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Resumo

As doencgas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma importante causa de
enfermidades e morte em todo o mundo, dentre 0s micro-organismos envolvidos
destaca-se a Salmonella Enteretidis e Listeria monocytogenes. Neste sentido, o
estudo utilizando compostos antimicrobianos de origem vegetal e microbiana, como
0s Oleos essenciais e bacteriocinas sdo alternativas promissoras na conservacao e
garantia de alimentos seguros. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana bem como a concentragcdo minima inibitéria (CMI) do 6leo essencial
de gengibre (OG) e do peptideo produzido pelo Lactococcus lactis subespécie
hordniae (PP) contra S. Enteretidis e L. monocytogenes. Para isto, OG e PP foram
submetidos a avaliacdo da atividade antimicrobiana contra 0s micro-organismos
patogénicos através da técnica de difusdo em agar conforme descrito por Ostrosky et
al. (2008). Determinou-se a CMI do OG e do PP contra S. Enteretidis e L.
monocytogenes através do método descrito por Ostrosky et al. (2008). Os tamanhos
dos halos de inibicdo (mm) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
seguida do pés-teste de Tukey, com nivel de 95% de confiabilidade. O OG apresentou
atividade antimicrobiana contra S. Enteretidis e L. monocytogenes produzindo halos
de inibicdo de 8,75 e 18,62 mm, respectivamente. O PP apresentou atividade
antimicrobiana somente para L. monocytogenes, produziu halo de inibicdo de 21,5
mm. Nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tamanhos de halos
produzidos pela atividade antimicrobiana do OG e do PP contra L. monocytogenes.
Referente a CMI do OG foi de 250 e 0,48 upL.mL? contra S. Enteretidis e L.
monocytogenes, respectivamente, e de 0,48 uL.mL*do PP contra L. monocytogenes.
O OG e o PP apresentaram acdo antimicrobiana e podem ser uma alternativa
interessante na conservacao de alimentos.

Palavras-chave: Compostos naturais. Inibicdo. Micro-organismos patogénicos.

Fundamentacéao/Introducao
Atualmente é crescente o numero de bactérias resistentes a antimicrobianos, o
que tem aumentado a busca por compostos antimicrobianos de origem vegetal e
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microbiana pelas industrias farmacéuticas e alimenticias, isso em decorréncia a
preferéncia dos consumidores por alimentos com aditivos naturais. Destacam-se
como alternativas promissoras os estudos com 6leos essenciais e peptideos
produzidos por bactérias acido laticas (BAL).

Os Oleos essenciais caracterizam por apresentar misturas complexas de
compostos organicos com atividade antimicrobiana e antioxidante, resultantes do
metabolismo secundario da planta (ANDRADE et al., 2012).

O gengibre (Zingiber officinale roscoe) € amplamente conhecido e utilizado na
culinaria por apresentar odor e sabor picante (YADAV et al., 2012; LORENZI; MATOS,
2008). Além, de ser utilizado na medicina tradicional no tratamento de inflamacgdes,
doencas reumaticas e desconfortos gastrointestinais (PFEIFFER et al.,, 2006).
Estudos realizados com 06leo essencial e extratos de gengibre tem demonstrado
excelente atividade antimicrobiana contra diversos patdgenos alimentares, sendo
esses patdgenos bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas (SILVA et al., 2009;
ANDRADE et al., 2012; AHMED et al., 2012).

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo um grupo de micro-organismos Gram
positivos que podem estar presentes em diversos alimentos que apresentam a
capacidade de produzir varias substancias com atividade antagonista, como acidos
organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil e bacteriocinas, que tém potencial para
serem utilizadas na bioconservacéo de alimentos (MAGRO et al., 2000).

As bacteriocinas sdo peptideos antibidticos sintetizados nos ribossomas de
algumas BAL, biologicamente ativos, que possuem efeito antimicrobiano em
organismos intimamente relacionados, podendo ter um amplo espectro de atividade
antibacteriana (BIZANI et al., 2005). A Unica bacteriocina licenciada € a nisina,
produzida por algumas cepas de Lactococcus lactis subsp lactis, sendo composta por
34 aminodcidos. Isso indica que novos isolados como L. lactis subespécie hordniae
podem produzir peptideos e outros compostos com atividade antimicrobiana.

Considerando, que as doencas transmitidas por alimentos (DTA) sé&o
causadoras de enfermidades e morte em todo o mundo, dentre 0s principais micro-
organismos envolvidos destaca-se a S. Enteretidis e L. monocytogenes, a pesquisa
de compostos naturais com atividade antimicrobiana torna-se necessaria e
promissora, pois estes podem ser uma alternativa na substituicdo de aditivos
quimicos sintéticos utilizados comumente nas industrias de alimentos.

Objetivos

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e a
concentracdo minima inibitoria do 6leo essencial de gengibre e de peptideo produzido
pelo L. lactis subespécie hordniae contra L. monocytogenes e S. Enteritidis.

Delineamento e Métodos

O ¢6leo essencial de gengibre (OG) foi adquirido de formulacdo comercial na
cidade de Chapecé — SC. A nisina da marca Nisaplim (2,5 pL.L™) foi utilizada como
controle positivo para atividade antimicrobiana (NC).

