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Resumo

As peliculas ediveis sdo utilizadas na preservacdo da qualidade dos frutos. O
crescimento de microrganismos, como a bactéria Listeria monocytogenes e a bactéria
Salmonella Typhimurium, em frutos contribui para a sua rapida deterioragdo. A
incorporacdo de Oleos essenciais em peliculas ediveis tem sido explorada no ambito da
preservacdo da qualidade de frutos minimamente processados.

O objetivo principal deste estudo consistiu na avaliagdo do efeito da utilizacdo
de peliculas ediveis suplementadas com 6leos essenciais, eugenol e citral, no controlo
das bactérias Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium em magas ‘Bravo de
Esmolfe’ e ‘Golden Delicious’. Neste estudo foi ainda avaliada a sobrevivéncia das
bactérias em macas revestidas com as peliculas sob exposicdo a um sistema de
simulacdo do trato gastrointestinal. A atividade antioxidante nas condig¢des do sistema
gastrointestinal foi igualmente avaliada.

A aplicacdo das peliculas ediveis a base de alginato de sddio (2%)
suplementadas com 0,2% de eugenol e com a mistura 0,1% de eugenol e 0,15% de citral
inibiram o desenvolvimento das bactérias nas macas ‘Bravo de Esmolfe’, mas a sua
eficacia foi menor nas macas ‘Golden Delicious’.

Em condicGes de simulacdo do sistema gastrointestinal utilizando o suco
gastrico com pH 2,5, em magas ‘Bravo de Esmolfe’ revestidas com as peliculas foi
observada a sobrevivéncia das duas bactérias, em contraste com a utilizacdo do suco
gastrico a pH 1,5 onde, a recuperacdo da bactéria L. monocytogenes em magas ‘Bravo
de Esmolfe’ revestidas com ambas as peliculas nao foi observada.

No entanto, foi possivel a recuperacdo da bactéria S. Thyphimurium ao longo do
sistema. A atividade antioxidante ndo foi significativa sob exposi¢cdo aos sucos

gastrointestinais.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium, peliculas ediveis, 0leos essenciais, maca.



Abstract

Edible coatings are used for the preservation of fruit quality. Contamination of
minimally processed fruits by Listeria monocytogenes and Salmonella Typhimurium
poses a risk to consumer health. The incorporation of essential oils into edible coatings
has been explored for preservation of the quality of minimally processed fruits. The
main objective of this study was to evaluate the effect of edible coats supplemented
with essential oils, eugenol and citral, to control the growth of L. monocytogenes and S.
Typhimurium in apples '‘Bravo de Esmolfe' and 'Golden Delicious'. In this study it was
also estimated the bacterial survival in apples coated with the films over the exposure to
a simulated system of the gastrointestinal tract. The antioxidant activity in the
conditions of the gastrointestinal system was also determined.

The application of the sodium alginate edible coating (2%) supplemented with
0,2% eugenol and with the combination of 0,1% eugenol and 0,15% citral inhibited the
bacterial development on apples ‘Bravo de Esmolfe’, but its efficacy was lower in
‘Golden Delicious’ apples .

At simulated conditions of the gastrointestinal tract using gastric juice at pH 2,5
it was observed the survival of the two bacteria in the inoculated apples ‘Bravo de
Esmolfe’ coated with both films. In contrast the exposure of L. monocytogenes to the
gastric juice at pH 1,5 led to null recovery. However it was possible to recover the
bacterium S. Typhimurium throughout the simulated gastrointestinal system.

The antioxidant activity was not significant over the exposure to gastrointestinal

juices.

Keywords: Listeria monocytogenes, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium, edible coatings, essential oils, apple.
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Abreviaturas

CDC - Center for Disease and Control and Prevention
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Capitulo I - Introducéo

O consumo de frutos frescos e de frutos minimamente processados tem vindo a
aumentar ao longo dos anos, pois sédo fundamentais para uma alimentagdo saudavel. Sdo
fontes ricas em nutrientes, vitaminas e em fibras (Olaimat & Holley, 2012). Uma
alimentacdo rica em frutos e vegetais tém-se demonstrado benéfica contra o
desenvolvimento de varias doencas, incluindo cancro e varias doencas cronicas
(Goodburn & Wallace, 2013).

Os frutos frescos sdo altamente pereciveis dado que continuam 0S processos
metabolicos ap6s a sua colheita, levando a sua deterioracdo e consequente perda de
qualidade (Dhall, 2013). Industrialmente, os frutos minimamente processados sdo
sujeitos a varias etapas de processamento que incluem a selecdo, lavagem, descasque,
corte e empacotamento. Estas operagdes conduzem, ainda mais, comparativamente com
frutos inteiros, a deterioracdo rapida da qualidade dos frutos incrementando a perda de
agua, amolecimento, contaminacdo microbiana, escurecimento e aumento da respiracdo
(Qietal., 2011).

A aparéncia e o sabor costumam ser os fatores qualitativos mais importantes
para 0s consumidores, contudo essa percecdo tem vindo a mudar. Os consumidores
estdo cada vez mais preocupados com a seguranca alimentar e com o valor nutricional.
O crescimento de microrganismos nos frutos leva a sua rapida deterioracdo e a causa de
doencas (Sanla-Ead et al., 2012). As bactérias patogénicas como Listeria
monocytogenes e Salmonella Typhimurium sdo dois microrganismos que causam
grande preocupacdo para a saude humana. Estas sdo duas das bactérias que raramente
sdo responsaveis pelo surgimento de surtos relacionados com o consumo de frutos. No
entanto a sua associacdo ao consumo de frutos tem vindo a aumentar (Abadias et al.,
2008). Por outro lado, os frutos quando minimamente processados sdo mais suscetiveis
ao ataque de patogénicos sendo necessario maiores cuidados sanitarios.

Devido a todos estes factos, tem-se desenvolvido, cada vez mais, Varias
estratégias para preservar a qualidade e aumentar o tempo de vida quer dos frutos
frescos, quer dos frutos minimamente processados. Uma destas estratégias é a utilizacéo
de peliculas ediveis (Chiumarelli & Hubinger, 2012). Ao longo dos anos, o0 mercado de

peliculas ediveis tem vindo a aumentar, pois é considerada uma técnica de baixo custo



adequada para a preservacao de frutos frescos e frutos minimamente processados (Assis
& Britto, 2011).

Uma pelicula edivel é uma camada fina, normalmente transparente, composta
por materiais ediveis, aplicada a superficie dos frutos. Esta encontra-se na forma liquida
sendo assim aplicada, normalmente, por imersdo. Mas também pode ser aplicada por
pulverizagéo ou por pincelagem (Falguera et al., 2011; Dhall, 2013). Existe uma grande
variedade de produtos que podem ser utilizados na sua formulacdo. Todos estes
produtos utilizados devem ser abundantes e de baixo custo. S&o utilizados
polissacarideos (celulose, quitosano, alginato, entre outros), proteinas (colagénio,
caseina, glaten, zeina, entre outros) e lipidos (cera, resina, acidos gordos, entre outros)
(Dhall, 2013; Assis & Britto, 2011). Estes podem ser utilizados individualmente ou em
combinacdo. As peliculas atuam como barreiras contra a perda de agua, trocas gasosas
(oxigénio e dioxido de carbono), humidade, reduz a respiracdo, a oxidacdo e atuam
como barreiras contra os microrganismos (Qi et al., 2011; Falguera et al., 2011). Estas
propriedades estdo relacionadas com a sua formulagdo. As peliculas de polissacarideos
contribuem com boas propriedades estruturais e mecanicas e possuem uma menor
capacidade de permeabilidade, o que pode contribuir para uma maior preservacao de
alguns alimentos (Falguera et al., 2011; Dhall, 2013).

