou alfavaca-cravo, € uma planta aromatica, conhecida pelos
aspectos medicinais (Di STASI et al., 2002) e uso na culinaria (PEREIRA;
MAIA 2007). O 6leo produzido pela espécie é eficaz no combate a diversos
patdogenos (MARTINS et al., 2009; ORAFIDIYA et al., 2006).

Assim, objetivou-se avaliar o efeito inibitério, a concentracéo
bactericida minima e a atividade desinfetante dos 6leos essenciais de cravo-
da-india e alfavacéo frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia

coli isoladas de carcacas de ovinos.
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2 MATERIAL E METODOS

Procedeu-se conforme as orientacbes da American Public Health
Association (APHA), descritas no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001).

2.1 Coletas de amostras

Foram coletadas amostras de 36 carcacas, recolhidas durante trés
visitas em acougue de Montes Claros — MG, entre os meses de margo e
junho de 2010. O abate dos animais era realizado de modo informal e
acontecia em local distinto ao da venda do produto, conforme informacdes do
proprietario do estabelecimento.

Empregou-se a técnica do esfregaco de superficie em cinco pontos
(pescoco, paleta, costelas, lombo e pernil), sendo os swabs transportados em
frascos com 50 mL do diluente agua peptonada a 0,1% (Himedia®)
(MIDURA; BRYANT, 2001). Os volumes dos frascos com os swabs (solucao
10'1) foram homogeneizados em agua peptonada 0,1% e, em seguida,
sofreram diluicio para a obtencdo das outras duas solucdes (107 e 107)
(SWANSON et al., 2001).

Recolhidas, as amostras seguiram em recipiente resfriado para o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Minas Gerais, ha mesma cidade, sendo

cultivadas no mesmo dia.
2.2 Pesquisa de coliformes termotolerantes e~ Escherichia coli

A determinacdo do nimero mais provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes foi calculada com série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato
Triptose (Oxo0id®) por diluicdo, incubados a 35-37 °C por 24 horas para o
teste presuntivo. As amostras positivas (crescimento com producdo de gas)
foram repassadas para tubos com caldo EC (Acumedia®), incubados a 45,5

°C por 48 horas. Para a confirmacédo de Escherichia coli, usou-se o meio agar
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Levine Eosina Azul de Metileno (Oxoid®) com as placas incubadas a 35 °C
por 24 horas, e as colbnias positivas repassadas para tubos inclinados
contendo o 4gar Padréo para Contagem (Acumedia®), incubados a 35 C por
24 horas. As cepas caracteristicas foram submetidas as provas bioquimicas
de citrato, indol, vermelho de metila e Voges-Proskauer (KORNACKI;
JOHNSON, 2001).

2.3 Pesquisa de Staphylococcus sp.

De cada diluigdo foi retirado 0,1 mL e inoculado na superficie de placas
de agar Baird-Parker (Himedia®), incubadas invertidas em temperatura de 35
°C por 48 horas. As colbnias tipicas de estafilococos (circulares, pretas ou
cinza-escuro, medindo de 2 a 3 mm de diametro, lisas, convexas, massa de
células esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou halo
transparente) foram contadas e transferidas para tubos com caldo Infusédo
Cérebro Coragéo ou Brain Heart Infusion (Himedia®), incubados por 24 horas
a 35 °C. Apos esse periodo, realizou-se o teste de coagulase com a adi¢ao
de 0,2 mL das culturas obtidas em BHI a 0,5 mL de Coagulase Plasma-EDTA
(Fluka®), incubados a 35-37 °C durante 6 horas com a verificacdo posterior
da presenca ou auséncia de coagulo (LANCETTE; BENNETT, 2001).

2.4 Material vegetal e extracdo dos 6leos essenciai s

A extracdo dos oO6leos essenciais foi realizada por meio da
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado. Foram cinco extracées
com 188 g cada de folhas frescas do alfavacéo coletadas no Horto de Plantas
Medicinais do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Minas Gerais, e duas extracBes utizando em cada uma 118 g de
inflorescéncias do cravo-da-india adquiridas no comércio de Montes Claros.
As amostras foram acondicionadas, separadamente, em baldes de 1 litro e
mantidas em ebulicdo por 3 horas, em temperatura constante. O teor foi
expresso em volume de dleo por massa seca do material utilizado na
extracao (SOUZA et al., 2010).
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O exemplar coletado do alfavacdo foi identificado pelo professor
Alexandre Salino e a exsicata esta depositada no Herbario BHCB da

Universidade Federal de Minas Gerais, sob o niimero 150123.

2.5 Analise cromatografica dos 6leos essenciais

As analises qualitativas para identificacdo dos constituintes dos dleos
essenciais foram realizadas no Laboratério de Produtos Naturais - Centro de
P&D Recursos Genéticos Vegetais, do Instituto Agrondmico de Campinas,
em Campinas — SP.

A separacédo e a quantificacdo (método de normalizacdo de area) das
substancias foram realizadas em cromatégrafo gasoso com detector de
ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-2010), sob as seguintes
condi¢cdes de analise: coluna capilar DB-5 (J&W Scientific; 30,0 m x 0,25 mm
x 0,25 um); temperaturas do injetor e do detector mantidas, respectivamente,
em 220 °C e 230 °C; gas hélio para arraste, com vazéo de 1,0 mL/min); split:
1/20; diluicdo: 1 yL de amostra/1 mL de acetato de etila; volume de injecdo:
1pL; programacdo da coluna com temperatura inicial de 60 °C, sendo
acrescidos 3 °C a cada minuto até atingir 240 °C.

A identificacdo das substancias foi realizada em cromatégrafo a gas
acoplado a espectrébmetro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000),
operando por impacto de elétrons (70eV), nas mesmas condi¢cdes
cromatograficas descritas acima, exceto em relagdo a coluna capilar: OV-5
(Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 ym). A
identificacdo dos compostos foi efetuada através da comparagédo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.)
e o indice de retencdo de Kovats (ADAMS, 2007). Para a obtencdo dos
indices de retencdo das substancias (IR), empregou-se uma mistura padrao
de hidrocarbonetos (Cy-C,y), injetados nas mesmas condi¢cdes operacionais

das amostras, aplicando-se a equacéo de Van den Dool; Kratz (1963).
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2.6 Avaliacdo da atividade inibitéria e bactericida dos dleos

Para a avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana dos 6éleos de
Syzygium aromaticum L. e Ocimum gratissimum L. frente as cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas das carcacas de ovinos e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8733,
utilizaram-se as metodologias de macrodiluicdo em caldo e de difusdo em
placas do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2003a, b).

Na difusdo em placas, uma aliquota de cada estirpe foi repicada em
caldo BHI (Himedia®) e em seguida levada para a estufa a 37 °C por 24
horas, para ativacdo. As culturas ativadas foram repicadas em agar TSA
(Triptic Soy Agar Himedia®) e incubadas sob as mesmas condicdes
anteriores. O indculo foi preparado colocando-se cinco col6nias isoladas das
placas em 5 mL de solucdo salina. Ajustou-se a turbidez ao equivalente a
solucdo padrdo de McFarland 0,5 (CLSI, 2003b).

Semeou-se com o auxilio de swab estéril 200 uL do in6culo na
superficie de placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Himedia®).
Discos de papel-filtro Whatman nimero um, 6 mm de didmetro, impregnados
com 10 uyL de cada concentracdo-teste foram distribuidos pela placa de
maneira uniforme, com o auxilio de pinca esterilizada.

Para a primeira concentracdo, utilizaram-se 400 pL de 6leo essencial,
27 uL de Tween 80 e o volume completado para 1 mL com &agua destilada
estéril, conforme metodologia proposta por Oliveira et al. (2006). Auxiliado
pelo vortex, agitou-se o volume final por 5 minutos. As concentragfes
avaliadas foram de 400; 200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 yL/mL, obtidas pelo
método de diluicdo seriada em razdo dois (CLSI, 2003a). Disco de papel
impregnado com Tween 80 representou o0 controle negativo, enquanto discos
de antibioticos comerciais serviram como controle positivo, sendo usados
Gentamicina 10 pg e Oxacilina 1 pg nas placas com Staphylococcus sp. e
Ciprofloxacina 5 pug e Oxacilina 1 ug nas placas com Escherichia coli, todos
da marca DME®. As placas seguiram para a estufa por 24 horas, a 37 T.

Finalizado o periodo de incubagdo, mediu-se e registrou-se em milimetros,
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com o auxilio de uma régua, o diametro da zona de inibicdo do crescimento
microbiano.

O experimento foi realizado segundo um delineamento em blocos
casualizados. O esquema fatorial foi de 4 x 2 x 7, sendo quatro bactérias
(Staphylococcus aureus e Escherichia coli isolados da carcaca de ovinos e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8733), dois
oleos e sete concentracdes, totalizando 56 tratamentos com duas repeticdes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo programa SAEG 9.1,
e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

No teste da concentragdo bactericida minima, empregou-se a técnica
de macrodiluicdo em caldo descrita por Chanwitheesuk et al. (2007), com
modificacdes. Foram testadas as sete concentracfes trabalhadas no teste de
difusdo, utilizando-se os mesmos principios de diluicdo seriada, porém,
substituindo-se a agua destilada pelo caldo BHI (Himedia®), preservando-se
os volumes. No final, acrescentaram-se 2,5 pL de cada in6culo obtido a partir
dos isolados da carne de ovinos, ajustados de forma equivalente a solugéo
padrdo de McFarland 0,5 e mantiveram-se os tubos por 24 horas incubados a
37 °C. ApGs a incubacéo, uma aliquota de cada tubo foi semeada em placas
com agar TSA (Triptic Soy Agar Himedia®) e essas encaminhadas a estufa
nas mesmas condicdes. A auséncia do crescimento bacteriano foi definida

como a CBM. O teste foi desenvolvido em duplicata.
2.7 Verificagcdo da eficiéncia dos 6leos como desinf  etantes

Na determinagcdo da atividade desinfetante empregou-se a
metodologia trabalhada por Medeiros et al. (2009), com técnicas do teste de
suspensao descritas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 1993). Foram testadas as concentracdes de 400 e 200 pyL/mL, as
mais efetivas no teste de difusdo em placas e da concentracao bactericida
minima, de cada Oleo essencial contra as cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8733. As suspensfes bacterianas
foram elaboradas em solugédo salina 0,85%, equivalente a solugéo padrao de

McFarland 0,5, com aproximadamente 1,5x10% UFC/mL.
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O volume de 900 pL dos desinfetantes - os mesmos trabalhados no
item 2.5, elaborados com os 6leos essenciais, Tween 80 e agua destilada —
foi distribuido assepticamente em tubos e somado a 100 pL de matéria
orgéanica estéril que se tratava de 10 g de carne de ovino, batida com 100 mL
de agua destilada e tindalizada uma vez por 30 minutos. Posteriormente,
foram adicionados 10 pL da suspensédo bacteriana e cronometrados os
tempos de exposicdo. Apds 5, 15, 30 e 60 minutos, por meio de alca
bacteriologica, repicou-se uma aliquota em tubos contendo 5 mL de caldo
Brain Heart Infusion (Himedia®), agitados e incubados a 37 °C por 96 horas.
Também no tempo de 5 minutos, aliquotas foram semeadas em agar Baird-
Parker (Himedia®) e EMB (Oxo0id®) para contagem do numero de colbnias
apos esse periodo de contato entre a solucdo desinfetante, a matéria
orgéanica e o inéculo. Apds a inoculacao, as placas seguiram para a estufa a
37 °C por 24 horas.

Nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas averiguou-se a turvacdo dos tubos,
a formacao de pelicula na superficie e/ou de precipitado no fundo da vidraria.
A turvacdo ou ndo era considerada, respectivamente, bactéria ativa
(resultado negativo) ou inativa (positivo). Os tubos classificados como
positivos foram repicados em meios sélidos especificos para S. aureus
(Baird-Parker, Himedia®) e E. coli (EMB, Ox0id®), incubados a 37 °C por 24
horas, para confirmacéo da eficacia do desinfetante por meio da auséncia de
crescimento bacteriano nas placas.

O teste com cada concentracéo foi realizado em duplicata e empregou-

se a andlise estatistica descritiva.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento e caracterizacdo quimica dos 6leos e  ssenciais

O rendimento dos 6leos essenciais, 2,77% do alfavacdo e 5,04% do
cravo, foi melhor do que o encontrado na literatura consultada. Pereira (2006)
obteve da inflorescéncia de Syzygium aromaticum L. o rendimento de 2,32%
enquanto a literatura relata a variacdo de 0,29% a 1,12% no rendimento do
Ocimum gratissimum L. (CRAVEIRO et al.,, 1981; FARIA et al.,, 2006;
NGASSOUM et al., 2003). Essas variacbes, de acordo com Cimanga et al.
(2002), podem ser atribuidas a fatores como o clima, a idade da planta, a
época da colheita e a forma de extracao. Silva et al. (1999) demonstraram a
influéncia da luz solar na producdo de eugenol. O teor desse composto
aromatico variou de 98,0% no Oleo extraido das folhas de Ocimum
gratissimum L. colhidas as 12 h, a 11,4% na coleta das 17 h.

O composto majoritario define o quimiotipo do Ocimum gratissimum L.
(SILVA et al., 2010). De acordo com a andlise cromatografica (GRAF. 1 e
TAB. 1, APENDICE A), esse composto é o eugenol (61,28%). Silva et al.
(1999) citam a existéncia de dois tipos quimicos de Ocimum gratissimum L., o
timol e o eugenol, e Freire et al. (2006) acrescentam a lista o geraniol.

O eugenol é o principal agente bacteriano presente no 6leo extraido
das folhas do alfavacdo, mas verificou-se também a presenca do timol,
reconhecido antimicrobiano (BURT, 2004), como um dos componentes
(8,07%). Cimanga et al. (2002) especulam o envolvimento dos constituintes
menos abundantes, como o timol, o carvacrol, o linalol e o y-terpineno, na
atividade biolégica dos 6leos. Para Maciel et al. (2002), os indmeros
constituintes das plantas, com compostos de classes ou estruturas diferentes,
contribuem para a mesma atividade. Essa responsabilidade nao cabe apenas
as substancias presentes em maiores propor¢des sendo sugerido, inclusive,
o efeito sinergistico entre os componentes. Bakkali et al. (2008) corroboram
essa afirmativa. Para eles, € mais significativo estudar os 6leos em sua
totalidade do que apenas alguns dos seus componentes, por se tratar de

misturas complexas cujos efeitos biologicos podem ser resultantes das
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principais moléculas presentes ou da sinergia entre todas as moléculas

apontadas pela analise cromatografica.
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GRAFICO 1 -Cromatograma do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L.
analisado por cromatografia gasosa com detector de massas

Fonte: Instituto Agronémico de Campinas, 2011.