O L. lactis subespécie hordniae (PP) foi isolado de alface e identificado pelo
sequenciamento do gene 16S do rRNA. O isolado foi cultivado em caldo MRS por 24
ha36 +£1°C. O cultivo foi centrifugado a 13.000 x g a 4 °C, por 15 min, e 0
sobrenadante neutralizado com NaOH 1 N até pH 7,0. Esterilizou-se por filtracdo o
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sobrenadante utilizando membrana de 0,22 ym (Mililipore), e aquececido a 85 °C por
10 minutos.

As cepas patogénicas de Salmonella Enteritidis (ATCC13076) e Listeria
monocytogenes foram recuperadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 36°C + 1 °C
por 24 h, e diluidas até atingir turbidez semelhante a escala 0,5 McFarland (3x108
UFC.mL?). Apéds, calculou-se o volume necessario das culturas para atingir a
concentragdo de =10°UFC mL! em &gua peptonada.

Para avaliar a atividade antimicrobiana do OG e de PP produzido pelo L. lactis
subespécie hordniae utilizou-se o0 método de difusdo em disco, descrito por Ostrosky
et al. (2008). Inoculou-se as culturas patogénicas na concentracdo de 10° através do
auxilio de swab em &gar Muller-Hinton. Em seguida, adicionou-se em cada placa, trés
discos de papel filtro estéril com 6 mm de didmetro e adicionou-se 15 uL da substancia
a ser testada (OG e PP). Incubou-se a 36 £ 1 °C por 24 horas. Os halos formados
foram medidos através de paquimetro Digimess® e o valor expresso em milimetros
(mm). O experimento foi realizado em triplicata.

Determinou-se a CMI do OG e do PP contra L. monocytogenes e S. Enteritidis
em microplacas de 96 pocos conforme método descrito por (OSTROSKY et al., 2008).
No primeiro poco adicionou-se 200 pL da substancia a ser testada e nos demais pocos
100 uL de caldo BHI. Apés, retirou-se 100 pL do primeiro pogo e transferiu-se para o
segundo poco, e assim sucessivamente até o penultimo poco, perfazendo 10
diluicdes, obtendo-se as concentragdes de 100%; 50%; 25%; 12,5%:; 6,25%; 3,12%;
1,56%; 0,78%; 0,39%; 0,19%; 0,09%; 0,05% e 0,00% das substancias testadas,
respectivamente.

Adicionou-se 100 uL da cultura microbiana na concentracdo de 10° UFC.g nos
pocos, exceto no primeiro. Com isto, o primeiro e o ultimo pogo foram utilizados como
controle negativo e positivo, respectivamente. Incubou-se a microplaca por 18 horas
a 37 £ 1 °C, e adicionou-se 10 yL de resazurina (3%) em todos os pogos. Incubou-se
por mais 2 horas a 37 °C e realizou-se a leitura, po¢cos com colora¢do azul: sem
desenvolvimento microbiano; coloragéo rosa: houve desenvolvimento microbiano.

O tamanho dos halos inibicdo produzidos pela acdo dos antimicrobianos
testados foram submetidos a analise estatistica pelo Teste de Tukey, através da
analise de variancia (ANOVA), usando o software Statistic®. para detectar a diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05), em nivel de confianca de 95%.

Resultados e Discusséo

Na Tabela 1 pode-se visualizar os tamanhos dos halos de inibicdo produzidos
pelo PP e pelo OG. O OG apresentou atividade antimicrobiana contra L
monocytogenes e S. Enteretidis, que sdo micro-organismos Gram positivo e Gram
negativo, respectivamente.

De acordo com Turina et al. (2006), os 6leos esséncias s&o ricos em compostos
fendlicos, terpenos, tocoferdis, entre outros, que podem ser responsaveis pelas
propriedades antimicrobianas.

Resultados diferentes foram relatados por Trajano et al. (2009), onde avaliaram
0 Oleo esséncia de gengibre, e este, ndo apresentou atividade antimicrobiana contra
L. monocytogenes. Esta divergéncia de resultados entre nosso estudo e Trajano et al.
(2009), pode ser explicado pela variagdo na composicéo quimica dos 6leos essenciais
e das cepas testadas. De acordo com Sarto et al. (2014) a atividade biologica dos
Oleos essenciais dependente da composi¢cdo e concentracdo de seus constituintes
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quimicos como por exemplo, a presenca citral, pineno, cineol, cariofileno, elemeno,
furanodieno, imoneno, eugenol, eucaliptol, carvacrol entre outros. O autor destaca
também, que a atividade biolégica do 6leo estd diretamente relacionada com a
estacao de colheita, gendtipo, clima, fontes geogréficas da planta bem como o método
de extracdo (OUSSALAH et al.,, 2007).0 autor Probst (2012) verificou possiveis
diferencas no perfil de sensibilidade de 6leos essenciais sobre linhagens de
Salmonella spp. (S. Enteretidis e S. typhimurium).