As peliculas ediveis também sdo passiveis da adi¢do de aditivos alimentares aos
frutos. Produtos como antioxidantes (p. ex. acido ascorbico), corantes, sabores,
nutrientes, especiarias, agentes antimicrobianos (p. ex. Oleos essenciais) tém sido
misturados as peliculas (Rojas-Grali et al., 2009). Estes produtos contribuem para o
aumento do tempo de vida e para a reducdo do crescimento de microrganismos nos
frutos (Rojas-Graldi et al., 2009).

A utilizacdo de peliculas ediveis ou outros produtos que entram em contacto
com produtos alimentares tém de obter aprovacdo da FDA (Food and Drug
Administration), sendo depois reconhecidos como seguros (GRAS - Generally
Recognized as Safe) (Du et al., 2011; Embuscado & Huber, 2009).



1.1 Frutos com importancia econémica

O consumo de frutos tem-se demonstrado benéfico para a satde, em particular,
devido aos elevados niveis de antioxidantes naturais (carotenoides, vitaminas,
compostos fenolicos, entre outros) (Chiumarelli & Hubinger, 2012; Guerreiro et al.,
2013; Qi et al., 2011). Em paises europeus como Inglaterra, Franga e Itélia, o consumo
tem sido de 12 kg, 6 kg, 4 kg, respetivamente enquanto na Alemanha, Bélgica e
Holanda tem sido >3 kg por pessoa (Abadias et al., 2008).

A dose recomendada ¢ de >400 g/dia (Goodburn & Wallace, 2013).

A macgd é um dos frutos mais consumidos a nivel mundial. Estes frutos s&o
incluidos na dieta, por serem uma importante fonte de antioxidantes e vitaminas (Serra
et al., 2012). Varios estudos relataram a relacdo entre o consumo de macas e a reducédo
de risco das doencas mencionadas anteriormente (Wolfe et al., 2003; Nagasako-
Akazome et al., 2007; Boyer & Liu, 2004; Sun & Liu, 2008; Liu et al., 2009; Serra et
al., 2012). Esta relacdo deve-se, principalmente, a presenca de polifendis, pois estes
mostraram-se ser responsaveis pelos efeitos antioxidantes (Wolfe et al., 2003;
Nagasako-Akazome et al., 2007; Boyer & Liu, 2004; Sun & Liu, 2008; Serra et al.,
2012; Drogoudi & Pantelidis, 2011). Mas a relacdo do valor nutricional com a saude
ndo depende sO6 da concentracdo de nutrientes como também depende do consumo
diario (Feliciano et al., 2010). Os polifenois, em maior quantidade nos frutos, sdo a
quercetina, catequina, epicatequina, procianidina, florizina e o acido clorogénico. A sua
concentracdo varia consoante a cultivar, pois depende da composicdo da casca
(Drogoudi & Pantelidis, 2011). Foi demonstrado que a cultivar de mac¢a ‘Bravo de
Esmolfe’ é das que contém valores mais elevados de polifendis, o dobro ou o triplo do

presente na cultivar ‘Golden Delicious’ (Serra et al., 2010).

1.1.1 Magca ‘Bravo de Esmolfe’

A maca ‘Bravo de Esmolfe’ ¢ uma cultivar portuguesa, original da freguesia
Esmolfe, Viseu, cultivada a norte de Portugal. Pomares de mag¢a ‘Bravo de Esmolfe’,
encontram-se, principalmente, nas freguesias de Mangualde, Viseu, Lamego, Moimenta

da Beira, Covilhd, Belmonte e Funddo. A primeira arvore desta cultivar apareceu a



cerca de 200 anos na vila Esmolfe (Rocha et al., 2004). A mag¢a ‘Bravo de Esmolfe’ é
bastante apreciada pelos consumidores pelo seu aroma e sabor (Reis et al., 2009).

A mac¢d ‘Bravo de Esmolfe’ é colhida em meados de Setembro estando
disponivel até Maio, mas a sua disponibilidade é superior nos meses de Dezembro a
Fevereiro (Rocha et al., 2004).

O aroma foi definido como sui generis, tendo os consumidores identificado um
traco citrico. A composicgdo volatil depende da variedade, condi¢des climaticas, data da
colheita, variedade e do estado de maturacdo (este foi considerado o mais importante)
(Reis et al., 2009).

Reis et al., (2009) avaliou a composicao volatil presente na macd ao longo de
varios meses. Foi detetada a presenca de ésteres, terpenoides, alcoois, aldeidos, cetonas,
acidos, entre outros. Em relacdo aos aromas, o floral e o citrico foram os mais
caracteristicos. No seu conjunto explicam o aroma sui generis desta cultivar.

A magd ‘Bravo de Esmolfe’ é uma cultivar classificada como DOP
(Denominacdo de Origem Protegida). Apresenta boas propriedades organoléticas, tal
como a docura e o0 sabor, mas a sua deterioracdo é bastante rapida (Molddo-Martins et
al., 2003).

1.1.2 Magca ‘Golden Delicious’

A maga ‘Golden Delicious’ € a cultivar de cor amarela esverdeada pélida (Hui et
al., 2006). Por vezes, verifica-se zonas vermelhas na casca (Garlough, 2011). O seu
interior também apresenta uma cor amarela. O seu processo de escurecimento é lento,
apos corte (Garlough, 2011). Esta macd &, também, muito sumarenta e bastante
aromatica (Hui et al., 2006).

Devido ao seu sabor, pois € uma maca muito doce, € utilizada na producédo de
sumos, compotas, entre outros (Garlough, 2011).

E colhida em meados do més de Setembro e inicio do més de Outubro (Hui et al.,
2006).



1.2 Contaminagdo microbiana de frutos

Tem sido relatada a presenca das bactérias patogénicas Listeria monocytogenes e
a Salmonella Typhimurium em frutos frescos e em frutos minimamente processados
(Abadias et al., 2011).

A contaminacdo pode ocorrer durante a producdo agricola, colheita,
manuseamento, transporte e distribuicdo. Também pode ocorrer durante a lavagem e nas
etapas de empacotamento (Mehyar et al., 2011). Nestas fases do processo, os frutos
depois de terem contacto com o solo e agua, passam pelo equipamento e com o
manuseamento humano e até animal, o que pode contribuir para a sua contaminacao.
Nestas etapas pode ocorrer a danificacdo dos frutos afetando a sua qualidade (Mehyar et
al., 2011). Em operagdes como o descasque e corte ocorre a destruicdo das células,
stress dos tecidos e, também, sdo removidas as barreiras naturais (como a casca)
presentes nos frutos, o que os torna mais suscetiveis a perda de agua e decomposicao. A
remocdo da casca contribui igualmente para uma maior exposicdo dos nutrientes
provocando a sua oxidacao (Alegre et al., 2010).

O crescimento das bactérias depende de varios fatores como a temperatura, pH,
disponibilidade de agua, nutrientes e composicdo da atmosfera da embalagem (Oliveira
et al., 2011; Espina et al., 2012). Os biofilmes microbianos (células aderentes a uma
superficie) constituem um enorme problema aos produtores devido a resisténcia destas
formas contra a acdo de desinfetantes (Aviles et al., 2013).