Nota: 1- tricicleno, 2-a-pineno, 3-sabineno, 4- B-pineno, 5-mirceno, 6-a-
felandreno, 7-a-terpineno, 8-p-cimeno, 9-limoneno, 10-cis-B3-
ocimeno, 1ll-trans-B-ocimeno, 12-y-terpineno, 13-substancia nao
identificada, 14-m-cimeno, 15-linalol, 16- substancia ndo identificada,
17-timol, 18-o-metoxiacetofenona, 19-carvacrol, 20-eugenol, 21-
trans-cariofileno, 22-a-humuleno, 23-B-farnesene, 24-germacreno D,
25-B-selineno, 26-a-selineno, 27-B-bisaboleno, 28-acetato de
eugenila, 29-substancia nao identificada.

O composto fendlico eugenol também é o principal componente da
esséncia do cravo-da-india (GRAF. 2 e TAB. 2, APENDICE B). Estudado
como conservante de alimentos (PEREIRA, 2006), é encontrado no cravo-da-
india e em outras plantas. Sao atribuidas a essa substancia atividades como
a antifingica (FARIA et al., 2006), antimicotoxigénica (DAMBOLENA et al.,
2010), antibacteriana (SANTURIO et al., 2007) e antioxidante (PEREIRA,
MAIA, 2007). Wengiang et al. (2007) e Oliveira et al. (2009) também

encontraram no 6leo de Syzygium aromaticum L. o eugenol como principio
mais abundante.
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GRAFICO 2 - Cromatograma do 6leo essencial de Syzygium aromaticum L.
analisado por cromatografia gasosa com detector de massas

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas, 2011.

Nota: 1- substancia nao identificada, 2- eugenol, 3- trans-cariofileno, 4- a-
humuleno, 5- acetato de eugenila, 6- 6xido de cariofileno.

3.2 Atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais sobre

Escherichia coli e Staphylococcus aureus

No teste de difusdo em placas, as cepas reagiram de forma diferente
aos Oleos, independente de ambos possuirem o eugenol como principal
componente. As médias dos diametros dos halos encontram-se na TAB. 3.
As zonas de inibicAo foram observadas em apenas trés das sete
concentragdes (400, 200 e 100 pL/mL) (FIG. 1), o que fez cair a média dos
resultados, mas nédo interferiu na interpretacdo dos mesmos. O halo de
inibicdo é a area sem crescimento detectavel de microrganismo a olho nu
(CLSI, 2003b) e esta diretamente relacionado a sensibilidade da amostra
bacteriana (BRASIL, 2008)".

1 ; ’ . ’
www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo5/interpretacao.htm
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TABELA 3
Diametros dos halos de inibicdo (mm) dos 6leos essenciais de cravo e
alfavacéo contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli

S. aureus de S. aureus E. coli de E. coli
carcagas de ATCC 25923 carcacas de | ATCC 8733
Oleo ovinos ovinos
Didmetro do halo (mm)
Alfavacéo 2,57 Bb 2,36 Ab 3,71 Ba 4,79 Aa
Cravo-da- 4,00 Ab 2,79 Ab 5,14 Aa 3,43 Ab
india

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
significancia. Letras mailUsculas comparam as médias nas colunas e, as mindsculas,
nas linhas.

Fonte: Da autora.

FIGURA 1 - Halos de inibicdo formados
pelas concentragées do 6leo
de alfavacéo

Fonte: Da autora.



As médias 4,00 mm e 5,14 mm mostram a melhor acdo do dleo de
cravo, comparado ao de alfavacao (2,79 e 3,43 mm), frente as bactérias
isoladas da carne de ovino. O mesmo ndo foi observado com os
microrganismos-padrdo ATCC que, estatisticamente, responderam de forma
andloga a atividade dos dois 6leos. Os resultados relatados por Oussalah et
al. (2007) e Pereira (2006) ratificam esses dados, pois 0s primeiros testaram
28 plantas contra E. coli O157:H7, S. Typhimurium, S. aureus e L.
monocytogenes, e sete delas, dentre as quais o cravo, exibiram forte
atividade antimicrobiana contra as quatro bactérias, e o segundo, igualmente
atribuiu ao cravo-da-india os melhores resultados de inibicdo para E. coli e S.
aureus.

O ¢6leo essencial do alfavacdo foi mais efetivo contra as bactérias
Gram-negativas, com médias de didmetro iguais a 3,71 e 4,79 mm. No
trabalho de Kotzekidou et al. (2008), dentre as espécies testadas, a mais
sensivel aos 0Oleos e aos extratos vegetais era Gram-negativa e a mais
resistente, Gram-positiva, corroborando os resultados encontrados. Em geral,
as bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Salmonella sp., sdo
menos sensiveis a acdo dos 6leos essenciais. Isso provavelmente ocorre
devido a dificuldade dos compostos agirem sobre a complexa estrutura da
parede celular desses microrganismos (CIMANGA et al., 2002; HOLLEY;
PATEL, 2005). Burt (2004) cita outros estudos que fortalecem essa
proposicdo. A parede celular das bactérias Gram-positivas é permeavel e
normalmente ndo restringe a passagem de antimicrobianos. A membrana
externa das Gram-negativas favorece a resisténcia, pois ndo permite, ou pelo
menos dificulta, a introducdo das moléculas téxicas no citoplasma ou outro
local de destino (DENYER; MAILLARD 2002; LAMBERT, 2002).

O método de difusdo em placas (difusdo em disco ou difusdo em agar)
€ simples, confiavel (BRASIL, 2008) e um dos mais utilizados nos testes de
verificagdo da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais (TAJKARIMI et
al., 2010), visto que averigua, de forma rapida, a suscetibilidade de varios
microrganismos a muitas substancias (PONCE et al., 2003). Além da
diversidade estrutural da célula, devem-se considerar as diferengas

metabolicas entre os microrganismos (HOLLEY; PATEL, 2005), uma vez que
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a acdo antimicrobiana dos constituintes varia consideravelmente de acordo
com a linhagem da espécie (SILVA et al., 2009).

O efeito bioldgico dos compostos fendlicos, como o eugenol, e das
esséncias em geral, é facil ser observado nos experimentos, mas o
mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado. Normalmente,
considera-se como inicio do mecanismo a degradacdo da parede celular,
provocando danos a membrana proteica e citoplasmatica, a interrupcdo da
forca motriz de prétons, o fluxo de elétrons e o transporte ativo, favorecendo a
coagulacédo do citoplasma (KOTZEKIDOU et al., 2008; SILVA et al., 2010).

De acordo com os resultados, 400 pL/mL foi a concentracdo mais
efetiva para as cepas dois, trés e quatro, com halos de 10,25, 12,25 e 13,75
mm (TAB. 4), respectivamente, sendo mais eficiente no éleo de cravo, com
zona de inibicdo de 13,38 mm (TAB. 5). A cepa um reagiu de forma
semelhante a 400 e 200 pL/mL. A pesquisa de Duarte et al. (2007) difere
deste trabalho, visto que ao testarem a atividade de Oleos essenciais
extraidos de plantas medicinais brasileiras contra diferentes sorotipos de E.
coli, observaram atividade inibitéria do alfavacdo em concentracdes entre 600
a > 1000 pL/mL, ou seja, no minimo 50% superiores. Ja Pereira (2006), com
a esséncia de cravo testada em S. aureus e E. coli, observou a formacdo do
halo de inibicdo em praticamente todas as concentracfes, mas a mais efetiva
para S. aureus foi de 50%, superior a este trabalho, e 10% para E. coli,
resultado mais satisfatério. Em analogia, infere-se que 400 uL/mL representa

40% de 6leo na solucéo.
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TABELA 4
Relagdo entre as concentragdes dos 6leos essenciais de
alfavacao e cravo-da-india e bactérias Gram-positivas e negativas

Concentracéo (puL/mL)
Bactéria 400 200 100 50 25 | 125 | 65

Didmetro do halo (mm)

1 11,50Aa 925Aa 225Bb OAb OAb OAb OAb
2 10,25Aa 6,00Bb 1,75Bc OAc OAc O0OAc OAc
3 1225Aa 10,25Ab 850Ab OAc OAc OAc OAc
4 13,75Aa 11,00Ab 4,00Bc OAd OAd OAd OAd

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
significancia. Letras mailsculas comparam as médias nas colunas e, as minusculas,
nas linhas.

Fonte: Da autora.

Nota: 1- Staphylococcus aureus de carcacas de ovinos; 2- Staphylococcus aureus
ATCC 25923; 3- Escherichia coli de carcagas de ovinos; 4- Escherichia coli
ATCC 8733.

Quanto menor a concentracédo inibitéria, melhor para a aplicacdo em
alimentos, pois esses compostos apresentam sabor e aroma marcantes e
podem alterar as caracteristicas organolépticas dos géneros alimenticios
(NEDOROSTOVA et al., 2009; TAJKARIMI et al., 2010). A utilizac&o de 6leos
essenciais para favorecer a seguranca dos alimentos € uma técnica viavel
(GONII et al., 2009), mas determinada a concentracdo capaz de impedir o
crescimento microbiano, qualquer mudanca pode modificar a natureza do
efeito inibitério (HOLLEY; PATEL, 2005), comprometendo a qualidade
microbiolégica do produto.

A concentracdo empregada é igualmente importante na verificacdo da
atividade inibitoria dos 6leos essenciais (PONCE et al., 2003), porque juntos
podem apresentar efeito citotoxico na célula viva (BAKKALI et al., 2008).
Dificilmente um dnico antimicrobiano natural, por mais potente, podera ser
usado em uma Unica concentracdo de modo eficaz em todos os tipos de
alimentos e contra todos os microrganismos (HOLLEY; PATEL, 2005;
YOSSA et al., 2010).



TABELA 5
Relagdo entre as concentragfes e os 6leos essenciais de alfavacdo
e cravo-da-india

Concentracdo (puL/mL)

Oleo 400 200 100 50 25 | 125 | 65

Didmetro do halo (mm)

Alfavacdao 10,50Ba 825Ab 4,75Ac OAd OAd OAd OAd

Cravo- 13,38 Aa 10,00Ab 350Ac OAd OAd OAd OAd
da-india

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
significancia. Letras mailUsculas comparam as médias nas colunas e, as mindsculas,
nas linhas.

Fonte: Da autora.

A atividade biolégica dos 6leos essenciais sobre E. coli e S. aureus
esta representada por equacdes de regressdo nos GRAF. 3 e 4. Os
resultados representados foram discutidos ao longo do texto e confirmam a
acdo e a poténcia dos principios antimicrobianos. As retas mostram o
comportamento do didmetro do halo em relacdo a interacdo das bactérias
com os 6leos e as concentracdes testadas. O efeito inibitdrio, a sensibilidade
bacteriana representada pela zona de inibicdo, aumentou a medida em que
houve o aumento da concentragao, mas variou conforme o 6leo aplicado e os
microrganismos-teste. As concentracdes abaixo de 100 pL/mL n&o

demonstraram atividade biolégica.
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Diametro do halo de inibi¢gao (mm)
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GRAFICO 3 - Halo de inibicdo (mm) determinado pelo efeito antimicrobiano

Fonte:

Nota:

do d6leo essencial de alfavacao sobre Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em funcdo das concentracdes
testadas (uL/mL)

Da autora.

BAC1- Staphylococcus aureus de carcacas de ovinos, BAC2-
Staphylococcus aureus ATCC 25923, BAC3- Escherichia coli de
carcagas de ovinos, BAC4- Escherichia coli ATCC 8733.
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GRAFICO 4 - Halo de inibicdo (mm) determinado pelo efeito antimicrobiano
do O6leo essencial de cravo sobre Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em funcdo das concentracdes
testadas (uL/mL)

Fonte: Da autora.

Nota: BAC1- Staphylococcus aureus de carcagas de ovinos, BAC2-
Staphylococcus aureus ATCC 25923, BAC3- Escherichia coli de
carcagas de ovinos, BAC4- Escherichia coli ATCC 8733.

A concentracdo bactericida minima (CBM) é definida como a menor
concentracdo do 6leo essencial capaz de destruir completamente o inéculo
(FU et al., 2007; POZZO et al., 2011). A tabela 6 apresenta os valores da

CBM para cada estirpe e 0leos testados.

TABELA 6
Concentracao bactericida minima (uL/mL) dos 6leos essenciais de alfavacéo
e cravo-da-india contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas de
carcacas de ovinos

Bactéria Oleo
Alfavacao Cravo-da-india
Staphylococcus aureus 50 50
Escherichia coli 200 100

Fonte: Da autora.



Os resultados demonstram menor concentracdo bactericida, 50 puL/mL,
para o 6leo de alfavacdo frente a S. aureus, enquanto para E. coli 0 mesmo
resultado so foi observado com 200 pL/mL, contrariando a resposta obtida no
teste de difusdo em placas executado anteriormente (TAB. 1). O método de
diluicdo, seja a microdiluicdo, a macrodiluicdo ou a diluicdo em agar, é
aplicado para definir a menor concentracao bactericida ou bacteriostatica de
um agente antimicrobiano (ALVES et al., 2008). Esse é o mais eficaz para
estabelecer a poténcia de uma substéncia pois, na metodologia da difuséo,
por exemplo, a possibilidade de falha é aumentada devido a possiveis
equivocos na elaboracdo do meio de cultura, na densidade da suspensao, na
medicdo do halo, na incubacédo por tempo e/ou temperatura inadequados etc
(RIOS; RECIO 2005).

Os resultados obtidos por Nakamura et al. (1999) estdo em
consonancia com os desse estudo, uma vez que a concentracdo bactericida
da esséncia de alfavacao para S. aureus foi menor, 1,5 ug/mL, em relacdo a
obtida para E. coli, 12 pg/mL. Em contrapartida, Silva et al. (2010)
encontraram resultados antagénicos, ou seja, menor CBM para a bactéria
Gram-negativa e a maior para a Gram-positiva; todavia, os pesquisadores
empregaram o Oleo das inflorescéncias e nédo das folhas da planta.