Observa-se na Tabela 1, que PP produziu maiores halos de inibicdo contra L.
monocytogenes comparando ao OG. Nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre
os tamanhos dos halos de inibicdo produzidos pelo PP e a nisina. Isso reforca que o
PP apresenta as mesmas caracteristicas da nisina, est4d bacteriocina é
comercialmente utilizada na industria, tendo seu uso aprovado em alimentos em mais
de 50 paises (MELO; SOARES; GONCALVES, 2005). Porém, para confirmar que o
PP apresente caracteristicas de alta eficiéncia como conservante em alimentos, assim
COmMo a nisina, sdo necessarios mais estudos.

Na Tabela 1, observa-se que o OG e o PP apresentam menor atividade
antimicrobiana contra S. Enteretidis do que L. monocytogenes. De acordo com
estudos a atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais e bacteriocinas sdo maiores
contra bactérias Gram positivas, como por exemplo, a L. monocytogenes
(DAGDELEN et al., 2014; GOVARIS et al., 2011).

Tabela 1 — Tamanho dos halos de inibicdo (mm) produzidos pela nisina 2,5ul.L"* (NC),
Oleo essencial de gengibre (OG) e peptideo produzido pelo L. lactis subespécie
hordniae (PP) contra L. monocytogenes e S. Enteritidis.

L. monocytogenes S. Enteritidis
Substancia Tamanho do halo (mm)
NC 18,75+0,642 10,040,702
oG 18,62+0,942 8,75+1,512
PP 21,541,912 0,00+0,00b*

*N&o apresentou halo de inibi¢&o.
Média + desvio padrao; Letras minUsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre
si (p<0,05).

Como ndo ha padrdo estabelecido pela ANVISA e Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), quanto ao tamanho de halo de inibicao,
consequentemente, classificacdo da atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes. Utilizamos os descritos por Mosbah et al. (2018), o qual estabelece,
zona de inibigdo com tamanho entre 1 e 6, 7 e 10, 11 e 15, 12 e 20 mm como: baixa,
moderada, alta e excelente atividade antimicrobiana, respectivamente. O OG e o PP
apresentaram excelente atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes. J&, o0 OG
apresentou moderada atividade antimicrobiana contra S. Enteritidis.

A Figura 1 representa a determinagdo da CMI, com base nos resultados
apresentados, pogos com coloracdo azul considerou-se presenca de atividade
antimicrobiana e coloracéo rosa/vermelhada auséncia de atividade antimicrobiana,
evidencia-se que concentragdo minima do OG inibir a S. Enterididis e L.
monocytogens foi de 250 e 0,48 uL.mL™, respectivamente. Podemos perceber que a
concentracdo necesséria de OG é muito maior para inibir S. Enteretidis do que L.
monocytogenes (Figura 1). Estes resultados corroboram com os obtidos pelo método
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de difusdo em disco, onde a atividade antimicrobiana do OG é considerada moderada
para S. Enteretidis e excelente para L. monocytogenes.

Resultado diferentes foram relatados por Dall Agnol et al. (2018), onde a
concentragdo minima do 6leo essencial de alecrim necessaria para inibir S. Enteretidis
e L. monocytogenes foi de 12,5 e 1,56 uL.mL™, respectivamente. Esta divergéncia de
resultado entre nosso estudo e Dall Agnol et al. (2018), pode ser explicada pela
diferenca na composicdo dos 6leos essenciais testados, haja vista, que as cepas
indicadoras utilizadas bem como os ensaios foram realizados no mesmo laboratorio.

Figura 1 — Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) das substancias
testadas contra L. monocytogenes e S. Enteritidis.

500 250 125 62,5 31,25 1562 7,81 3,50 1,95 0,37 0,438
plml?  plml?  pleml? plmb? plml? plml? plml? plml®* pbml? plml? plmi?
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LOG
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SPP
LPP

LPP
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CN: Controle negativo — substancia testada; SOG: S. Enteritidis com 6leo essencial de gengibre; LOG:
L. monocytogenes com 6leo essencial de gengibre; SPP: S. Enteritidis com peptideo de origem L. lactis
subespécie hordniae; LPP: L. monocytogenes com peptideo de origem L. subespécie hordniae; CP:
Controle positivo — micro-organismo patogénico.
Fonte: Autores, 2019.
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Conclusdes/Consideracdes Finais

Oleo essencial de gengibre e o peptideo produzido pelo L. lactis subespécie
hordniae apresentam atividade antimicrobiana. O 6leo essencial de gengibre
apresenta maior atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes do que S.
Enteretidis. O peptideo apresenta atividade antimicrobiana semelhante ao 6leo
essencial de gengibre contra L. monocytogenes.

Substancias de origem natural como o 6leo essencial de gengibre e o peptideo
produzido L. lactis podem ser alternativas interessantes para a substituicao de aditivos
quimicos sintéticos no controle da multiplicagcdo microbiana em alimentos. Porém,
estudos devem ser realizados para verificar as possiveis mudancas nas propriedades
nutricionais, sensoriais bem como garantir a segurancga destes antes de incorporar
nos alimentos.
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