A maioria dos frutos tem um valor de pH 4,0-5,0, o0 que permite o crescimento
de varios microrganismos (Alegre et al., 2013). Relativamente a temperatura, os frutos
sdo armazenados a temperaturas adequadas de refrigeracdo (< 4°C) (Francis et al.,
2012). Mas, por exemplo, no caso da bactéria L. monocytogenes, esta € capaz de crescer
a temperaturas de refrigeracdo (Gandhi et al., 2007). Para evitar o crescimento
bacteriano, os frutos devem ser armazenados a temperaturas inferiores a 4°C reduzindo
significativamente o seu crescimento (Alegre et al., 2010).

A casca dos frutos proporciona a existéncia de barreiras protetoras, fisicas e
quimicas devido a presenca de cuticulas. Contudo, estas sdo removidas durante o
processamento (durante o corte e descasque) aumentando assim a sua vulnerabilidade, o

que contribui para a contaminacdo (Alegre et al., 2010; Strawn & Danyluk, 2010).



Deste modo, os frutos minimamente processados sdo mais suscetiveis quando expostos
a condicdes desfavoraveis (Raybaudi-Massilia et al., 2013).

A superficie dos frutos influencia a adesdo dos microrganismos (Fernandes et
al., 2014). Alguns frutos proporcionam uma maior adesdo (Fernandes et al., 2014).
Existem varios estudos que indicam a sua relacdo (Fernandes et al., 2014; Wang et al.,
2009; Hassan & Frank, 2004). As propriedades hidrofdbicas, carga elétrica e a
rugosidade da casca contribuem para essa influéncia (Fernandes et al., 2014; Wang et
al., 2009; Hassan & Frank, 2004). Compostos hidrofébicos presentes na casca
produzem cutina, suberina e ceras que sdo componentes primarios das cuticulas
(membrana extracelular continua das células da epiderme), o que influencia a interagdo
entre os frutos e os microrganismos (Fernandes et al., 2014; Lopez-Casado et al., 2007).

Uma grande variedade de frutos proporciona a colonizacdo de elevadas
concentracdes de bactérias (Leff & Fierer, 2013), sendo detetado, normalmente, valores
entre 10%-10° UFC/g, na maioria dos frutos (Abadias et al., 2011; Abadias et al., 2008).

Vérios estudos reportaram a sobrevivéncia e crescimento das bactérias L.
monocytogenes e a S. Typhimurium em macds armazenadas a temperatura ambiente
(Alegre et al., 2010; Perez-Rodriguez et al., 2014; Conway et al., 2000; Raybaudi-
Massilia et al., 2009). Em morangos minimamente processados, a populacdo da bactéria
S. Typhimurium diminuiu quando os frutos foram armazenados a 5°C durante 7 dias
enguanto que a populacdo da bactéria L. monocytogenes manteve-se quando os frutos
foram armazenados a 24°C durante 48 h e a 4°C durante 7 dias. Em tomates
minimamente processados (pH 4-4,5), a populacdo de S. Typhimurium aumentou
quando conservados a temperatura ambiente. JA a populacdo L. monocytogenes
diminuiu quando armazenados a 10°C e a 21°C (Strawn & Danyluk, 2010). Frutos nédo
acidos como o meldo, melancia, papaia e diospiro também proporcionam o crescimento
de microrganismos (Strawn & Danyluk, 2010).

Tem sido demonstrado o crescimento da bactéria L. monocytogenes em frutos
ndo acidos e acidos (p. ex. tomate e laranja) quando armazenado a temperaturas
superiores a 20°C (Flessa et al., 2005; Strawn & Danyluk, 2010). O seu crescimento
também ocorre em fatias de ma¢a ‘Golden Delicious’ armazenadas a 10°C e a 20°C
(Alegre et al., 2010). Em sumos de tomate comerciais conservados a 5°C durante 15
dias, a sua populacdo aumenta (Roering et al., 1999).

A bactéria S. Typhimurium consegue colonizar frutos como a manga (pH 4,2)

durante o processamento apos a colheita (Strawn & Danyluk, 2010). Quando as mangas
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foram armazenadas quer a temperaturas de refrigeragdo quer a temperaturas >20°C, 0
seu crescimento foi mantido (Strawn & Danyluk, 2010). Em sumos de papaia, a 4°C, o
crescimento desta bactéria ocorre lentamente e a 37°C ocorre rapidamente (Strawn &
Danyluk, 2010). Em tomates (pH 3,99-4,37) minimamente processados conservados a
22°C e a 30°C, a populacdo de S. Typhimurium aumenta (Guo et al., 2001). O seu
crescimento também foi descrito em cidra de maca néo pasteurizada (pH 4,1) (Roering
etal., 1999).

Um estudo realizado por Danyluk et al., (2014) indicou um crescimento superior
da bactéria L. monocytogenes relativamente a bactéria S. Tyhpimurium em meloa
variedade cantalupe cortada e conservada a temperaturas inferiores a 20°C. No entanto,
foi observado um aumento da sua populagdo quando a conservagdo decorreu a 5°C
durante 15 dias e quando a conservacéo foi a 4°C durante 6 dias. A superficie deste tipo
de meloa é composta por uma estrutura complexa que favorece a adesdo das bactérias
que facilmente penetram infetando a polpa (Danyluk et al., 2014).

De modo a salvaguardar a seguranca dos frutos e de frutos minimamente
processados € necessario implementar, nas industrias, varias medidas preventivas.
Vérias diretrizes de Boas Praticas Agricolas (Good Agricultural Practice — GAP) foram
elaboradas, tais como Risks of Pathogens in Ready to Eat Fruits, Salads through the
production process em 2004, o Microbiological Guidance for Produce Suppliers to
Chilled Food Manufacturers em 2007 e o Code of Good Practice for Fresh Fruits and
Vegetables em 2010. Este ultimo é um codigo aceite internacionalmente que refere os
requisitos necessarios para proceder a uma producdo segura de produtos frescos. No
Global Gap Standard for Integrated Farm Management de 2012 s&o referidos os
requisitos gerais, mas nao incluem requisitos para a seguranca microbioldgica
(Goodburn & Wallace, 2013).

A certificagdo HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point) €
obrigatoria e, cada vez mais, imprescindivel. O sistema HACCP consiste num sistema
preventivo de controlo da seguranca alimentar, identificando os riscos e definindo
medidas preventivas. Empresas certificadas demonstram, assim, a qualidade dos seus
produtos, oferecendo aos consumidores a seguranga dos seus produtos (CERTIF).

Como a contaminacdo em frutos tem sido cada vez mais frequente, foi
estabelecida uma tolerancia zero na presenca de bactérias patogénicas (Thévenot et al.,
2006). No Canada e em Franca, dependendo do alimento, sdo aplicadas normas com a

indicacdo dos valores limite em cada um deles (Thévenot et al., 2006).



1.3 Incidéncia de bactérias patogénicas em frutos e frutos
minimamente processados

Ao longos dos anos, 0 numero de surtos de origem alimentar associados a frutos
frescos e frutos minimamente processados tem vindo a aumentar (Abadias et al., 2008).

Nos anos 90, o consumo de frutos frescos e vegetais foram responséveis por
12% de todos os surtos de origem alimentar (Goodburn & Wallace, 2013). Na Inglaterra
relataram-se 88 surtos provocando mais de 3435 casos, entre os anos 1996-2006
associado ao consumo de frutos e vegetais. Em 2011, o Advisory Committee on the
Microbiological Safety of Food (ACMSF) reportou que entre os anos 2008-2010
ocorreram 531 casos em que um desses resultou em morte associado ao consumo de
frutos e vegetais (Goodburn & Wallace, 2013).