Assim como o alfavacdo, a esséncia do cravo apresentou menor
concentracdo bactericida minima frente a S. aureus, com 50 pL/mL. Na
pesquisa de Hoffman et al. (1999), o 6leo de cravo demonstrou ser bom
antimicrobiano pois inibiu por completo bactérias como S. aureus e S.
enteritidis, além de leveduras, a 10%. Moreira et al. (2005), em seus
trabalhos, observaram a efetividade do cravo contra estirpes de E. coli O157:
H7 somente em concentracdo 30 vezes superior ao encontrado nessa
pesquisa. Outros resultados favoraveis ao cravo, mas contrarios aos
resultados obtidos, isto €, com menor concentracdo identificada para bactéria
Gram-negativa, foram os de Fu et al. (2007) e Silva et al. (2009), cujas
unidades utilizadas na diluicdo foram diferentes das praticadas neste
trabalho.

Para aumentar as chances de inativacdo completa das col6nias,

Berrington; Gould (2001) sugerem a aplicacdo da maior concentracdo
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utilizada nos testes. Ponce et al. (2003), contudo, propdem pequenas
mudancas nas menores concentragbes para se conseguir alteracfes
significativas no comportamento das células. Ao alterarem 0s maiores
valores, nem as mudancas mais relevantes promoveram inativacdo que
justificasse o uso.

As desigualdades nos efeitos dos testes de sensibilidade podem ser
justificadas pela falta de uniformidade nos critérios estabelecidos pelos
pesquisadores (RIOS; RECIO 2005). As contradicbes observadas e a
dificuldade em se comparar os resultados obtidos nas pesquisas que
verificam a atividade antimicrobiana de plantas medicinais podem ser
consequéncia de diferencas nas condicdes ambientais no momento da
coleta, na porcdo da planta estudada, nas metodologias e nos protocolos
seguidos (AURICCHIO; BACCHI, 2003), nas caracteristicas fisico-quimicas
dos 6leos (NAKAMURA et al., 1999), na reciprocidade dos seus constituintes,
na forma de extracdo (MOREIRA et al., 2005; PONCE et al., 2003), dentre
outros.

Os dados revelam o potencial sanitizante dos 6leos essenciais de
alfavacdo e cravo. A confirmacdo do carater antisséptico foi verificada no

teste in vitro da eficiéncia como desinfetante.

3.3 Eficiéncia in vitro dos 6leos essenciais como desinfetantes

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(BRASIL, 1993), desinfetante é a substancia, ou o conjunto delas, “capaz de
destruir microrganismos patogénicos ndo esporulados em curto espaco de
tempo, quando aplicado a objetos inanimados”. O GRAF. 5 mostra as médias
de reducdo do numero de colbénias apés 5 minutos e 96 horas de aplicacdo

dos desinfetantes.
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GRAFICO 5 - Reductes médias do nimero de colénias de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8733 apds 5
minutos e 96 horas de contato in vitro com desinfetantes a
base de alfavacao e cravo-da-india

Fonte: Da autora.

Os resultados séo compativeis com a definicdo citada (BRASIL, 1993).
Verificou-se a reducdo do numero de células ja nos primeiros 5 minutos. O
antisséptico composto por alfavacdo na maior concentracdo reduziu E. coli e
S. aureus em 87 e 88%, respectivamente, e na concentragcdo de 200 puL/mL

observaram-se 58 e 78% a menos das colbénias. O produto & base de cravo-
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da-india a 400 pL/mL eliminou totalmente as duas espécies ja no inicio do
processo. Quando o teste foi realizado com a menor concentragédo, observou-
se apenas a diminuicdo da contagem das células de S. aureus e E. coli em
67 e 27%, nessa ordem.

Avancini; Wiest (2008) testaram a eficiéncia de desinfetante composto
por planta medicinal, na presenca de matéria orgénica, como neste trabalho,
enquanto Oliveira et al. (2010) e Tresoldi (2008) desenvolveram os testes na
auséncia dessa matéria. Essas pesquisas fortalecem os resultados obtidos
porque todos igualmente verificaram a relac@o direta entre a inativagdo da
dose infectante e o tempo, ou seja, quanto maior o periodo de contato do
desinfetante, maior a inativacdo dos microrganismos. Porém, Chorianopoulos
et al. (2008) constataram que, em geral, as redugdes significativas do nimero
de coldnias ocorrem nos primeiros 60 minutos de contato com o produto
natural. Para os autores, aumentar esse prazo nao melhora a eficiéncia da
desinfeccao.

O crescente interesse por compostos antibacterianos, como
antibioticos e desinfetantes, oriundos de plantas surge da necessidade de
criar novas estratégias (OLIVEIRA et al., 2010) para controlar, dentre outras
coisas, 0s patdgenos presentes no ar (BOUAZIZ et al., 2009), os zoonoticos
(PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010), a formacao de biofilmes e também para
atender & demanda dos consumidores, cada vez mais avessos aos
compostos sintéticos. Dentre as alternativas ao uso dos desinfetantes e
substancias quimicas comerciais, alguns pesquisadores propem o0 emprego
de plantas medicinais (AVANCINI et al., 2000).

O numero de pesquisas para verificar a eficacia dos compostos
naturais como desinfetantes € menor em relacdo aos trabalhos com produtos
guimicos comerciais. A presenca de compostos com atividade inibitoria
comprovada estimula a continuacao dos estudos para obtencdo de maneiras
seguras e mais naturais para a preservacao dos alimentos. Os resultados de
estudos in vitro evidenciam os 6leos e o0s extratos de plantas como fontes
potencialmente ricas para a medicina e a industria alimenticia, devido ao
amplo espectro de atividade contra patégenos (FU et al., 2007
KOTZEKIDOU et al., 2008).
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Além do menor custo, essas substancias podem contornar os efeitos
negativos provocados pelo uso indiscriminado de antimicrobianos
convencionais, favorecendo a medicina veterinaria, os produtores rurais, 0s
consumidores e o meio ambiente (AVANCINI; WIEST 2008; BOUAZIZ et al.,
2009; TRESOLDI, 2008).



4 CONCLUSAO

Os Oleos essenciais de alfavacdo e cravo-da-india apresentaram, in
vitro, atividade inibitéria bactericida e antisséptica satisfatéria frente as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas de carcagas de
ovinos, sendo promissora a sua utilizacdo como alternativa aos antibioticos e
antissépticos comerciais. Entretanto, é indispensavel o aprofundamento dos

estudos para a verificagdo de efeitos adversos.
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CAPITULO 4 - SUCO DE LIMAO FRENTE A Staphylococcus aureus E
Escherichia coli ISOLADAS DE CARCACAS DE OVINOS

RESUMO

Verificou-se a efetividade do suco de limdo em reduzir a contagem de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli inoculadas em carne de ovino.
Foram utilizadas quatro cepas e trés concentragdes do suco nas técnicas de
disco-difusdo e macrodiluicdo em caldo empregadas na andlise do efeito
inibitério. No teste de suspensao, trabalhou-se com duas cepas e uma
concentracdo na determinacdo da atividade desinfetante. A primeira
concentracdo foi mais efetiva na inativacdo de trés das quatro cepas
testadas. Ndo foi definida a concentracdo bactericida minima. O teste de
suspensao mostrou que apds 5 minutos de contato com o desinfetante todas
as bactérias foram inativadas. O suco de limdo apresentou caracteristica
antisséptica e pode ser uma nova alternativa no combate aos patégenos de
alimentos.

Palavras-chave: Acidos organicos. Citrus latifolia Tanaka. Desinfetante.
Microrganismos. Seguranca alimentar.
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CHAPTER 4 - LEMON JUICE AGAINST Staphylococcus aureus AND
Escherichia coli ISOLATED FROM SHEEP CARCASSES

ABSTRACT

Lemon juice was tested for its effectiveness in reducing the counts of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli inoculated in sheepmeat. The
inhibitory effect was analysed by disk diffusion and broth macrodilution
method with four strains and three concentrations. Disinfectant activity of the
lemon juice was assessed using the suspension test with two strains and one
concentration. The first concentration was more effective to make inactive
three of the four tested strains. Minimum bactericidal concentration was not
determined. The suspension test showed that all of the bacteria were
inactivateafter 5 minutes of contactwtih the disinfectant. Lemon juice showed
antiseptic characteristic and may one new alternativeto fight foodborne
pathogens.

Keywords: Organic acids. Citrus latifolia  Tanaka. Disinfectant.
Microorganisms. Food safety.
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1 INTRODUCAO

O mercado consumidor busca por alimentos frescos, seguros e
nutricionalmente saudaveis (RAJKOVIC et al., 2010). A demanda sucessiva
por géneros alimenticios com padrdes superiores de qualidade tem levado a
indUstria a buscar novos instrumentos capazes de conservar o produto por
mais tempo e de forma mais natural (ANDERSEN et al., 2005). Desse modo,
€ constante a pesquisa por substéncias com eficacia bactericida como os
acidos orgénicos (METRI et al., 2006; SILVA et al., 2001; VASCONCELOS et
al., 2002), os 6leos essenciais (DUARTE et al., 2007; FARIA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2008) e as bacteriocinas (MELO et al., 2005; NASCIMENTO
et al., 2008).

Os métodos para reduzir ou eliminar as bactérias patogénicas e as
deteriorantes sdo importantes para melhorar a seguranca da carne e dos
seus derivados, evitar a deterioracdo (MELO et al., 2005), reduzir as perdas
econdmicas (SILVA et al., 2001), ampliar a vida de prateleira e minimizar o
risco de doencas transmitidas por alimentos (DTA) (METRI et al., 2006;
VASCONCELOS et al., 2002). Entre os patégenos, Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella  spp., Listeria monocytogenes, Clostridium  botulinum,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus sé@o alguns dos microrganismos
mais preocupantes (HUFFMAN, 2002), visto que estdo comumente
envolvidos nos surtos de toxinfec¢cdo alimentar (BRASIL, 2005; SILVA et al.,
2001).

Os tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos aplicados, isolados ou
em combinacgdo, nas carcacas, sdo eficazes na reducdo da contaminacdo
superficial (HUGAS; TSIGARIDA, 2008). Dentre os métodos de
descontaminacdo empregados estdo a lavagem e a desinfeccdo com agua
gelada ou quente, a aplicacdo de vapor e de produtos quimicos
(DESMARCHELIER, 2007; DUBAL et al, 2004). Essas tecnologias
conseguem inativar de forma significativa os microrganismos, melhorar o
perfil microbiolégico da carne (HUFFMAN, 2002) e preservar as
caracteristicas sensoriais (RAJKOVIC et al., 2010).
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O uso de acidos organicos como o ascorbico, o citrico, o latico e o
propidnico, observados naturalmente em frutas e alimentos fermentados, &
um dos meios disponiveis para descontaminacdo de alimentos (SENGUN;
KARAPINAR, 2004). Os &cidos orgéanicos fracos sdo de baixo custo e
comprovadamente eficazes na diminuicdo do numero de patdégenos nos
alimentos (RAJKOVIC et al., 2010). Os produtos agem de maneira distinta
com diferentes microrganismos (DUBAL et al., 2004) e o resultado varia
conforme o tipo e a concentragao do acido utilizado, o tempo de contato, a
forma de aplicacdo e o microrganismo-alvo (METRI et al., 2006; SANTOS et
al., 2010).

Diante do exposto, objetivou-se determinar a atividade antimicrobiana,
a concentracdo bactericida minima e a atividade desinfetante do suco de
limdo frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas

de carcacas de ovinos.
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2 MATERIAL E METODOS

Procedeu-se conforme as orientacbes da American Public Health
Association (APHA), descritas no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001).

2.1 Coletas de amostras

Foram coletadas amostras de 36 carcacas, recolhidas durante trés
visitas em acougue de Montes Claros — MG, entre os meses de margo e
junho de 2010. O abate dos animais era realizado de modo informal e
acontecia em local distinto ao da venda do produto, conforme informacdes do
proprietario do estabelecimento.

Empregou-se a técnica do esfregaco de superficie em cinco pontos
(pescoco, paleta, costelas, lombo e pernil), sendo os swabs transportados em
frascos com 50 mL do diluente agua peptonada a 0,1% (Himedia®)
(MIDURA; BRYANT, 2001). Os volumes dos frascos com os swabs (solucao
10'1) foram homogeneizados em agua peptonada 0,1% e, em seguida,
sofreram diluicio para a obtencdo das outras duas solucdes (107 e 107)
(SWANSON et al., 2001).

Recolhidas, as amostras seguiram em recipiente resfriado para o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Minas Gerais, ha mesma cidade, sendo

cultivadas no mesmo dia.
2.2 Pesquisa de coliformes termotolerantes e~ Escherichia coli

A determinacdo do nimero mais provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes foi calculada com série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato
Triptose (Oxo0id®) por diluicdo, incubados a 35-37 °C por 24 horas para o
teste presuntivo. As amostras positivas (crescimento com producdo de gas)
foram repassadas para tubos com caldo EC (Acumedia®), incubados a 45,5

°C por 48 horas. Para a confirmacédo de Escherichia coli, usou-se o meio agar
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Levine Eosina Azul de Metileno (Oxoid®) com as placas incubadas a 35 °C
por 24 horas, e as colbnias positivas repassadas para tubos inclinados
contendo o 4gar Padréo para Contagem (Acumedia®), incubados a 35 C por
24 horas. As cepas caracteristicas foram submetidas as provas bioquimicas
de citrato, indol, vermelho de metila e Voges-Proskauer (KORNACKI;
JOHNSON, 2001).

2.3 Pesquisa de Staphylococcus sp.

De cada diluigdo foi retirado 0,1 mL e inoculado na superficie de placas
de agar Baird-Parker (Himedia®), incubadas invertidas em temperatura de 35
°C por 48 horas. As colbnias tipicas de estafilococos (circulares, pretas ou
cinza-escuro, medindo de 2 a 3 mm de diametro, lisas, convexas, massa de
células esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou halo
transparente) foram contadas e transferidas para tubos com caldo Infusédo
Cérebro Coragéo ou Brain Heart Infusion (Himedia®), incubados por 24 horas
a 35 °C. Apos esse periodo, realizou-se o teste de coagulase com a adi¢ao
de 0,2 mL das culturas obtidas em BHI a 0,5 mL de Coagulase Plasma-EDTA
(Fluka®), incubados a 35-37 °C durante 6 horas com a verificacdo posterior
da presenca ou auséncia de coagulo (LANCETTE; BENNETT, 2001).