A incidéncia de infecdes causadas pela bactéria L. monocytogenes registadas na
Europa é de, aproximadamente, 1500 casos/ano (Barbau-Piednoir et al., 2013). Devido
a sua taxa elevada de fatalidade (30-40%), a listeriose é uma das causas de morte mais
frequente associada ao consumo de produtos alimentares contaminados com esta
bactéria (Barbau-Piednoir et al., 2013; Miliotis & Bier, 2003). O surto mais recente
ocorreu em 2011 devido ao consumo de meloa Cantalupe (Lomonaco et al., 2013;
CDC, 2011). A meloa era produzida numa quinta localizada no Colorado, EUA (CDC,
2011). Neste surto foram registados 146 casos com 32 mortes e 1 aborto (CDC, 2011;
Danyluk et al., 2014). As serovares 1/2a e 1/2b foram as implicadas neste surto
(Lomonaco et al., 2013; CDC, 2011). O CDC (Center for Disease and Control and
Prevention) identificou 34 surtos relacionados com o consumo de meldes que ocorreram
nos EUA entre 1973 e 2011 (Danyluk et al., 2014). A maioria destes foram causados
pela Salmonella spp. (Danyluk et al., 2014).

Foi estimado que nos EUA, a bactéria S. enterica causa por ano cerca de 1.2
milhGes de casos (Jackson et al., 2013), onde 35% resultaram em hospitalizacgdes,
enguanto 28% resultaram em morte (Aviles et al., 2013).

Os surtos de salmonelose sdo normalmente associados ao consumo de produtos
alimentares contaminados, em particular carne de aves e ovos (Hur et al., 2012).
Recentemente, o nimero de relatos de salmonelose tem aumentado, devido ao aumento
de procura e consumo de frutos frescos e frutos minimamente processados

contaminados (Oliveira et al., 2011). A bactéria S. Typhimurium foi responsavel por
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23,3% dos casos de salmonelose ocorridos na Europa durante o ano 2009 (Alvarez-
Ordoiiez et al., 2011).

Recentemente, esta serovar foi associada aos surtos ocorridos em 2006 e em
2012 (CDC, 2012; CDC, 2006). Em 2006 ocorreu um surto de salmonelose devido ao
consumo de tomates contaminados (CDC, 2006) onde foram registados 183 casos nos
EUA e até no Canadd (CDC, 2006). Contudo, ndo foram reportadas mortes e 22
pacientes foram hospitalizados (CDC, 2006). O surto que ocorreu em 2012, também nos
EUA, esteve relacionado com a contaminacdo de meloa Cantalupe (CDC, 2012). Neste
surto foram afetadas 228 pessoas que resultaram em hospitalizacGes e até em 3 mortes
(CDC, 2012; CDC, 2006).

1.4 A bactéria Listeria monocytogenes

1.4.1 Caracteristicas gerais

A bactéria Listeria monocytogenes € um agente patogénico causador de
listeriose humana e animal (Roberts et al., 2006).

Esta espécie € uma das quinze espécies, nomeadamente, L. ivanovii, L. innocua,
L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L. recourtiae, L. weihenstephanensis, L.
fleischmannii, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, L. riparia e L. grandensis (Jin
et al., 2012; Bertsch et al., 2013; Bakker et al., 2013; Halter et al., 2013), mas apenas a
L. monocytogenes e a L. ivanovii sdo reconhecidas como sendo patogénicas (Boerlin et
al., 1992; Bakker et al., 2010; Leclercq et al., 2010). A espécie L. ivanovii causa
infecdes principalmente em animais, mas também causa infe¢cfes em humanos, contudo
sdo raras (Bakker et al., 2010; Boerlin et al., 1992). Apesar das restantes espécies serem
ndo patogenicas, as especies L. welshimeri, L. seeligeri e L. innocua tém sido
implicadas em infe¢Ges humanas (Barbau-Piednoir et al., 2013).

A bactéria L. monocyotgenes foi descrita originalmente por Murray et. al. em
1926 (Low & Donachie, 1997). Esta bactéria apresenta-se sob a forma de pequenos
bacilos gram-positivos com um diametro de 0,5-2 um (Low & Donachie, 1997; Murray,
2010). E uma bactéria anaer¢bia facultativa, ndo é formadora de esporos, catalase
positiva e oxidase negativa (Barbau-Piednoir et al., 2013; Ryser & Marth, 2007). A sua
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mobilidade € dependente da temperatura. Entre 20-25°C tem uma mobilidade
caracteristica sob o seu proprio eixo (“cambalhota”) através de flagelos peritricos.
Quando se encontra a temperaturas iguais ou superiores a 37°C, a producéo de flagelina
é reduzida ficando, assim, iméveis (Miliotis & Bier, 2003).

Em relacdo ao seu crescimento, é uma bactéria que cresce bem na maioria dos
meios de culturas comuns (Ryser & Marth, 2007; Padua, 2009). A temperatura étima de
crescimento é entre 30 a 37°C, contudo é capaz de crescer a temperaturas de
refrigeracdo (2-4°C) e 50°C (Gandhi et al., 2006; Barbau-Piednoir et al., 2013). O seu
crescimento ocorre a valores de pH 4,4-9,6, sendo o valor 6timo a pH 7 e, além disso,
sobrevive a concentracGes elevadas de sal (10% p/v de NaCl) (Gandhi et al., 2006). A
sobrevivéncia a valores de pH baixos e em elevadas concentracdes de sal é dependente
da temperatura (Ryser & Marth, 2007). Em meio de cultura so6lido ap6s 24 h de
incubacdo a 37°C, é possivel observar colonias redondas, translucidas, lisas com um
didmetro de 0,5-1,5 mm apresentando uma cor caracteristica azul esverdeada quando
observada sob luz transmitida obliqguamente (Liu, 2008). Ap6s 3-7 dias de incubagdo, as
colbnias tornam-se maiores com um didmetro de 3-5 mm e com aparéncia de ovo
estrelado (Liu, 2008). Em meio de cultura suplementado com sangue a 37°C, as coldnias
sdo ligeiramente menores ¢ produzem f-hemolise (Gray & Killinger, 1966; Liu, 2008).

A bactéria L. monocytogenes é ubiqua, podendo ser isolada da &gua, solo,
produtos alimentares (lacticinios, marisco, carne, ovos e vegetais), animais (fezes de
mamiferos, passaros, peixe, insetos e outros), em humanos e em material vegetal em
decomposicéo. Acredita-se que cerca de 1-5% da populagdo humana seja portadora de
L. monocytogenes no trato intestinal mantendo-se saudaveis (Murray, 2010; Smith et
al., 2013).

Relativamente a classificacdo seroldgica, foram identificados treze serovares
como 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7 (Jaradat & Bhunia, 2003).
Estes sdo divididos em quatro linhagens através de métodos de tipagem genética (Ward
et al., 2008).
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1.4.2 Patogénese

A bactéria L. monocytogenes é um agente patogénico intracelular facultativo,
isto porque é capaz de invadir tanto macrofagos, fibroblastos, hepatécitos e células
epiteliais (Miliotis & Bier, 2003; Dewamitta et al., 2010).

Entre os genes viruléncia responsaveis pela patogenicidade da bactéria L.
monocytogenes destacam-se os genes prfA, plcA, hly, mpl, actA e plcB que formam um
agrupamento de 9 kb denominado LIPI-1 (Listeria pathogenicity Island 1). Os genes
inlA, inIB e iap também tém um papel importante na viruléncia, mas nao se encontram
presentes na LIPI-1 (Ryser & Marth, 2007). No seu conjunto todos sdo essenciais para
uma colonizagdo eficaz do hospedeiro (Bakker et al., 2010).