2.4 Preparo e avaliagdo da atividade inibitoria e b actericida das

solucdes

Os tratamentos foram realizados com suco de lim&o (Citrus latifolia
Tanaka) integral e diluido a 50% e 25% em agua destilada estéril. Os limdes
foram lavados, sanitizados em solucdo clorada 200 ppm por 15 minutos e
enxugados em papel toalha branca estéril. A faca, a tabua e o espremedor
utiizados no corte do fruto e na extracgdo do sumo também foram
esterilizados em autoclave.

Para a avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana frente as cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas das carcacas de ovinos e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8733, utilizou-
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se as metodologias de macrodiluicdo em caldo e de difusdo em placas do
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2003a, b).

Na difusdo em placas, uma aliquota de cada estirpe foi repicada em
caldo BHI (Himedia®) e em seguida levada para a estufa a 37 °C por 24
horas, para ativacdo. As culturas ativadas foram repicadas em agar TSA
(Triptic Soy Agar Himedia®) e incubadas sob as mesmas condi¢cdes acima. O
indculo foi preparado colocando-se cinco colbnias isoladas das placas em 5
mL de solucdo salina. Ajustou-se a turbidez conforme a solucdo-padrdo de
McFarland 0,5 (CLSI, 2003b).

Semeou-se com o0 auxilio de swab estéril 200 uL do in6culo na
superficie de placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Himedia®).
Discos de papel-filtro Whatman nimero um, 6 mm de diametro, impregnados
com 10 pL de cada solucdo-teste foram distribuidos pela placa de maneira
uniforme, com o auxilio de pinca esterilizada.

Para a primeira solugdo, utilizaram-se 1000 pyL do suco de liméo
integral, conforme metodologia proposta por Silva et al. (2001). Na segunda
solucgéo, suco diluido a 50%, utilizou-se 500 pL da primeira, acrescido de 500
ML de agua destilada estéril, conforme o método de diluigdo seriada (CLSI,
2003a). A terceira solucéo, diluicdo a 25%, foi elaborada da mesma maneira.
Auxiliado pelo vortex, agitou-se o volume final por 5 minutos. Disco de papel
impregnado com agua destilada representou o controle negativo, enquanto
discos de antibidticos comerciais serviram como controle positivo, sendo
usados Gentamicina 10 pug e Oxacilina 1 pg nas placas com Staphylococcus
sp. e Ciprofloxacina 5 pg e Oxacilina 1 pug nas placas com Escherichia coli,
todos da marca DME®. As placas seguiram para a estufa por 24 horas, a 37
€. Finalizado o periodo de incubagdo, mediu-se e registrou-se em
milimetros, com o auxilio de uma régua, o didmetro da zona de inibicdo do
crescimento microbiano.

O experimento foi realizado segundo um delineamento em blocos
casualizados. O esquema fatorial foi de 4 x 3, sendo quatro bactérias
(Staphylococcus aureus e Escherichia coli isolados da carcaca de ovinos e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8733) e trés

solucdes, totalizando doze tratamentos com trés repeticdes. Os dados foram
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submetidos a analise de variancia pelo programa SAEG 9.1 e as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

No teste da concentracdo bactericida minima empregou-se a técnica
de macrodiluicdo em caldo descrita por Chanwitheesuk et al. (2007), com
modificacdes. Foram testadas as trés solucfes trabalhadas no teste de
difusdo, utilizando-se os mesmos principios de diluicdo seriada porém,
substituindo-se a agua destilada pelo caldo BHI (Himedia®), preservando-se
os volumes. No final, acrescentaram-se 2,5 pL de cada in6culo obtido a partir
dos isolados da carne de ovinos, equivalente a solucdo-padrédo de McFarland
0,5 e mantiveram-se 0s tubos por 24 horas incubados a 37 °C. Apés a
incubacdo, uma aliquota de cada tubo foi semeada em placas com agar TSA
(Triptic Soy Agar Himedia®) e essas encaminhadas & estufa nas mesmas
condi¢cdes. A auséncia do crescimento bacteriano foi definida como a CBM. O

teste foi desenvolvido em triplicata.

2.5 Verificagcéo da eficiéncia do suco de limdo como desinfetante

Na determinagcdo da atividade desinfetante empregou-se a
metodologia trabalhada por Medeiros et al. (2009), com técnicas do teste de
suspensao descritas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 1993). Foi testado contra as cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8733 o suco de liméo diluido a 50%
porque o integral possui flavor (sabor e aroma) marcante e normalmente
altera as caracteristicas organolépticas do alimento quando utilizado. As
suspensdes bacterianas foram elaboradas em solucdo salina 0,85%,
equivalente a solugdo-padrao de McFarland 0,5, com aproximadamente
1,5x10° UFC/mL.

O volume de 900 uL do desinfetante trabalhado no item 2.3, elaborado
com o suco de limdo diluido 50% em &gua destilada, foi distribuido
assepticamente em tubos, somado a 100 puL de matéria organica estéril que
se tratava de 10 g de carne de ovino, batida com 100 mL de agua destilada e
tindalizada uma vez por 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 10

pL da suspenséo bacteriana e cronometrados os tempos de exposi¢do. Apos
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5, 15, 30 e 60 minutos, por meio de alga bacteriologica, repicou-se uma
aliquota em tubos contendo 5 mL de caldo Brain Heart Infusion (Himedia®),
agitados e incubados a 37 °C por 96 horas. Também no tempo de 5 minutos,
aliquotas foram semeadas em agar Baird-Parker (Himedia®) e EMB (Ox0id®)
para contagem do nimero de coldnias apés esse periodo de contato entre a
solucdo desinfetante, a matéria organica e o inéculo. Ap6s a inoculacédo, as
placas seguiram para a estufa a 37 °C por 24 horas.

Nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas averiguou-se a turvacdo dos tubos,
a formacao de pelicula na superficie e/ou de precipitado no fundo da vidraria.
A turvacgdo ou nao turvagao era considerada, respectivamente, bactéria ativa
(resultado negativo) ou inativa (positivo). Os tubos classificados como
positivos foram repicados em meios sélidos especificos para S. aureus
(Baird-Parker, Himedia®) e E. coli (EMB, Ox0id®), incubados a 37 °C por 24
horas, para confirmacéo da eficacia do desinfetante por meio da auséncia de
crescimento bacteriano nas placas.

O teste com cada concentracéo foi realizado em duplicata e empregou-

se a andlise estatistica descritiva.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade inibitéria do suco de liméo

A verificacdo do efeito inibitério do suco de lim&o pelo teste de difusédo
em placas, também conhecido como disco-difusdo, revelou a primeira
concentracdo, o suco de lim&o integral, como a mais efetiva na inativacdo de
trés das quatro cepas testadas (TAB. 1 e GRAF. 1), com os didmetros dos
halos medindo 7,33; 8,66 e 8,00 mm. Somente para E. coli ATCC 8733 a
concentracdo da solugdo foi indiferente na eliminacdo da bactéria. Essa
Ultima averiguacéo € importante, pois quanto menor a concentracao inibitoria
da substéncia acida, melhor para aplicacao, uma vez que evita a mudanca na
coloragdo da superficie da carcaca (SILVA et al., 2001).

A sensibilidade ou resisténcia das cepas as concentracdes €
demonstrada pela formagcdo do halo de inibicdo, area sem crescimento
evidente, revelado a olho nu (CLSI, 2003b). Observa-se nas duas Ultimas
linhas da tabela os halos de inibicdo iguais a 0 mm para as cepas Gram-
positivas, revelando a resisténcia das bactérias as diluicdes de 50% e 25%,
diferente das Gram-negativas, cujas zonas de inibicado foram averiguadas
guando aplicadas as trés solucdes-teste. O resultado é condizente com a
literatura, pois, para Ostermann et al. (2005), a suscetibilidade das bactérias
Gram-negativas aos acidos com menos de oito carbonos, como o citrico e o
ascorbico presentes no limdo (MENDONCA et al., 2006; SANTOS et al.,
2010), é maior do que a das Gram-positivas. Segundo os autores, uma das
formas de acdo desses acidos € a difusdo por meio da membrana celular até
o citoplasma, onde liberam prétons e acidificam o meio, cujo pH estava
préximo da neutralidade. A acidificacdo impede o funcionamento adequado
do sistema enzimatico, do transporte de nutrientes, 0 metabolismo de outras

substancias e a sintese de DNA.
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TABELA 1

Didametros dos halos de inibicdo (mm) do suco de lim&o contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Solugdo | S. aureus de S. aureus E. colide E. coli
(%) carcagas de ATCC 25923 | carcacasde | ATCC 8733
ovinos ovinos
Didmetro do halo (mm)
100 7,33 Ab 8,66 Aa 8,00 Ab 7,66 Ab
50 0,00 Bc 0,00 Bc 7,33 Bb 8,00 Aa
25 0,00 Bb 0,00 Bb 7,00 Ba 7,33 Aa

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%
de significancia. Letras mailsculas comparam as médias nas colunas e, as
minudsculas, nas linhas.

Fonte: Da autora.
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GRAFICO 1 - Halo de inibicdo (mm) determinado pelo efeito antimicrobiano
do suco de limdo sobre Escherichia coli e Staphylococcus
aureus em funcédo das concentracdes testadas (%)

Fonte:

Nota:

Da autora.

BAC1- Staphylococcus aureus de carcagas de ovinos, BAC2-
Staphylococcus aureus ATCC 25923, BAC3- Escherichia coli de
carcagas de ovinos.
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Buscaram-se na literatura pesquisas nas quais a sensibilidade de
microrganismos frente ao suco de liméo fosse analisada por meio dos testes
de disco-difusdo e macrodiluicho, mas nada foi obtido nas fontes
examinadas. Os trabalhos verificados aplicaram a técnica de aspersao da
carcaca com 0 sumo ou 0s acidos organicos ou imersdo da amostra de
determinado alimento nessas mesmas substancias.

Silva et al. (2001) aspergiram solucdes a base de suco de limédo
integral e diluido a 50% e de &acidos organicos em carcacas de frango. Apds 1
hora de contato, investigou-se a redugdo do nimero de microrganismos na
superficie, obtendo-se resultados comprobatérios da acdo sanitizante do
limdo, o que corrobora este trabalho. Os autores atribuiram ao tratamento
com o suco integral o melhor indice de reducdo na contagem de bactérias
aerobias mesofilas, assim como ocorreu com as cepas de S. aureus dessa
investigacao, seguido pelo suco diluido. Para o controle de coliformes totais e
termotolerantes nas carcacas, eles sugeriram a utilizacdo de solu¢cdes menos
concentradas visto que a incidéncia diminuiu de forma analoga com as duas
concentracdes. Na atual pesquisa, verificou-se a inativacdo da bactéria E.
coli, pertencente ao grupo dos coliformes termotolerantes, em solucéo
contendo 25% de suco, caracterizando maior sensibilidade do
microrganismo, com possibilidade de novos testes.

Santos et al. (2010) testaram quatro solugbes naturais de uso
doméstico, sendo suco de lim&o, vinagre de alcool, mistura de suco com
vinagre (1:1) e mistura de suco com vinagre e agua (1:1:1), na reducéo de E.
coli inoculada em alface. Como no presente estudo, os resultados foram
satisfatdrios para a inibicdo das cepas e os pesquisadores recomendaram o
uso do suco de lim&o e do vinagre, sozinhos ou combinados na propor¢ao
1:1, para a descontaminacdo de vegetais folhosos. Esses dois itens séo
fontes regulares de acidos acético e citrico, nessa ordem, comumente
utilizados como temperos para saladas e alguns tipos de carnes e podem ser
considerados bons antissépticos alternativos.

A pesquisa de Sengun; Karapinar (2004) assemelha-se a ultima citada
e também reforca a comprovacdo da atividade antimicrobiana in vitro do

lim&o. Ao testarem o suco e o vinagre, obtiveram resultados parecidos contra
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S. typhimurium em cenouras. Os pesquisadores averiguaram a reducao de
2,68 e 3,95 log ufc/g na contagem do microrganismo apés 15 e 60 minutos,
respectivamente, de imersdo do vegetal no suco. O emprego da mistura do
sumo com o vinagre na proporcdo 1:1 demonstrou atividade antimicrobiana
maxima com a reducdo das células viaveis a niveis indetectaveis apés 30
minutos de exposicdo. Para os autores, a mistura foi a melhor alternativa
para a eliminacdo de S. typhimurium em cenouras, seguida pelo suco
integral.

A aplicagdo do suco de lim&o como sanitizante natural da carne faz
parte da pratica doméstica, assim como a utilizacdo de ervas, temperos e
condimentos como o orégano, O cravo, 0 manjericdo e o alecrim com
caracteristicas bactericidas ou bacteriostaticas comprovadas (FU et al., 2007;
MOREIRA et al., 2005; PEREIRA et al., 2008).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de frutos citricos e o
principal exportador desses sucos (LUZIA; JORGE, 2009; MENDONCA et al.,
2006). Apesar disso, as pesquisas comprobatérias da eficacia bactericida ou
bacteriostatica in vitro do suco de limdo s@o escassas, ao contrario do
ocorrido com os acidos organicos cujas investigacdes dos efeitos séo
abundantes (JAENISCH et al., 2010; METRI et al., 2006; VASCONCELOS et
al., 2002).

Define-se a concentracdo bactericida minima (CBM) como a menor
concentracdo da substdncia capaz de destruir completamente os
microrganismos (FU et al., 2007). No teste para determinacdo da CBM do
suco de limdo nao foi revelada, pelo método da macrodiluicdo, a atividade
bactericida frente as cepas-alvo. Como foi comprovada a eficiéncia
desinfetante do suco, isto é, o efeito microbicida em curto espago de tempo
(FIG. 1 e GRAF. 2), no teste cujos resultados sao analisados a seguir, pode-
se supor que o crescimento das colénias nas placas seja resultante do
método utilizado, que talvez ndo seja o mais apropriado para a analise desse
produto, ou ainda por mudangas na composicdo quimica do fruto em
consequéncia do clima, do tipo de solo, das partes utilizadas etc

(MENDONCA et al., 2006), pois os limdes empregados nos dois testes foram
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adquiridos em épocas e locais diferentes. Também pode-se inferir falhas no

desenvolvimento da metodologia.