A sobrevivéncia intracelular da L. monocytogenes depende de varios fatores de
viruléncia. Dentro destes destaca-se a listeriolisina O (LLO), as fosfolipases C, a
proteina ActA, o fator PrfA (regulador da expressdo dos genes que constituem a LIPI-
1), a proteina P60 e as internalinas A e B (Ryser & Marth, 2007).

A infecdo pela bactéria L. monocytogenes (Figura 1.4.1) ocorre através do
processo de fagocitose, no caso de células fagociticas, como os macréfagos. Para infetar
células ndo-fagociticas, como as células epiteliais, € necessario que ocorra uma
interacdo entre as bactérias e as células hospedeiras (Freitag et al., 2009). As
internalinas A e B, proteinas codificadas pelos genes inlA e inIB estdo presentes na
superficie bacteriana, sdo responsaveis por intermediar a ligacdo da bactéria com as
células ndo fagociticas. A internalina A liga-se a proteina E-caderina, proteina que se
encontra a superficie das células epiteliais. A internalina B liga-se ao fator de
crescimento de hepatdcitos (Met) para promover a infecdo de hepatécitos (Freitag et al.,
2009; Pizarro-Cerda et al., 2012).

Apds a internalizacdo, a bactéria fica inserida no interior de um fagossoma e
devido a acdo da LLO e das fosfolipases C, da-se a rutura da membrana do fagossoma
libertando a bactéria para o citoplasma permitindo a sua multiplicacdo (Miliotis & Bier,
2003).

Uma vez presentes no citoplasma, as bactérias procedem a sua multiplicacéo e
imediatamente é induzida a polimerizacdo da actina formando-se filamentos de actina
que envolvem a bactéria. Posteriormente, estes filamentos reorganizam-se num dos

polos da bactéria dando origem a uma cauda de actina que é responsavel pela sua
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movimentacao, quer pelo citoplasma da célula hospedeira, quer pela invasédo das células
vizinhas (Freitag et al., 2009; Ryser & Marth, 2007).

A proteina P60 (60 kDa) é codificada pelo gene iap. Esta esta envolvida nos
processos de adesdo e de invasao de celulas ndo fagociticas (Miliotis & Bier, 2003).

O fator PrfA (positive regulatory factor A), codificado pelo gene prfA, quando se
encontra no interior da célula hospedeira é responséavel pela expressao dos genes que se
encontram na LIPI-1 e de outros genes indicados anteriormente, também responsaveis

pela viruléncia como as internalinas A e B (Freitag et al., 2009).
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Figura 1.4.1. Mecanismo de infecdo da bactéria Listeria monocytogenes (Adaptado de Freitag et al., 2009).

1.4.3 A doenca listeriose

A bactéria L. monocytogenes é uma bactéria intracelular facultativa responsavel
pela doenca de origem alimentar denominada listeriose (Jaradat & Bhunia, 2003). Os
casos relatados de listeriose estdo associados com o consumo de alimentos crus ou
cozinhados contaminados, em que sejam detetados valores elevados, cerca de 100
Unidade Formadoras de Coldnias/g (Barbau-Piednoir et al., 2013; Flessa et al., 2005).
Esta doenca tem uma baixa incidéncia na Europa (cerca de 1,500 casos por ano), mas
estd entre as causas mais frequentes de mortes devido ao consumo de alimentos
contaminados (Barbau-Piednoir et al., 2013). De entre as 13 serovares, apenas as

serovares 1/2a, 1/2b e 4b sdo responsaveis por aproximadamente 95% dos casos de
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listeriose (Smith et al., 2013). A populacdo mais afetada sdo os recém-nascidos, idosos,
mulheres gravidas e imunodepressivos (YOPI — young, old, pregnant and
immunodepressed) (Barbau-Piednoir et al., 2013). Mas estes respondem de maneiras
diferentes, ndo sO devido ao seu estado de saude como também depende da viruléncia
da estirpe e da dose ingerida (Thévenot et al., 2006).

Apobs a ingestdo de alimentos contaminados, a bactéria consegue ultrapassar
diferentes barreiras (Dworkin et al., 2006; Lecuit, 2007). Esta bactéria consegue
ultrapassar a barreira intestinal e através dos nodulos linfaticos, consegue infetar o
figado e o baco. Consegue também ultrapassar a barreira hematoencefalica causando
assim infecBes no sistema nervoso central e, por fim, ultrapassa a barreira placentéria
originando infecdes neonatais e mesmo abortos (Figura 1.4.2) (Dworkin et al., 2006;
Lecuit, 2007).
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Figura 1.4.2. Representagdo esquematica de uma infegdo causada por Listeria monocytogenes (Adaptado de Lecuit,
2007).

1.5 A bacteria Salmonella enterica Typhimurium

1.5.1 Caracteristicas gerais

Tal como a bactéria L. monocytogenes, a Salmonella Typhimurium é uma

bactéria patogénica para 0os humanos e animais. Foi dado o nome de Salmonella ao
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género em homenagem a Daniel EImer Salmon em 1885 (Fabrega & Vila, 2013; Rhen
et al., 2007). Este género é composto por apenas duas espécies, Salmonella bongori e
Salmonella enterica sendo, esta dividida em seis subespécies (S. enterica, S. salamae, S.
arizonae, S. diarizonae, S. houtenae e S. indica) (Velge et al., 2012; Fabrega & Vila,
2013). Foram classificados mais de 2.500 serovares pertencentes a espécie S. enterica,
entre eles, S. enterica serovar Thypi, Choleraesuis, Thyphimurium e Enteritidis
(Murray, 2010).

Quanto a sua morfologia, a bactéria S. Thyphimurium sdo bacilos Gram-
negativos de 1-3 um de diametro. N&do forma esporos, é anaerobia facultativa, catalase
positiva e oxidase negativa. Geralmente, move-se através de flagelos peritriquios
(Brooks et al., 2010; Adams & Moss, 2008).

Relativamente ao seu crescimento, a temperatura O6tima é de 35-37°C, mas
suporta temperaturas entre 5-47°C (Pui et al., 2011; Miliotis & Bier, 2003). Quando se
atinge temperaturas >70°C ndo consegue sobreviver, pois ¢ sensivel ao calor (Miliotis &
Bier, 2003). Cresce, também, a valores de pH de 4,5-9, mas as condi¢des Otimas sdo
entre 6,5 e 7,5. Quando os valores de pH se encontram abaixo de 4 ou acima de pH 9, a
bactéria S. Thyphimurium, a sua sobrevivéncia vai decrescendo (Miliotis & Bier, 2003).
Cresce facilmente nos meios de cultura convencionais (Miliotis & Bier, 2003) e néo
necessita da presenca de concentracdes de sal (NaCl) para crescer, mas consegue
crescer com concentracdes que varia entre 0,4% e 4% (Pui et al., 2011).

A bactéria S. Typhimurium estd amplamente distribuida no ambiente sendo
considerada uma bactéria ubiqua (Bearson et al., 2006). Pode ser encontrada
principalmente no trato intestinal de animais (Dworkin et al., 2006), assim como, nos
mais variados produtos alimentares (ovos, lacticinios, frutos e vegetais). Resumindo
pode ser encontrada em produtos que entrem em contacto com fezes de animais
(Berdanier et al., 2008; Pui et al., 2011).