3.2 Eficiéncia in vitro do suco de limao como desinfetante

O suco de limdo diluido a 50% demonstrou efeito bactericida
significativo, em curto espaco de tempo, frente as cepas testadas,
caracteristico de solucéo desinfetante (BRASIL, 1993). Nos cinco primeiros

minutos de contato ocorreu a inativagao completa das bactérias (GRAF. 2).

100 A
80 A
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40 - .
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GRAFICO 2 - Redugdo do numero de colénias de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 8733 ap6s 5
minutos e 96 horas de contato in vitro
com desinfetante a base de suco de
lim&o

Fonte: Da autora.

Néo foi encontrada na literatura consultada nenhuma referéncia do
teste da eficacia desinfetante do suco de limdo utilizando a mesma
metodologia. Assim, a interpretacdo dos dados foi realizada comparando-se
com trabalhos semelhantes desenrolados com &acidos orgéanicos, visto que

esses estao presentes no suco citrico.
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Jaenisch et al. (2010) utilizaram cinco desinfetantes, dentre eles um
composto de acidos organicos (citrico, lactico e ascorbico), frente a amostras-
padrao de S. aureus, E. coli e S. Enteritidis na presenca e auséncia de
matéria organica. O verificado foi a reducdo de 4 log na contagem dos
microrganismos, porém, no caso do composto de acidos organicos a acao
bactericida foi prejudicada pela presenca de matéria organica, diferente do
ocorrido nesta pesquisa, em que, mesmo na presenca da carne, a inativacéo
das bactérias foi total, transcorridos 5 minutos de contato com a solugéo
desinfetante.

Nas pesquisas desenvolvidas com carnes e carcacas, a inativagdo dos
microrganismos também foi positiva em presenca dos compostos acidos
organicos. Vasconcelos et al. (2002) imergiram amostras de carne ovina em
solucdo de acido acético 1% por 1 minuto e encontraram diferenca, para
menos, na contagem de coliformes termotolerantes, independente do periodo
de maturacdo. Coliformes totais reduziram 1 ciclo logaritmico ap0s trés dias
de armazenamento, e a contagem de bactérias mesdfilas e psicrotroficas caiu
em 2 e 3,5 ciclos logaritmicos, nessa ordem, apoés treze dias. Silva (1995)
aspergiu em carcacas bovinas solucdo de acidos organicos logo depois do
abate e averiguou a diminuicdo de 90% do numero de células viaveis da
superficie, mantendo baixas as contagens por até quinze dias sob
refrigeracdo. Apds a desossa, a carne obtida teve vida de prateleira 30%
maior em relagdo as demais. Ja Metri et al. (2006) trataram carne caprina
com 2% de acido acético, 1% de acido latico, 0,25% de acido citrico e 0,1%
de acido ascorbico e, apds sete dias sob refrigeracdo, as andlises
bacteriol6gicas acusaram a ocorréncia de coliformes termotolerantes na
contagem de 7,0 x 10 NMP/g, ao contrario dos 5,4 x 10° NMP/g iniciais. A
sanitizacdo desses produtos com &cidos organicos € uma alternativa viavel
para garantir a salubridade do género alimenticio do campo a mesa.

As carcacas sdo susceptiveis a contaminacdo devido a manipulacéo
intensa, a presenca de pelo ou penas na parte externa e das visceras na
parte interna (SILVA et al., 2001), sendo necessaria a aplicacdo de boas
praticas higiénico-sanitarias antes, durante e ap6és o abate para nédo

aumentar a contagem microbiana do produto (METRI et al., 2006). A
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elaboracdo de um desinfetante natural para reduzir ou eliminar a microbiota
deteriorante e patogénica na superficie é interessante por favorecer o prazo
de validade e restringir os riscos a saude do consumidor.

As substancias a base de &cidos organicos sdo caracterizadas como
biodegradaveis (JAENISCH et al., 2010). O uso de antissépticos menos
agressivos ao meio ambiente e capazes de atuar sobre os patdgenos de
alimentos é de interesse para prevenir os episédios de surtos de DTA,
favorecendo a seguranca alimentar (SANTOS et al., 2010; BOUAZIZ et al.,
2009, BOROWSKY et al., 2006), e auxiliar no combate a resisténcia
antimicrobiana as drogas convencionais (SILVA et al., 2009). Entretanto, os
desinfetantes ndo devem ser usados para combater 0s microrganismos
decorrentes de situacdes precarias de higiene. As boas praticas de
fabricacdo tém de ser aplicadas em toda a cadeia produtiva no intuito de
minimizar os riscos de contaminacéo. Apenas a aplicacdo de antissépticos na

porcao final do processo nao garantira a salubridade do alimento.
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4 CONCLUSAO

Nos testes in vitro, 0 suco de limdo apresentou atividade inibitéria e
antisséptica satisfatoria frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli isoladas de carcaca de ovino. Sugere-se, porém, o
aprofundamento dos estudos para a verificacdo de efeitos adversos e a
confirmacgédo do seu emprego como desinfetante natural alternativo, passivel

de uso em alimentos.

78



REFERENCIAS

ADAM, K.; BRULISAUER, F. The application of food safety interventions in
primary production of beef and lamb: a review. International Journal of
Food Microbiology , p. 1-10, 2010.

ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas
chromatography/mass spectroscopy. 4" ed. Carol Stream: Allured
Publishing Corporation, 2007. 803 p.

ALVES, E. G.; VINHOLIS, A. H. C.; CASEMIRO, L. A,; FURTADO, N. A. J.
C.; SILVA, M. L. A. E; CUNHA, W. R.; MARTINS, C. H. G. Estudo
comparativo de técnicas de screening para avaliagdo da atividade
antibacteriana de extratos brutos de espécies vegetais e de substancias
puras. Quimica Nova , v. 31, n. 5, p. 1224-1229, 2008.

AMARAL, M. F. Z. J.; BARA, M. T. F. Avaliacdo da atividade antifiingica de
extratos de plantas sobre o crescimento de fitopatdbgenos. Revista
Eletrénica de Farmacia , v. 2, n. 2, p. 5- 8, 2005. Suplemento.

ANDERSEN, H. J.; OKSBJERG, N.; YOUNG, J. F.; THERKILDSEN, M.
Feeding and meat quality — a future approach. Meat Science , v. 70, p. 543-
554, 2005.

ASTIZ, C. S. Calidad de la canal y de la carne ovina y caprina y los gustos de
los consumidores. Revista Brasileira de Zootecnia |, v. 37, p. 143-160, 2008.
Suplemento Especial.

AURICCHIO, M. T; BACCHI E. M. Folhas de Eugenia uniflora L. (pitanga):
propriedades farmacobotanicas, quimicas e farmacolégicas. Revista do
Instituto Adolfo Lutz ,v. 62, n. 1, p. 55-61, 2003.

AVANCINI, C. A. M.; WIEST, J. M. Atividade desinfetante do decocto de
Hypericum caprifoliatum Cham. e Shclecht. - Guttiferae
(“escadinha/sinapismo”), frente diferentes doses infectantes de
Staphylococcus aureus (agente infeccioso em mastite bovina). Revista
Brasileira de Plantas Medicinais , v.10, n.1, p. 64-69, 2008.

AVANCINI, C. A. M.; WIEST, J. M., MUNDSTOCK, E. Atividade
bacteriostatica e bactericida do decocto de Baccharis trimera (Less.) D.C.,
Compositae, carqueja, como desinfetante ou anti-séptico. Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia , v. 52, n. 3, p. 230-234 2000.

BAKKALI, F; AVERBECK, S.; AVERBECK, D.; IDAOMAR, M. Biological
effects of essential oils — A review. Food and Chemical Toxicology , v. 46, p.
446-475, 2008.

BARROS, N. N.; ALVES, J. U.; VASCONCELOS, V. R. Produzindo Cordeiros
de Qualidade para o Abate. Circular Técnica , Sobral, n. 28. p. 1-8, 2003.

79



80

BAUER, A.W.; KIRK, M.M.; SHERRIN, J.D. Antibiotics susceptibility testing by
standardized single disk method. American Journal of Clinical Pathology
v. 45, p. 493-496, 1966.

BERRINGTON, A.; GOULD, F. K. Use of antibiotic locks to treat colonized
central venous catheters. Journal of Antimicrobial Chemotherapy , v. 48, n.
5, p. 597-603, 2001.

BHANDARE, S. G.; SHERIKAR, A. T.; PATURKAR, A. M.; WASKAR, V. S;;
ZENDE, R. J. A comparison of microbial contamination on sheep/goat
carcasses in a modern Indian abattoir and traditional meat shops. Food
Control , v. 18, p. 854-858, 2007.

BONAGURIO, S.; PEREZ, J. R. O.; GARCIA, I. F. F.; BRESSAN, M. C,;
LEMOS, A. L. S. C. Qualidade da carne de cordeiros Santa Inés puros e
mesticos com Texel abatidos com diferentes pesos. Revista Brasileira de
Zootecnia , v. 32, n. 6, p. 1981-1991, 2003.

BORGES, A. da S.; ZAPATA, J. F. F.; GARRUTI, D. dos S.; RODRIGUES, M.
do C. P.; FREITAS, E. R.; PEREIRA, A. L. F. Medi¢8es instrumentais e
sensoriais de dureza e suculéncia na carne caprina. Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos , v. 26, n. 4, p. 891-896, 2006.

BOROWSKY, L. M.; BESSA, M. C.; CARDOSO, M. DE |.; AVANCINI, C. A.
M. Sensibilidade e resisténcia de amostras de Salmonella Typhimurium
isoladas de suinos abatidos no Rio Grande do Sul/Brasil frente aos
desinfetantes quimicos quaternario de amodnio e iodofor. Ciéncia Rural , v.
36, n. 5, p. 1474-1479, 2006.

BOUAZIZ, M.; YANGUI, T.; SAYADI, S.; DHOUIB, A. Disinfectant properties
of essential oils from Salvia officinalis L. cultivated in Tunisia. Food and
Chemical Toxicology, v. 47, p. 2755-2760, 2009.

BRASIL. Atos do Poder Executivo. Decreto n. 5.813, de 22 de junho de 2006.
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF, 23 jun. 2006. Secéo |, p. 2.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de
Defesa Agropecuaria. Portaria n. 101, de 11 de agosto de 1993. Métodos
analiticos para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes:
métodos microbioldgicos. Diario Oficial da Unido , Brasilia, DF, 17 ago.
1993. Secao 1. p. 11937.

BRASIL. Ministério da Saulde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Resolugdo - RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001. Regulamento Técnico Sobre
Padrbées Microbiolégicos para Alimentos. Diario Oficial da Unido , Brasilia,
DF, 10 jan. 2001. Secéo 1. p. 45.



81

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Vigilancia
Epidemiolégica das Doencas Transmitidas por Alimentos no Brasil, 1999 -
2004. Boletim Eletrdnico Epidemiolégico , Brasilia, DF, n. 6, p. 1-7, 2005.

BRASIL. Ministério da Saulde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos . Mddulo 5. 2008. Disponivel
em:<http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_pr
aticas/modulo5/interpretacao.htm>. Acesso em: 11 jun. 2011.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Salde. Analise
epidemiolégica dos surtos de doencas transmitidas p or alimentos no
Brasil, 1999 — 2009 , Brasilia, DF, p. 1-16, 2009.

BRASIL. Ministério da Saude. Desenvolvido pela Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2010. Apresenta os aspectos epidemioldgicos das doencas
transmitidas por alimentos de 1999 a 2010 . Brasilia, DF. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar_texto.cfm?idtxt
=31760>. Acesso em: 11 jun. 2011.

BRESSAN, M. C.; PRADO, O. V.; PEREZ, J. R. O.; LEMOS, A. L. S. C,,
BONAGURIO, S. Efeito do peso ao abate de cordeiros Santa Inés e
Bergamacia sobre as caracteristicas fisico-quimicas da carne. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos , v. 21, n. 3, p. 293-303, 2001.

BRUNETON, J. Pharmacognosy, Phytochemistry, Medicinal Plants . Paris:
Lavoisier, 1995. 915 p.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential
applications in foods — a review. International Journal of Food
Microbiology , v. 94, p. 223-253, 2004.

CANSIAN, R. L.; MOSSI, A. J.; OLIVEIRA, D. de; TONIAZZO, G.; TREICHEL,
H.; PAROUL, N.; ASTOLFI, V.; SERAFINI, L. A. Atividade antimicrobiana e
antioxidante do 6leo essencial de ho-sho (Cinnamomum camphora Ness e
Eberm Var. Linaloolifera fujita). Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , v. 30,
n. 2, p. 378-384, 2010.

CARDOSO, M. O.; RIBEIRO, A. R.; SANTOS, L. R. dos; PILOTTO, F.;
MORAES, H. L. S. de; SALLE, C. T. P.; ROCHA, S. L. da S.; NASCIMENTO,
V. P. do. Antibiotic resistance in Salmonella enteritidis isolated from broiler
carcasses. Brazilian Journal of Microbiology , v. 37, p. 368-371, 2006.

CHANWITHEESUK, A.; TEERAWUTGULRAG, A.; KILBURN, J. D,
RAKARIYATHAM, N. Antimicrobial gallic acid from Caesalpinia mimosoides
Lamk. Food Chemistry , v. 100, p. 1044-1048, 2007.



82

CHAPMAN, P. A.; MALO, A. T. C.; ELLIN, M.; ASHTON, R.; HARKIN, M. A.
Escherichia coli 0157 in cattle and sheep at slaughter, on beef and lamb
carcasses and in raw beef and lamb products in South Yorkshire, UK.
International Journal of Food Microbiology  , v. 64, p. 139-150, 2001.

CHORIANOPOULOS, N. G.; GIAOURIS, E. D.; SKANDAMIS, P. N,
HAROUTOUNIAN, S. A.; NYCHAS, G. -J. E. Disinfectant test against
monoculture and mixed-culture biofilms composed of technological, spoilage
and pathogenic bacteria: bactericidal effect of essential oil and hydrosol of
Satureja thymbra and comparison with standard acid-base sanitizers.
Journal of Applied Microbiology , v. 104, p. 1586—-1596, 2008.