1.5.2 Patogénese

E uma bactéria patogénica facultativa intracelular que sobrevive e se replica em
células fagociticas e ndo fagociticas (Jong et al., 2012). Invade neutrofilos, macrofagos,
celulas dendriticas e células epiteliais (Jong et al., 2012).
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Os genes responsaveis pela viruléncia de S. Typhimurium estdo localizados em
ilhas de patogenicidade (SPI — Salmonella pathogenicity Island). Até ao presente foram
identificadas cinco SPI (SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4, SPI-5) (Fabrega & Vila, 2013).

A SPI-1 € uma ilha cromossomal de 40 kb e nesta encontram-se 0s genes
responsaveis pela invasdo das celulas hospedeiras ndo fagociticas, nomeadamente 0s
genes prg, org, inv e spa que codificam proteinas para o sistema de secre¢do tipo IlI
(T3SS- type Il secretion system), os genes sic e sip que codificam proteinas efectoras,
0S genes sipa, sipc, sopb, sope, sope2 e as respetivas chaperonas e, também, genes que
codificam proteinas reguladoras (Velge et al., 2012; Rhen et al., 2007).

A invasdo inicia-se com a adesdo da bactéria a superficie da célula hospedeira
(células epiteliais) (Figura 1.5.3). Através do sistema T3SS, uma estrutura molecular
semelhante a uma agulha que atravessa a membrana da célula hospedeira, as proteinas
efectoras sdo transferidas para o citoplasma da célula hospedeira. A entrada destas
proteinas causa um rearranjo do citoesqueleto de actina que resulta na internalizacéo da
bactéria através de vacuolos permitindo a sua proliferacdo (Velge et al., 2012; Fabrega
& Vila, 2013).

A SPI-2 esta dividida em dois segmentos, um menor de 14,5 kb e outro maior de
25,3 kb. O segmento menor contém cinco genes ttr que se encontram envolvidos na
reducdo de tetrationato e sete Open Reading Frames (ORFs) com funcdo ainda
desconhecida. No segmento maior encontram-se 0s genes responsaveis pela viruléncia
(ssa, ssr, sse e ssc), genes esses que codificam proteinas para o sistema de secrecao tipo
I (T3SS-2) que se ativa quando a bactéria se encontra no interior da célula hospedeira,
dentro de vacuolos. O sistema T3SS-2 transporta proteinas efectoras que permitem a
sobrevivéncia da Salmonella no interior de macrofagos e células epiteliais (Fabrega &
Vila, 2013).

A SPI-3 é uma ilha de 34 kb que contém genes que codificam proteinas com
funcbes ainda ndo conhecidas, mas alguns deles tem responsabilidade na patogenicidade
(Rhen et al., 2007). Os genes mgtB e mgtC sdo necessarios para a infecdo sistematica,
pela sobrevivéncia em macréfagos e pelo crescimento em meios com baixas
concentragdes de Mg?* (Rhen et al., 2007; Fabrega & Vila, 2013).

A SPI-4 contém seis ORFs que desempenham um papel importante durante a
interacdo com o epitélio intestinal, pois contém genes que codificam proteinas para o
sistema de secrecdo tipo | (Rhen et al., 2007; Fabrega & Vila, 2013).
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Por fim, a SPI-5 de apenas 7,6 kb esta envolvida em varios processos de
patogenicidade durante a infe¢cdo. Mas ainda ndo existe muita informag&o acerca da sua
funcdo (Rhen et al., 2007).

Outros fatores responsaveis pela viruléncia de S. Typhimurium sdo o0s
plasmideos de viruléncia e os flagelos. Os plasmideos de viruléncia estdo relacionados
com infecBes em células do sistema reticulo endotelial. Estes possuem um segmento de
7,8 kb onde se encontram 0s genes spv. S&o estes genes que conferem o fator de
viruléncia aos plasmideos (Miliotis & Bier, 2003). Os flagelos sdo estruturas que se
encontram a superficie da bactéria que ndo s6 conferem mobilidade como, também, séo

necessario para varios processos de patogenicidade (Fabrega & Vila, 2013).

Figura 1.5.3. Mecanismo de infecdo da bactéria Salmonella Typhimurium (Fonte: Velge et al., 2012).

1.5.3 A doenca salmonelose

A bactéria Salmonella Typhimurium é uma bactéria patogénica de origem
alimentar que causa a doenca denominada de salmonelose. Existe duas formas clinicas
desta patologia: tifoide e ndo tifoide. A salmonelose tifoide é provocada pela presenca
da espécie S. Typhi que causa a febre tifoide. J& a bactéria S. Typhimurium é causadora
da forma clinica ndo tiféide (Pui et al., 2011; Jong et al., 2012).

A salmonelose é identificada pela presenca de sintomas como diarreia, dores

abdominais, febre, dores de cabeca, nduseas e vomitos. Estes sdo causados pela ingestéo
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de produtos contaminados. Também houve relatos de infe¢cbes mais graves como
bacterémia e meningite (Wattiau et al., 2011). Em aproximadamente 1-4% de pacientes
imunocomprometidos contraem bacterémia e em 5-10% desses mesmos pacientes
podem surgir infecdes no sistema nervoso central, infecdes urindrias e outras
complicacdes (Franklin et al., 2011). O periodo de incubacdo desta doenca depende da
dose administrada (Baron, 1996). O periodo de incubacdo para o desenvolvimento de
gastroenterites varia de 6 a 72 horas provocando dores abdominais, diarreia, febre (38-
39°C), entre outros sintomas. Os sintomas podem durar 2 a 7 dias (Murray, 2010). Os
sintomas agravam-se em criancas e em idosos com mais de 60 anos (Miliotis & Bier,
2003).

ApoGs a ingestdo (Figura 1.5.4), a bactéria S. Typhimurium coloniza o trato
gastrointestinal, mais especificamente o célon e o ileo, invade o epitélio intestinal e

multiplica-se (Baron, 1996).

Entrada

Gastroenterites,

diarreia Propagac3o [febre

tiféide)

Saida

Figura 1.5.4. Representacdo esqueméatica de uma infe¢éo causada por Salmonella Typhimurium (Adaptado de Baron,
1996).

1.6 Utilizacéo de 6leos essenciais no controlo microbiano

Como foi referido, as doengas de origem alimentar sdo uma preocupacao, quer
para as industrias alimentares quer para a populacdo devido as consequéncias para a
salde dos consumidores e respetivas perdas nas industrias. Tém sido aplicadas varias

estratégias para resolver este problema, mas o controlo microbiano é uma tarefa muito
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complexa devido a capacidade dos microrganismos ultrapassarem as varias barreiras
que s&o utilizadas durante o processamento dos alimentos (Lee, 2004; Kalia & Parshad,
2013) e desenvolverem resisténcia aos diferentes agentes desinfetantes (Divergiliis et
al., 2011; Canizalez-Roman et al., 2013; Wang et al., 2013). Entdo tém sido feitos
varios estudos com o objetivo de encontrar agentes antimicrobianos eficazes contra
diversos agentes patogénicos e que sejam seguros para a salde humana principalmente
quando utilizados na conservagdo de alimentos. A utilizacdo de 6leos essenciais é uma
das estratégias que tém sido estudadas (Sanchez-Gonzélez et al., 2011; Faleiro, 2011;
Hyldgaard et al., 2012; Antunes & Cavaco, 2010).

Os 06leos essenciais (OEs), também designados 6leos volateis, sdo 6leos naturais
extraidos das plantas que sdo compostos por substancias volateis aromaticas (Bassolé &
Juliani, 2012; Burt, 2004). A maioria encontra-se no estado liquido a temperatura
ambiente e podem apresentar coloracdo (Bassolé & Juliani, 2012). Podem ser isolados a
partir de todo o material da planta tal como as flores, rebentos, sementes, folhas, frutos,
ramos e raizes e encontram-se armazenados nas células secretoras, cavidade, canais,
células epidérmicas e tricomas glandulares (Bassolé & Juliani, 2012; Burt, 2004). Os
OEs podem ser extraidos através de diferentes técnicas. Técnicas como destilacdo a
vapor, extracdo por solventes, extracdo por fluido supercritico, entre outros (Bassolé &
Juliani, 2012).

O termo 0leo essencial foi usado pela primeira vez no século XVI pelo médico
Paracelsus von Hohenheim gquando se referia ao componente eficaz da droga designada
Quinta essentia (Burt, 2004).

Atualmente sdo conhecidos 3000 Oleos dos quais 300 sdo utilizados
comercialmente. Os OEs sdo utilizados em diferentes &reas, como na medicina,
perfumaria, cosmética e industria alimentar (Hyldgaard et al., 2012).

Os 6leos essenciais sdo compostos por uma mistura complexa de moléculas
volateis de baixo peso molecular. Os principais compostos séo 0s terpendides/terpenos e
constituintes alifaticos e aromaticos (Faleiro, 2011). Esta mistura de compostos volateis
é reconhecida pelas suas propriedades antimicrobianas, antiparasitas, inseticidas,
antivirais e antioxidantes (Hyldgaard et al., 2012; Teixeira et al., 2013).

Apesar das varias vantagens, também sd@o reconhecidas algumas limitagdes. Os
OEs podem alterar as propriedades dos alimentos (sabor e aroma) devido ao seu intenso
aroma (Espina et al., 2012; Sanchez-Gonzalez et al., 2011). O aroma depende da

composigdo do 6leo que, por sua vez, pode ser influenciada por outros fatores como o
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material da planta (folha, fruto, caule ou raiz), altura do ano, origem e 0 método de
extracdo (Teixeira et al., 2013).

Foi relatado que OEs ricos em aldeidos e fen6is como o cinamaldeido, citral,
carvacrol, eugenol e timol demonstraram uma maior atividade antimicrobiana (Bassolé
& Juliani, 2012). Estes componentes apresentam um maior efeito contra as bactérias
Gram-positivas, pois as bactérias Gram-negativas contém lipopolisacarideos
hidrofilicos na membrana externa que cria uma barreira contra macromoléculas e
compostos hidrofobicos (Hyldgaard et al., 2012).

Existem varios estudos que mostram que os 6leos essenciais tém uma agéo
antimicrobiana contra varias bactérias patogénicas (Apolonio et al., 2014; Saddiq &
Khayyat, 2010; Lang & Buchbauer, 2012; Espina et al., 2012; Devi et al., 2010;
Teixeira et al., 2013; Burt, 2004). Mas a suscetibilidade das bactérias aos OEs aumenta
com a diminuicdo do pH dos alimentos, temperatura de armazenamento e da quantidade
de oxigénio presente na embalagem (Tassou et al., 1995; Tassou et al., 1996;
Skandamis & Nychas, 2001; Tsigarida et al., 2000; Espina et al., 2012). Os 6leos a-
terpeniol, carvacrol, citral, eugenol, geraniol e o timol mostraram-se ser bastantes
eficazes na eliminacdo das principais bactérias patogénicas encontradas nos alimentos,

como L. monocytogenes, S. Typhimurium e E. coli (Burt, 2004).

1.6.1 Eugenol

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) é o componente encontrado, em maior
concentracdo, no dleo do cravo-da-india (Ito et al., 2005; Burt, 2004). Além disso, pode
ser isolado de folhas de louro e de pimenta da Jamaica (Ito et al., 2005). O cravo-da-
india (Syzygium aromaticum L.) é cultivado em paises como Madagascar, Sri Lanka,
Indonésia e no sul da China. Esta é uma especiaria de aroma muito forte e com um
sabor caracteristico sendo, assim, muito frequente a sua utilizacdo em culinaria. Para
além disso, € muito utilizado como antifungico, anticancerigeno, antialérgico, anti-
inflamatdrio e, também, como analgésico (Hemaiswarya & Doble, 2009; Bachiega et
al., 2012). O oleo essencial ¢é extraido a partir do botdo floral seco que contém eugenol,
B-cariofileno, acetato de eugenilo e a-humuleno (Moon et al., 2011). As propriedades

conferidas pelo cravo-da-india devem-se a elevada concentracdo de eugenol presente.
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Este aspeto foi validado por véarios estudos que demonstraram as propriedades
bioldgicas do eugenol (Bachiega et al., 2012; Burt, 2004). E devido a estas propriedades
sem provocar efeitos citotdxicos que o eugenol é considerado indcuo, ou seja, GRAS
(Generally Recognised as Safe) (Hemaiswarya & Doble, 2009). Recentemente, foi
descrito que a aplicacdo em modo continuo ndo provocou a aquisi¢do de resisténcia a
diferentes antibidticos ou a si proprio nas bactérias Staphylococcus aureus e L.
monocytogenes, o que reforca a seguranca na utilizacdo deste 6leo (Apolénio et al.,
2014)
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Figura 1.6.5. Estrutura quimica do Eugenol.

Estudos prévios sugeriram que o modo de acdo antibacteriana do eugenol seria
por rutura da membrana citoplasmatica aumentando, assim, a permeabilidade ndo
especifica. Estudos mais recentes revelaram que o eugenol previne a acdo enzimatica
das bactérias (Devi et al., 2010). Pensa-se que o grupo hidroxilo do eugenol liga-se as
proteinas alterando as suas propriedades. Isto contribui para o efeito inibitério do
eugenol em concentragbes bactericidas. Inibe a ATPase, histidina descarboxilase,
amilase e protease, contribuindo para a lise celular (Gill & Holley, 2006; Wendakoon &
Morihiko, 1995).

No estudo de Apoldnio et al., (2014), o eugenol para além da atividade inibitoria
contra as bactérias L. monocytogenes e S. aureus também inibiu a formacéo de biofilme.

Relativamente as bactérias Gram-negativas, estas tém-se demonstrado menos
suscetiveis aos 0Oleos essenciais (Trombetta et al., 2005). No estudo de Nazer et al.,
(2005) foram testados nove agentes antimicrobianos, diferentes entre eles, onde foram
incluidos 6leos essenciais (timol, carvacrol, citral, eugenol, geraniol), os outros

compostos foram o acido lactico, acido acético, acido citrico e acido piropolifosforico.
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Os resultados obtidos mostraram que os 6leos timol, carvacrol, cital, eugenol e geraniol
foram eficazes na inibi¢&o do crescimento da bactéria S. Typhimurium. Os dleos timol e
carvacrol foram que obtiveram melhores resultados quando testados individualmente.

Os restantes, quando combinados entre si foram mais eficazes (Nazer et al., 2005).

1.6.2 Citral

O citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) ¢ um aldeido monoterpeno insaturado
aciclico presente nas folhas e frutos de varias plantas tais como arvore de mirtilos,
manjericdo africano, limoeiro, limeira, laranjeira. Encontra-se também presente na
espécie Cymbopogon citratus (Somolinos et al., 2010).

O Cymbopogon citratus em Portugal conhecida como erva-principe, a sua
popularidade deve-se ao facto das suas infusdes serem utilizadas muito frequentemente
como antiespasmaddico, analgésico, anti-inflamatorio, antimicrobiano, antifungico,
antipirético, diurético e sedativo. O 6leo obtido das folhas frescas é usado na industria
de perfumes, cosmética e na medicina tradicional para varios fins (Saddiq & Khayyat,
2010; Somolinos et al., 2010).