CIMANGA, K.; KAMBU, K.; TONA, L.; APERS, S.; De BRUYNE, T,
HERMANS, N.; TOTTE’, J.; PIETERS, L.; VLIETINCK, A. J. Correlation
between chemical composition and antibacterial activity of essential oils of
some aromatic medicinal plants growing in the Democratic Republic of
Congo. Journal of Ethnopharmacology , v. 79, p. 213-220, 2002.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Document M7-
A6: Methods for dilution antimicrobial susceptibili ty tests for bacteria
that grow aerobically : approved standard. 6" ed. Wayne: CLSI, 2003a. 81 p.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Document M2-
A8: Performance standards for antimicrobial disk su sceptibility tests
approved standard. 8" ed. Wayne: CLSI, 2003b. 58 p.

COSTA, R. G.; CARTAXO, F. Q.; SANTOS, N. M.; QUEIROGA, R. C. R. E.
Carne caprina e ovina: composicdo lipidica e caracteristicas sensoriais.
Revista Brasileira de Saude e Produgcdo Animal , v. 9, n. 3, p. 497-506,
2008.

CRAVEIRO, A. A;; FERNANDES, A. G.; ANDRADE, C. H. S.; MATOS, F. J.
de A.; ALENCAR, J. W. de; MACHADO, I. L. Oleos Essenciais de Plantas
do Nordeste . Fortaleza: Edi¢cdes UFC, 1981. 210 p.

DAMBOLENA, J. S.; ZUNINO, M. P.; LOPEZ, A. G.; RUBINSTEIN, H. R;
ZYGADLO, J. A; MWANGI, J. W.; THOITHI, G. N.; KIBWAGE, I. O,
MWALUKUMBI, J. M.; KARIUKI, S. T. Essential oils composition of Ocimum
basilicum L. and Ocimum gratissimum L. from Kenya and their inhibitory
effects on growth and fumonisin production by Fusarium verticillioides.
Innovative Food Science and Emerging Technologies , v. 11, p. 410-414,
2010.

DENYER, S. P.; MAILLARD, J. -Y. Cellular impermeability and uptake of
biocides and antibiotics in Gram-negative bactéria. Journal of Applied
Microbiology Symposium Supplement , v. 92, p. 35S-45S, 2002.

DESMARCHELIER, P.; FEGAN, N.; SMALE, N.; SMALL, A. Managing safety
and quality through the red meat chain. Meat Science , v. 77, p. 28-35, 2007.



83

Di STASI, L. C.; OLIVEIRA, G. P.; CARVALHAES, M. A.; QUEIROZ-JUNIOR,
M.; TIEN, O. S.; KAKINAMI, S. H.; REIS, M. S. Medicinal plants popularly
used in the Brazilian Tropical Atlantic Forest. Fitoterapia , v. 73, p. 69-91,
2002.

DOWNES, F. P; ITO, K. Compendium of methods for the microbiological
examination of foods . 4" ed. Washington: American Public Health
Association, 2001. 676 p.

DOYLE, M. P.; ERICKSON, M. C. Emerging microbiological food safety
issues related to meat. Meat Science , v. 74, p. 98-112, 2006.

DUARTE, M. C. T.; LEME, E. E.; DELARMELINA, C.; SOARES, A. A;
FIGUEIRA, G. M.; SARTORATTO, A. Activity of essential oils from Brazilian
medicinal plants on Escherichia coli. Journal of Ethnopharmacology , v.
111, p. 197-201, 2007.

DUBAL, Z. B.; PATURKAR, A. M.; WASKAR, V. S.; ZENDE, R. J.; LATHA,
C.; RAWOOL, D. B.; KADAM, M. M. Effect of food grade organic acids on
inoculated S. aureus, L. monocytogenes, E. coli and S. Typhimurium in
sheep/goat meat stored at refrigeration temperature. Meat Science , v. 66, p.
817-821, 2004.

DURIGAN, M. F. B.; MATTIUZ, B.-H; DURIGAN, J. F. Injarias mecanicas na
qualidade pos-colheita de lima &cida ‘Tahiti’ armazenada sob condi¢édo
ambiente. Revista Brasileira de Fruticultura , v. 27, n. 3, p. 369-372, 2005.

ERNANDES, F. M. P. G.; GARCIA-CRUZ, C. H. Atividade antimicrobiana de
diversos 6leos essenciais em microrganismos isolados do meio ambiente.
Boletim CEPPA , v. 25, n. 2, p. 193-206, 2007.

ETCHEVERRIA, A. I.; PADOLA, N. L.; SANZ, M. E.; POLIFRONI, R.;
KRUGER, A.; PASSUCCI, J.; RODRIGUEZ, E. M.; TARABORELLI, A. L.;
BALLERIO, M.; PARMA, A. E. Occurrence of Shiga toxin-producing E. coli
(STEC) on carcasses and retail beef cuts in the marketing chain of beef in
Argentina. Meat Science , p. 1-4, 2010.

FARIA, T. de J.; FERREIRA, R. S.; YASSUMOTO, L.; SOUZA, J. R. P. de;
ISHIKAWA, N. K.; BARBOSA, A. de M. Antifungal activity of essential oil
isolated from Ocimum gratissimum L. (eugenol chemotype) against
Phytopathogenic Fungi. Brazilian Archives of Biology and Technology , v.
49, n. 6, p. 867-871, 2006.

FERNANDES, E. F. T. S.; PAULINO, A. A.; FERNANDES, M. F. T. S,
MOURA, A. P. B. L.; MOTA, R. A. Qualidade microbiolégica da carne de
ovinos (Ovis aries) comercializada nos mercados publicos do Recife-PE.
Medicina Veterinaria , v. 3, n. 4, p. 7-12, 2009.



84

FERRAO, S. P. B.; BRESSAN, M. C.; OLIVEIRA, R. P.; PEREZ, J. R. O,;
RODRIGUES, E. C. R.; NOGUEIRA, D. A. Caracteristicas sensoriais da
carne de cordeiros da raca Santa Inés submetidos a diferentes dietas.
Ciéncia e Agrotecnologia , v. 33, n. 1, p. 185-190, 2009.

FIGUEIREDO, V. F.; COSTA NETO, P. L. O. Implantacdo do HACCP na
inddstria de alimentos. Gestao & Produgédo , v. 8, n. 1, p. 100-111, 2001.

FIGUEIREDO, J. O. de; NEGRI, J. D. de; MATTOS JUNIOR, D. de; PIO, R.
M.; LARANJEIRA, F. F.; GARCIA, V. X. P. Comportamento de catorze porta-
enxertos para o lim&o Eureka km 47 na regido de Araraquara-SP. Revista
Brasileira de Fruticultura , v. 27, n. 1, p. 73-76, 2005.

FIRETTI, R.; CARRER, C. da C.; SILVA, V. L.; TRINDADE, M. A.; SOUZA, S.
C. de; SAVASTANO JUNIOR, H.; RIBEIRO, M. M. de L. de O. Percepgéo de
consumidores paulistas em relacdo a carne ovina: analise fatorial por
componentes principais. Revista Brasileira de Saude e Producéo Animal,
v.11,n. 1, p 1-13, 2010.

FLOREZ, E. A. de. Politicas de calidad en el sistema agroalimentario
espafiol. Agroalimentaria, n. 10, p. 63-72, 2000.

FRANCO, B. D. G. de M.; LANDGRAF, M. Microbiologia dos Alimentos
Sao Paulo: Atheneu, 2008. 182 p.

FREIRE, C. M. M.; MARQUES, M. O. M.; COSTA, M. Effects of seasonal
variation on the central nervous system activity of Ocimum gratissimum L.
essential oil. Journal of Ethnopharmacology , v. 105, p. 161-166, 2006.

FREITAS, M. F. L.; LEAO, A. E. D. S.; STAMFORD, T. L. M.; MOTA, R. A.
Ocorréncia de Staphylococcus aureus em carcacas de frango. Boletim
CEPPA, v. 22, n. 2, p. 271-282, 2004.

FU, Y.; ZU, Y.; CHEN, L.; SHI, X.; WANG, Z.; SUN, S.; EFFERTH, T.
Antimicrobial activity of clove and rosemary essential oils alone and in
combination. Phytotherapy Research , v. 21, p. 989-994, 2007.

FURTINI, L. L. R.; ABREU, L. R. Utilizagcdo de APPCC na indlstria de
alimentos. Ciéncia e Agrotecnologia , v. 30, n. 2, p. 358-363, 2006.

GONI, P.; LOPEZ, P.; SANCHEZ, C.; GOMEZ-LUS, R.; BECERRIL, R;
NERIN, C. Antimicrobial activity in the vapour phase of a combination of
cinnamon and clove essential oils. Food Chemistry , v. 116, p. 982-989,
20009.



85

GRZEGOZESKI, L. P.; CHIARADIA, V.; SILVESTRI, J. D. F.; CZYEWSKI, E.
CANSIAN, R. L. C.; EMMERICH, D.; PAROUL, N. Composi¢do quimica,
atividade antioxidante e antimicrobiana do 6leo essencial do Cravo-da-india
(Eugenia caryophyllata Thunb). In: XVII ENCONTRO DE QUIMICA DA
REGIAO SUL, 2009, Rio Grande. 18 a 20 de nov. 2009. p. 1-2.

GUN, H.; YILMAZ, A.; TURKER, S.; TANLASI, A.; YILMAZ, H. Contamination
of bovine carcasses and abattoir environment by Escherichia coli O157:H7 in
Istanbul. International Journal of Food Microbiology , v. 84, p. 339-344,
2003.

HOLLEY, R. A.; PATEL, D. Improvement in shelf-life and safety of perishable
foods by plant essential oils and smoke antimicrobials. Food Microbiology
v. 22, p. 273-292, 2005.

HUFFMAN, R. D. Current and future technologies for the decontamination of
carcasses and fresh meat. Meat Science , v. 62, p. 285-294, 2002.

HUGAS, M.; TSIGARIDA, E. Pros and cons of carcass decontamination: the
role of the European Food Safety Authority. Meat Science , v. 78, p. 43-52,
2008.

HUSSEIN, H. S.; BOLLINGER, L. M. Prevalence of Shiga toxin-producing
Escherichia coli in beef. Meat Science , v. 71, p. 676—689, 2005.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Pesquisa
Pecuaria Municipal. Desenvolvido pelo Sistema IBGE de Recuperagdo
Automatica, 2000. Apresenta o efetivo dos rebanhos. Disponivel em:
<http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/protabl.asp?c=73&z=t&0=22&i=P>.

Acesso em: 25 jun. 2011.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Pesquisa
Pecuaria Municipal. Desenvolvido pelo Sistema IBGE de Recuperagdo
Automatica, 2009. Apresenta o efetivo dos rebanhos. Disponivel em:
<http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/protabl.asp?c=73&z=t&0=22&i=P>.

Acesso em: 25 jun. 2011.

INTERNATIONAL COMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS
FOR FOODS - ICMSF. A simplified guide to understanding and using
food safety objectives and performance objectives , p- 25-35, 2006.

JAENISCH, F. R. F.; KUCHIISHI, S. S.; COLDEBELLA, A. Atividade
antibacteriana de desinfetantes para uso na producdo orgénica de aves.
Ciéncia Rural , v. 40, n. 2, p. 384-388, 2010.

JAIN, A.; AGARWAL, A. Biofilm production, a marker of pathogenic potential
of colonizing and commensal staphylococci. Journal of Microbiological
Methods , v. 76, p. 88-92, 2009.



JAY, J. M. Modern Food Microbiology. 6" ed. Las Vegas: Aspen
Publishers, 2000. 635 p.

KORNACKI J. L.; JOHNSON, J. L. Enterobacteriaceae, coliforms, and
Escherichia coli as quality and safety indicators. In: DOWNES, F. P; ITO, K.
Compendium of methods for the microbiological exami nation of foods .
4" ed. Washington: American Public Health Association, 2001. cap. 8, p. 69-
80.

KOTZEKIDOU, P.; GIANNAKIDIS, P.; BOULAMATSIS, A. Antimicrobial
activity of some plant extracts and essential oils against foodborne pathogens
in vitro and on the fate of inoculated pathogens in chocolate. LWT, v. 41, p.
119-127, 2008.

KRUMPERMAN P. H. Multiple antibiotic resistance indexing of Escherichia
coli to identify high-risk sources of fecal contamination of foods. Applied and
Environmental Microbiology , v. 46, n. 1, p. 165-170, 1983.

LAMAITA, H. C.; CERQUEIRA, M. M. O. P.; CARMO, L. S.; SANTOS, D. A;;
PENNA, C. F. A. M.; SOUZA, M. R. Contagem de Staphylococcus sp. e
deteccdo de enterotoxinas estafilocdcicas e toxina da sindrome do choque
téxico em amostras de leite cru refrigerado. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia , v. 57, n. 5, p. 702-709, 2005.

LAMBERT, P. A. Cellular impermeability and uptake of biocides and
antibiotics in Gram-positive bacteria and mycobacteria. Journal of Applied
Microbiology Symposium Supplement,  v. 92, p. 46S-54S, 2002.

LANCETTE, G. A.; BENNETT, R. W. Staphylococcus aureus and
staphylococcal enterotoxins. In: DOWNES, F. P; ITO, K. Compendium of
methods for the microbiological examination of food s. 4" ed.
Washington: American Public Health Association, 2001. cap. 39, p. 387-400.

LOPES, M.; GALHARDO, J. A.; OLIVEIRA, J. T.; TAMANINI, R.; SANCHES,
S. F.; MULLER, E. E.. Pesquisa de Salmonella spp. e microrganismos
indicadores em carcacas de frango e agua de tanques de pré-resfriamento
em abatedouro de aves. Ciéncias Agrarias , v. 28, n. 3, p. 465-476, 2007.

LUZIA, D. M. M.; JORGE, N. Ac¢éo antioxidante do extrato de sementes de
limdo (Citrus limon) adicionado ao 06leo de soja sob processo de
termoxidacgéo. Revista do Instituto Adolfo Lutz , v. 68, n. 1, p. 58-63, 2009.

MACIEL, M. A. M,; PINTO, A. C.; VEIGA Jr., V. F. Plantas medicinais: a
necessidade de estudos multidisciplinares. Quimica Nova , v. 25, n. 3, p. 429-
438, 2002.

86



87

MARTINELI, T. M.; ROSSI JUNIO, O. D.; CERESER, N. D.; CARDOZO, M.
V.; FONTOURA, C. L.; PERRI, S. H. V. Microbiological counting in lamb
carcasses from an abattoir in Sdo Paulo, Brazil. Ciéncia Rural , v. 39, n. 6,
p.1836-1841, 2009.

MARTINS, S. C. S.; MARTINS, C. M., ALBUQUERQUE, L. M. B;
FONTELES, T. V.; REGO, S. L. do; FAHEINA JUNIOR, G. da S. Perfil de
resisténcia de cepas de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de
manipuladores de alimentos. Boletim CEPPA , v. 27, n. 1, p. 43-52, 2009.

MAZZAFERA, P. Efeito alelopatico do extrato alcodlico do cravo-da-india e
eugenol. Revista Brasileira de Botanica , v. 26, n. 2, p. 231-238, 2003.

MEDEIROS, E. S. de; SANTOS, M. V. dos; PINHEIRO JUNIOR, J. W.;
FARIA, E. B. de; WANDERLEY, G. G.; TELES, J. A. A;; MOTA, R. A.
Avaliacao in vitro da eficacia de desinfetantes comerciais utilizados no pré e
pés-dipping frente amostras de Staphylococcus spp. isoladas de mastite
bovina. Pesquisa Veterinaria Brasileira , v. 29, n. 1, p. 71-75, 2009.

MELO, N. R.; SOARES, N. de F. F.; GONCALVES, M. P. J. C. Nisina: um
conservante natural para alimentos. Revista Ceres, v. 52, n. 303, p. 921-938,
2005.

MENDONCA, L. M. V. L.; CONCEICAO, A. da; PIEDADE, J.; CARVALHO, V.
D. de; THEODORO, V. C. de A. Caracterizacdo da composicao quimica e do
rendimento dos residuos industriais do lim&o Tahiti (Citrus latifolia Tanaka).
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , v. 26, n. 4, p. 870-874, 2006.

METRI, J. C.; ANDRADE, S. A. C.; MACHADO, E. C. L.; SHINOHARA, N. K.
S.; BISCONTINI, T. M. B. Controle bacteriol6gico de carne caprina para
elaboracdo de hambdrguer caprino defumado. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia , v. 58, n. 3, p. 427-431, 2006.

MIDURA, T. F.; BRYANT, R. G. Sampling plans, sample collection, shipment,
and preparation for analysis. In: DOWNES, F. P; ITO, K. Compendium of
methods for the microbiological examination of food s. 4" ed.
Washington: American Public Health Association, 2001. cap. 2, p. 13-23.

MIR, J. Industrial microbiology. A new challenge. International
Microbiology , v. 7, p. 81-82, 2004.

MOREIRA, M. R.; PONCE, A. G; del VALLE, C. E.; ROURA, S. I. Inhibitory
parameters of essential oils to reduce a foodborne pathogen. LWT, v. 38, p.
565-570, 2005.

MOR-MUR, M.; YUSTE, J. Emerging bacterial pathogens in meat and
poultry: an overview. Food Bioprocess Technol, v. 3, p. 24-35, 2010.



88

MOURA, A. P. B. L. Qualidade microbiolégica da carne caprina ( Capra
hircus, Linneaus, 1778) comercializada na cidade do Recife . 2006. 117 f.
Tese (Doutorado em Ciéncia Veterinaria) — Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, 2006.

NAKAMURA, C. V.; UEDA-NAKAMURA, T.; BANDO, E.; MELO, A. F. N
CORTEZ, D. A. G.; DIAS FILHO, B. P. Antibacterial activity of Ocimum
gratissimum L. essential oil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz , v. 94, n.
5, p. 675-678, 1999.

NASCIMENTO, M. da S. do; MORENO, I.; KUAYE, A. Y. Bacteriocinas em
alimentos: uma revisdo. Brazilian Journal of Food Technology , v. 11, n. 2,
p. 120-127, 2008.

NASTASIJEVIC, I.; MITROVIC, R.; BUNCIC, S. The occurrence of
Escherichia coli 0157 in/fon faeces, carcasses and fresh meats from cattle.
Meat Science , v. 82, p. 101-105, 2009.

NEDOROSTOVA, L.; KLOUCEK, P.; KOKOSKA, L., STOLCOVA, M.;
PULKRABEK, J. Antimicrobial properties of selected essential oils in vapour
phase against foodborne bactéria. Food Control , v. 20, p. 157-160, 2009.

NEWELL, D. G.; KOOPMANS, M.; VERHOEF, L.; DUIZER, E.; AIDARA-
KANE, A., SPRONG, H.; OPSTEEGH, M.; LANGELAAR, M.; THREFALL, J;
SCHEUTZ, F.; GIESSEN, J. V. D.; KRUSE, H. Food-borne diseases — The
challenges of 20 years ago still persist while new ones continue to emerge.
International Journal of Food Microbiology  , v. 139, p. S3-S15, 2010.

NGASSOUM, M. B.; ESSIA-NGANG, J. J.; TATSADJIEU, L. N.; JIROVETZ,
L.; BUCHBAUER, G.; ADJOUDJI, O. Antimicrobial study of essential oils of
Ocimum gratissimum leaves and Zanthoxylum xanthoxyloides fruits from
Cameroon. Fitoterapia , v. 74, p. 284-287, 2003.

NORMANNO, G.; FIRINU, A;; VIRGILIO, S.; MULA, G.; DAMBROSIO, A;
POGGIU, A.; DECASTELLI, L.; MIONI, R.; SCUOTA, S.; BOLZONI, G.; DI
GIANNATALE, E.; SALINETTI, A. P.; LA SALANDRA, G.; BARTOLI, M,
ZUCCON, F.; PIRINO, T.; SIAS, S.; PARISI, A.; QUAGLIA, N. C.; CELANO,
G. V. Coagulase-positive Staphylococci and Staphylococcus aureus in food
products marketed in Italy. International Journal of Food Microbiology , v.
98, p. 73-79, 2005.

OLIVEIRA, M. M. M. de; BRUGNERA, D. F.; CARDOSO, M. das G.; ALVES,
E.; PICCOLI, R. H. Disinfectant action of Cymbopogon sp. essential oils in
different phases of biofilm formation by Listeria monocytogenes on stainless
steel surface. Food Control , v. 21, p. 549-553, 2010.



OLIVEIRA, F. P. de; LIMA, E. de O.; SIQUEIRA JUNIOR, J. P. de; SOUZA, E.
L. de; SANTOS, B. H. C.; BARRETO, H. M. Effectiveness of Lippia sidoides
Cham. (Verbenaceae) essential oil in inhibiting the growth of Staphylococcus
aureus strains isolated from clinical material. Revista Brasileira de
Farmacognosia , v. 16, n. 4, p. 510-516, 2006.

OLIVEIRA, R. A. de; REIS, T. V.; SACRAMENTO, C. K. do; DUARTE, L. P;
OLIVEIRA, F. F. de. Constituintes quimicos volateis de especiarias ricas em
eugenol. Revista Brasileira de Farmacognosia , v. 19, n. 3, p. 771-775,
2009.

OLIVEIRA, S. de; SILVA, J. A. da; MACIEL, J. F.; AQUINO, J. de S.
Avaliacdo das condi¢Bes higiénico-sanitarias de carne bovina comercializada
em supermercados de Jodo Pessoa. Alimentos e Nutricdo , v. 19, n. 1, p.
61-66, 2008.

ORAFIDIYA, L. O.; ADESINA Jr, S. K.; IGBENEGHU, O. A.; AKINKUNMI, E.
0O.; ADETOGUN, G. E.; SALAU, A. O. The effect of honey and surfactant type
on the antibacterial properties of the leaf essential oil of Ocimum gratissimum
Linn. against common wound-infecting organisms. The International Journal
of Aromatherapy , v. 16, p. 57-62, 2006.

ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE. Higiene dos Alimentos —
Textos Basicos. Brasilia: Organizacao Pan-Americana da Saude, 2006. 64p.

OSES, S. M.; RANTSIOU, K.; COCOLIN, L.; JAIME, l; ROVIRA, J.
Prevalence and quantification of Shiga-toxin producing Escherichia coli along
the lamb food-chain by quantitative PCR. International Journal of Food
Microbiology , p. 1-31, 2010.

OSORIO, J. C. S;; OSORIO, M. T. M. SANUDO, C. Caracteristicas
sensoriais da carne ovina. Revista Brasileira de Zootecnia ,v. 38, p. 292-
300, 2009. Suplemento especial.

OSTERMANN, D.; SANFELICE, A. M.; VIEIRA, S. L.; VIOLA, E. S.
Metabolismo e bases conceituais para a acdo benéfica de acidos organicos
para frangos de corte. AveWorld , n. 15, p. 28-32, 2005.

OUSSALAH, M.; CAILLET, S.; SAUCIER, L.; LACROIX, M. Inhibitory effects
of selected plant essential oils on the growth of four pathogenic bacteria: E.
coli 0157:H7, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes. Food Control , v. 18, p. 414-420, 2007.

PACKER, J. F.; LUZ, M. M. S. Método para avaliacao e pesquisa da atividade
antimicrobiana de produtos de origem natural. Revista Brasileira de
Farmacognosia , v. 17, n. 1, p. 102-107, 2007.

PADULA, M; ITO, D. Embalagem e seguranca dos alimentos. Boletim de
tecnologia e desenvolvimento de embalagens , v. 18, n. 2, p. 1-6, 2006.

89



PALANIAPPAN, K.; HOLLEY, R. A. Use of natural antimicrobials to increase
antibiotic susceptibility of drug resistant bactéria. International Journal of
Food Microbiology , v. 140, p. 164—168, 2010.

PEREIRA, A. A. Efeito inibitdrio de 6leos essenciais sobre o cresc imento
de bactérias e fungos. 2006. 58 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos), Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2006.

PEREIRA, A. A,; CARDOSO, M. G.; ABREU, L. R. A.; MORAIS, A. R;
GUIMARAES; L. G. L.; SALGADO, A. P. S. P. Caracterizagdo quimica e
efeito inibitério de éleos essenciais sobre o crescimento de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Ciéncia e Agrotecnologia , v. 32, n. 3, p. 887-893,
2008.

PEREIRA, C. A. M.; MAIA, J. F. Estudo da atividade antioxidante do extrato e
do oleo essencial obtidos das folhas de alfavaca (Ocimum gratissimum L.).
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , v. 27, n. 3, p. 624-632, 2007.

PEREIRA, R. S.; SUMITA, T. C.; FURLAN, M. R.; JORGE, A. O. C.; UENO,
M. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais em cepas isoladas de
infeccao urinaria. Revista de Saude Publica , v. 38, n. 2, p. 326-328, 2004.

PEREIRA, V.; LOPES, C.; CASTRO, A.; SILVA, J.; GIBBS, P.; TEIXEIRA, P.
Characterization for enterotoxin production, virulence factors, and antibiotic
susceptibility of Staphylococcus aureus isolates from various foods in
Portugal. Food Microbiology , v. 26, p. 278-282, 2009.

PERETTI, A. P. de R.; ARAUJO, W. M. C. Abrangéncia do requisito
seguranca em certificados de qualidade da cadeia produtiva de alimentos no
Brasil. Gestdo & Producédo ,v. 17, n. 1, p. 35-49, 2010.

PEREZ, J. R. O.; CARVALHO, P. A. Consideracdes sobre carcacas ovinas.
Boletim Técnico , n. 61, p. 5-33, 2004.

PINHEIRO, R. S. B.; JORGE, A. M.; FRANCISCO, C. L.; ANDRADE, E. N.
Composigdo quimica e rendimento da carne ovina in natura e assada.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , v. 28, p. 154-157, 2008a. Suplemento.

PINHEIRO, R. S. B; SILVA SOBRINHO, A. G.; SOUZA, H. B. A;
YAMAMOTO, S. M. Caracteristicas sensoriais da carne de cordeiros n&do
castrados, ovelhas e capdes. Revista Brasileira de Saude e Producao
Animal , v. 9, n. 4, p. 787-794, 2008b.

PITTEN, F. -A.; WERNER, H. -P.; KRAMER, A. A standardized test to assess
the impact of different organic challenges on the antimicrobial activity of
antiseptics. Journal of Hospital Infection , v. 55, p. 108-115, 2003.

90



91

PONCE, A. G.; FRITZ, R.; del VALLE, C.; ROURA, S.I. Antimicrobial activity
of essential oils on the native microflora of organic Swiss chard. Lebensm.-
Wiss. u.-Technol , v. 36, p. 679-684, 2003.

PONCE, A.; ROURA, S. |; MOREIRA, M. del R. Essential oils as
biopreservatives: different methods for the technological application in lettuce
leaves. Journal of Food Science ,v. 76, n. 1, p. M34-M40, 2011.

PORTE, A.; GODOY, R. L. 0O. Alecrim (Rosmarinus officinalis L.):
propriedades antimicrobiana e quimica do 6leo essencial. Boletim CEPPA , v.
19, n. 2, p. 193-210, 2001.

POZZO, M. D.; VIEGAS, J.; SANTURIO, D. F.; ROSSATTO, L.; SOARES, I.
H.; ALVES, S. H.; COSTA, M. M. da. Atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais de condimentos frente a Staphylococcus spp. isolados de mastite
caprina. Ciéncia Rural , v. 41, n. 4, p. 667-672, 2011.

RAJKOVIC, A.; SMIGIC, N.; DEVLIEGHERE, F. Contemporary strategies in
combating microbial contamination in food chain. International Journal of
Food Microbiology , p. 1-14, 2010.

RIGOBELO, E. C.; TAKAHASHIB, L. S.; NICODEMOC, D.; AVILA, B. A;
MALUTA, R. P.; RUIZ, U. S., STELLA, A. E.. Viruléncia de cepas de
Escherichia coli isoladas de carcacas de ovinos. Revista Académica
Ciéncias Agrarias e Ambientais , v. 6, n. 4, p. 475-482, 2008.

RIOS, J. L.; RECIO, M. C. Medicinal plants and antimicrobial activity. Journal
of Ethnopharmacology , v. 100, p. 80—84, 2005.

RODRIGUES, A. C. A.; PINTO, P. S. A;; VANETTI, M. C. D.; BEVILACQUA,
P. D.; PINTO, M. S.; NERO, L. A. Analise e monitoramento de pontos criticos
no abate de frangos utilizando indicadores microbiologicos. Ciéncia Rural , v.
38, n. 7, p. 1869-1875, 2008.

ROTA, E. L.; OSORIO, M. T. M.; OSORIO, J. C. S.; OLIVEIRA, M. M.;
WIEGAND, M. M.; MENDONGCA, G.; ESTEVES, R. M.; GONCALVES, M.
Influéncia da castracdo e da idade de abate sobre as caracteristicas
subjetivas e instrumentais da carne de cordeiros Corriedale. Revista
Brasileira de Zootecnia , v. 35, n. 6, p. 2397-2405, 2006.

SA, J. L. de; S4&, C. O. de; SOBRAL, P. H. M.; COSTA, C. X.; SILVA, A. V. C.
da; MUNIZ, E. N.; CIPRIANO, L. W.; CORREIA NETO, J. Andlise sensorial e
microbiolégica da carne ovina submetida a diferentes formas de conservacao
no poés-abate. In: Simpdsio Internacional sobre Caprinos e Ovinos de
Corte, 3, 2007, Jodo Pessoa. Anais do Il Simpdsio Internacional sobre
Caprinos e Ovinos de Corte. Jodo Pessoa: 05 a 10 de nov. 2007. p. 1-4.



SANTOS, Y. O.; ALMEIDA, R. C. de C.; Gil GUIMARAES, A.; ALMEIDA, P. F.
Hygienic-sanitary quality of vegetables and evaluation of treatments for the
elimination of indigenous E. coli and E. coli O157:H7 from the surface of
leaves of lettuce (Lactuca sativa L.). Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , v.
30, n. 4, p. 1083-1089, 2010.

SANTURIO, J. M.; SANTURIO, D. F.; POZZATI, P., MORAES, C,
FRANCHIN, P. R.; ALVES, S. H. Atividade antimicrobiana dos 0leos
essenciais de orégano, tomilho e canela frente a sorovares de Salmonella
enterica de origem avicola. Ciéncia Rural , v. 37, n. 3, p. 803-808, 2007.

SARTORATTO, A.; MACHADO, A. L. M.; DELARMELINA, C.; FIGUEIRA, G.
M.; DUARTE, M. C. T.; REHDER, V. L. G. Composition and Antimicrobial
Activity of essential oils from aromatic plants used in Brazil. Brazilian Journal
of Microbiology , v. 35, p. 275-280, 2004.

SCHERER, R.; WAGNER, R.; DUARTE, M. C. T., GODOY, H. T.
Composicédo e atividades antioxidante e antimicrobiana dos 6leos essenciais
de cravo-da-india, citronela e palmarosa. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais , v. 11, n. 4, p. 442-449, 2009.

SENGUN, I. Y.; KARAPINAR, M. Effectiveness of lemon juice, vinegar and
their mixture in the elimination of Salmonella typhimurium on carrots (Daucus
carota L.). International Journal of Food Microbiology , v. 96, p. 301- 305,
2004.

SENNA, A. J. T.; PEDROZO, E. A.; KOLLER, O. C. Identificac&o e analise da
cadeia de distribuicdo das frutas citricas de mesa sem sementes: um estudo
de caso na cidade de Sao Paulo. Revista Brasileira de Fruticultura , v. 29,
n. 3, p. 508-512, 2007.

SHIBUYA, C. M. Analise sensorial da carne (m. L. dorsi) de novilhos
terminados com dietas de milho seco vs. Umido, com ou sem gordura
protegida (lactoplus), e de lactoplus vs. caroco de algodédo . 2004. 99 f.
dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) — Universidade Estadual
de Campinas, Campinas, 2004.

SILVA, J. A. Extensdo da vida-de-prateleira da carne bovina pela
utilizacdo de sanitizantes fisicos e quimicos . 1995. 141 f. Tese (Doutorado
em Engenharia de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 1995.

SILVA, J. A.; SOARES, L. F.; COSTA, E. L. Sanitizacdo de carcacas de
frango com solucdes de éacidos orgénicos comerciais e suco de liméo.
Revista Tec Carnes , v. 3, n. 1, p.19-26, 2001.

92



SILVA, L. L.; HELDWEIN, C. G.; REETZ, L. G. B.; HORNER, R;
MALLMANN, C. A.; HEINZMANN, B. M. Composi¢cdo quimica, atividade
antibacteriana in vitro e toxicidade em Artemia salina do 6leo essencial das
inflorescéncias de Ocimum gratissimum L., Lamiaceae. Revista Brasileira
de Farmacognosia , v. 20, n. 5, p. 700-705, 2010.

SILVA, M. G. de V.; CRAVEIRO, A. A,; ABREU MATOS, F. J.; MACHADO,
M. I. L.; ALENCAR, J. W. Chemical variation during daytime of constituents of
the essential oil of Ocimum gratissimum leaves. Fitoterapia , v. 70, p. 32-34,
1999.

SILVA, M. T. N.; USHIMARU, P. I.; BARBOSA, L. N.; CUNHA, M. L. R. S;
FERNANDES JUNIOR, A. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais de
plantas frente a linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
isoladas de casos clinicos humanos. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais , v. 11, n. 3, p. 257-262, 2009.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V. C. A; SILVEIRA, N. F. A.; TANIWAKI, M. H,;
SANTOS, R. F. S.; GOMES, R. A. R. Manual de Métodos de Anélise
Microbiolégica de Alimentos . 3. ed. Sdo Paulo: Varela, 2007. 536 p.

SILVEIRA, G. P.; NOME, F.; GESSER, J.C.; SA, M.M. Estratégias utilizadas
no combate a resisténcia bacteriana. Quimica Nova , v. 29, n. 4, p. 844-855,
2006.

SIQUEIRA, E. R.; ROCA, R. O.; FERNANDES, S.; UEMI, A. Caracteristicas
sensoriais da carne de cordeiros das racas Hampshire Down, Santa Inés e
mesticos Bergamacia x Corriedale abatidos com quatro distintos pesos.
Revista Brasileira de Zootecnia , v. 31, n. 3, p. 2397-2405, 2002.

SOFOS, J. N. Challenges to meat safety in the 21st century. Meat Science ,
v. 78, p. 3-13, 2008.

SOLOMAKOS, N.; GOVARIS, A.; ANGELIDIS, A.S.; POURNARAS, S,
BURRIEL, A.R.; KRITAS, S.K., PAPAGEORGIOU, D.K. Occurrence,
virulence genes and antibiotic resistance of Escherichia coli 0157 isolated
from raw bovine, caprine and ovine milk in Greece. Food Microbiology , v.
26, p. 865-871, 2009.

SOUSA, C. P. de. The impact of food manufacturing practices on food borne
diseases. Brazilian Archieves of Biology and Technology , v. 51, n. 4, p.
815-823, 2008.

SOUZA, E. L. de; BARROS, J. C. de; CONCEICAO, M. L. da;, GOMES
NETO, N. J.; COSTA, A. C. V. da. Combined aplication of Origanum vulgare
L. essential oil and acetic acid for controlling the growth of Staphylococcus
aureus in foods. Brazilian Journal of Microbiology , v. 40, p. 387-393, 2009.

93



SOUZA, M. F.; SOUZA JUNIOR, I. T; GOMES, P. A.; FERNANDES, L. A;;
MARTINS, E. R.; COSTA, C. A,; SAMPAIO, R.A. Calagem e adubacéo
orgénica na producdo de biomassa e 0Oleo essencial em Lippia citriodora
Kunth. Revista Brasileira de Plantas Medicinais , v. 12, n. 4, p. 401-405,
2010.

SPISSO, B. F.; NOBREGA, A. W. de; MARQUES, M. A. S. Residuos e
contaminantes quimicos em alimentos de origem animal no Brasil: histérico,
legislacdo e atuacao da vigilancia sanitaria e demais sistemas regulatorios.
Ciéncia & Saude Coletiva ,v. 14, n. 6, p. 2091-2106, 2009.

SWANSON, K. M. J.; PETRAN, R. L.; HANLIN, J. H. Culture methods for
enumeration of microrganisms. In: DOWNES, F. P; ITO, K. Compendium of
methods for the microbiological examination of food s. 4" ed.
Washington: American Public Health Association, 2001. cap. 6, p. 53-67.

TAJKARIMI; M. M.; IBRAHIM, S. A.; CLIVER, D.O. Antimicrobial herb and
spice compounds in food. Food Control , v. 21, p. 1199-1218, 2010.

TAVARES, W. Bactérias gram-positivas problemas: resisténcia do
estafilococo, do enterococo e do pneumococo aos antimicrobianos. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical , v. 33, n. 3, p. 281-301,
2000.

TODD, E. C. D. Microbiological safety standards and public health goals to
reduce foodborne disease. Meat Science , v. 66, p. 33—-43, 2003.

TORREZAN, R. Uso da tecnologia de alta pressdo para a inativacao de
microrganismos em produtos carneos. Boletim CEPPA | v. 21, n. 2, p. 249-
266, 2003.

TRESOLDI, G. Atividade antimicrobiana desinfetante “ in vitro” de
extracdes vegetais (decoctos) frente bactérias padr onizadas de
interesse em medicina veterinaria — sub projeto Casearia sylvestris e
Polygonum hydropiperoides. 2008. 52 f. Monografia (Graduacdo em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2008.

VAN DEN DOOL, H.; KRATZ, D. J. A generalization of the retention incex
system including linear temperature programmed gas-liquid partition
chromatograpy. Journal of Chromatography A, v. 11, p. 463-471, 1963.

VASCONCELOQOS, E. C.; ZAPATA, J. F. F.; FIGUEIREDO, E. A.; CASTELO
BRANCO, M. A. A.; BORGES, A. S. A microbiota da carcaca e da carne
ovina tratada com acido acético, embalada a vacuo e maturada por 48 dias.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , v. 22, n. 3, p. 272-277, 2002.

94



VELUSAMY, V.; ARSHAK, K.; KOROSTYNSKA, O.; OLIWA, K.; ADLEY, C.
An overview of foodborne pathogen detection: in the perspective of
biosensors. Biotechnology Advances , v. 28, p. 232-254, 2010.

VERAS, J. F.; CARMO, L. S.; TONG, L. C.; SHUPP, J. W.; CUMMINGS, C,;
SANTOS, D. A.; CERQUEIRA, M. M. O. P.; CANTINI, A.; NICOLI, J. R;;
JETT, M. A study of the enterotoxigenicity of coagulase-negative and
coagulase-positive staphylococcal isolates from food poisoning outbreaks in
Minas Gerais, Brazil. International Journal of Infectious Diseases , v. 12, p.
410-415, 2008.

VIANA, J. G. A.; SILVEIRA, V. C. P. Andlise econdmica da ovinocultura:
estudo de caso na Metade Sul do Rio Grande do Sul, Brasil. Ciéncia
Rural, v. 39, n. 4, p. 1187-1192, 2009.

VICOSA, G. N.; MORAES, P. M.; YAMAZI, A. K.; NERO, L. A. Enumeration of
coagulase and thermonuclease-positive Staphylococcus spp. in raw milk and
fresh soft cheese: An evaluation of Baird-Parker agar, Rabbit Plasma
Fibrinogen agar and the Petrifilm™ Staph Express count system. Food
Microbiology , v. 27, p. 447-452, 2010.

WENQIANG, G.; SHUFEN, L.; RUIXIANG, Y.; SHAOKUN, T.; CAN, Q.
Comparison of essential oils of clove buds extracted with supercritical carbon
dioxide and other three traditional extraction methods. Food Chemistry , v.
101, p. 1558-1564, 2007.

YILMA, Z.; FAYE, B.; LOISEAU, G.. Occurrence and distribution of species of
Enterobacteriaceae in selected Ethiopian traditional dairy products: A
contribution to epidemiology. Food Control , v. 18, p. 1397-1404, 2007.

YOSSA, N.; PATEL, J.; MILLER, P.; LO, Y. M. Antimicrobial activity of
essential oils against Escherichia coli O157:H7 in organic soil. Food Control ,
v. 21, p. 1458-1465, 2010.

ZWEIFEL, C.; FISCHER, R.; STEPHAN, R. Microbiological contamination of
pig and cattle carcasses in different small-scale Swiss abattoirs. Meat
Science, v. 78, p. 225-231, 2008.

95



APENDICE A
TABELA 1
Componentes quimicos do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L. (%)
P | Substancias reIZ:iva IR IR fit> P Substancias relZsiva IR. I:s*
1 tricicleno 1,07 923 926 16 ni 0,30 1172
2 a-pineno 0,30 930 939 17 timol 8,07 1287 1290
18 o-
3 Sabineno 0,21 969 975 metoxiacetofenona 0,22 1289 1291
4 -pineno 0,17 973 979 19 carvacrol 0,27 1295 1299
5 mirceno 1,21 987 990 20 eugenol 61,28 1355 1359
6 a-felandreno 0,18 1002 1002 21  trans-cariofileno 1,60 1415 1419
7 a-terpineno 1,02 1013 1017 22 a-humuleno 0,20 1454 1449
8 p-cimeno 5,23 1020 1024 23 B-farnesene 0,15 1453 1458
9 limoneno 0,33 1025 1029 24 germacreno D 0,25 1477 1477
cis-p - 25 B-selineno
10 ocimeno 1,14 1033 1037 0,38 1482
trans-p - 26 a-selineno
11 ocimeno 0,17 1043 1050 0,19 1491 1498
12 y-terpineno 8,88 1054 1059 27 [-bisaboleno 4,98 1504 1505
13 28 acetato de
ni 0,19 1062 eugenila 0,60 1520 1522
14 m-cimeno 0,45 1084 1085 29 ni 0,40
15 linalol 0,58 1095 1096 Total identificado 99,11
P: Pico

IR: indice de retengéo
IR lit. *: Indice de retencao da literatura (ADAMS, 2007)
ni= substancia néo identificada.

Fonte: Instituto Agronémico de Campinas, 2011.

Nota: Dados trabalhados pela autora.
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APENDICE B

TABELA 2
Componentes quimicos do 6leo essencial de
Syzygium aromaticum L. (%)

% relativa IR IR Iit.*

Pico Substancias
1 ni 0,29
2 eugenol 88,93 1357 1359
3 trans-cariofileno 3,23 1415 1419
4 a-humuleno 0,49 1449 1454

5 acetato de eugenila 6,80 1521 1525
6  Oxido de cariofileno 0,26 1578 1583

Total identificado 99,71

IR: indice de retengéo
IR lit.*: Indice de retencao da literatura (ADAMS, 2007)
ni= substancia n&o identificada

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas, 2011.
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