O composto principal presente no 6leo essencial de Cymbopogon citratus € o
citral, o que corresponde cerca de 65-85%, 0s outros compostos presentes em menor
quantidade sdo o geraniol, geranilacetato e mirceno (Saddiq & Khayyat, 2010).

O citral é uma mistura de dois isomeros de aldeidos monotorpenos aciclicos, o
geraniol (trans-citral, citral A) e neral (cis-trans, citral B). Sdo estes compostos que
conferem o forte aroma a liméo. O citral € um produto de interesse devido ao forte odor
(Somolinos et al., 2010).

X~ CHO X
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Figura 1.6.6. Estrutura quimica do citral. 1) geraniol, 2) neral.
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Tem sido referido a acdo antibacteriana do citral contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, assim como fungos. Esta propriedade, assim como anti-inflamatorias
tém sido comprovadas através de varios estudos realizados (Somolinos et al., 2010).

No estudo de Somolinos et al., (2010) foi observada a atividade antibacteriana
do citral contra a bactéria E. coli. Esta acdo foi dependente do valor de pH, tendo-se
registado uma resisténcia maior por parte das células que se encontravam a valores de
pH 4, em comparagdo com as que se encontravam a pH 7. O mecanismo inibitério do
citral foi associado a danos causados as membranas externa e citoplasmatica das células
de E. coli.

No estudo de Saddiq & Khayyat, (2010) foram comprovadas as propriedades
antibacterianas e antifungicas quando testada a eficacia do citral contra a bactéria
Staphylococcus aureus (MRSA) e contra os fungos Penicillium italicum e Rhizopus
stolonifer.

O facto de possuir uma vasta gama de propriedades e, também, por ser um
aditivo alimentar natural, o citral foi reconhecido como um produto seguro (GRAS), foi
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e foi registado pela Comissdo
Europeia como aromatizante de produtos alimentares, pois a sua utilizacdo nao
apresenta qualquer risco para a sua satude do consumidor (Somolinos et al., 2010). No
estudo de Apolénio et al., (2014), o citral do mesmo modo que o eugenol ndo induziu a
resisténcia aos antibioticos e inibiu a formacdo de biofilme em S. aureus e L.

monocytogenes.

1.7 Objetivos

O presente estudo teve como principal objetivo a avaliacdo do impacto da adicao
de eugenol e citral em peliculas ediveis no controlo de L. monocytogenes e S.
Typhimurium em macas. A sobrevivéncia de L. monocytogenes e S. Typhimurium em
macas cobertas com peliculas ediveis suplementadas com eugenol e citral em condicbes

de simulacdo do sistema gastrointestinal constituiu o segundo objetivo deste estudo.
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Capitulo Il - Materiais e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Equipamentos

e Agitador com aquecimento Rotabit (J.P. Selecta, Espanha);

e Agitador magnético com aquecimento Agimatic-E (Selecta, Espanha);

e Autoclave Uniclave88 — 44x60 (AJC, Lisboa, Portugal);

e Balanca analitica XS-410 (Fisher Scientific, USA);

e Balanca analitica AE 200 (Mettler, Suica);

e Banho-maria SW 22 (Julabo, Alemanha);

e Céamara de Fluxo laminar Bio48 (Faster, Italia);

e Céamara frigorifica (Centauro, Portugal);

e Centrifugadora refrigerada — Mikro 22R (Hettich, Reino Unido);

e Coluna Purospher® Star RP-18 Endcapped (Millipore);

e Congelador ultra low temperature freezer -80°C U725 (Innova New Brunswick
Scientific, EUA);

e Detetor L-2455 Diode Array, Lachrom Elite (Hitachi);

e Espectrofotometro Novaspec®Il (Amersham Pharmacia Biotech, Espanha);

e Espectrofotometro UV — 160 A (Shimadzu, Brasil);

e Citometria de Fluxo FACS Calibur (BD Bioscience);

e HPLC Lachrom Elite (Hitachi);

e Incubadora 37°C (Binder, EUA);

e Incubadora Raypa, 30°C (Selecta, Espanha);

e Leitor de microplacas Tecan Infinite M200 (Tecan, Suica);

e Medidor de pH GLP 21 (Crison, Espanha);

e Stomacher (IUL Instruments);

e Ultra Turrax T18 digital (IKA, Germany);

e Vortex ZX3 (VELP Scientifica, Europa);

e Vortex/Centrifugadora PCV-2400 (Grant bio, Inglaterra).
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2.1.2 Meios de cultura

e Agua peptonada tamponada (Biokar, Espanha). Preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante;

e Agua peptonada (Oxoid, Reino Unido). Preparado de acordo com as instrucdes do
fabricante;

e TSA (Trypticase Soy Agar). Preparado de acordo com as instrugcdes do fabricante,
com adicédo de 1,5% (p/v) de agar (VWR, EUA);

e TSB (Trypticase Soy Broth, Oxoid, Reino Unido). Preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante.

2.1.3 Solugdes

As solucdes de simulagdo do sistema gastrointestinal foram utilizadas de acordo
com o descrito em Versantvoort et al., (2005) e Melo et al., (2013).

e Suco de saliva:

KCI (89,6 g/L), KSCN (20 g¢/L); NaH,PO, (88,8 g/L); Na,SO4 (57 g/L); NaCl (175,3
g/L); NaHCO3; (84,7 g/L); Ureia (25 g/L); a-amilase (0,1 mL/50 mL); &cido urico (1,5
mg/50 mL); mucina (2,5 mg/50 mL). O valor de pH foi de 8,13 £ 0,36.

e Suco gastrico:

NaCl (175,3 g/L); NaH,PO, (88,8 g/L); KCI (89,6 g/L); CaCl,.2H,0 (22,2 g/L); NH,CI
(30,6 g/L); HCI (0,09 mL/60 mL, 37% g/g); Glicose (65 g/L); Acido glucurénico (2
g/L); Ureia (25 g/L); Hidrocloreto de glucosamina (33 g/L); BSA (0,12 g/60 mL);
Pepsina (0,3 g/60 mL); Mucina (30 mL/60 mL, 12 g/L). O valor de pH foi de 2,51 +
0,07. Na preparacgéo da solugdo com um valor um valor de pH mais baixo (1,47 £ 0,07)
foi adicionado 0,2 mL/60 mL, 37% g/g de HCI.

e Suco intestinal:
NaCl (175,3 g/L); NaHCOg3 (84,7 ¢g/L); K;H,PO, (8 g/L); KCI (89,6 g/L); MgCl, (5
g/L); HCI (0,0108 mL/30 mL, 37% g/g); Ureia (25 g/L); CaCl,.2H,0 (22,2 g/L); BSA
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(0,06 g/30 mL); Pancreatina (0,54 g/30 mL); Lipase (0,09 g/30 mL). O valor de pH foi
de 7,85 + 0,04.

e Bilis:

NaCl (175,3 g/L); NaHCOj3 (84,7 g/L); KCI (89,6 g/L); HCI (0,006 mL/20 mL, 37%
g/g); Ureia (25 g/L); CaCl,.2H,0 (22,2 g/L); BSA (0,072 g/20 mL); Bilis de porco
(0,69/20 mL); Bilis de bovino (0,6 g/20 mL). O valor de pH foi de 9,02 £+ 0,01.

2.1.4 Material bioldgico

2.1.4.1 Oleos essenciais

Neste estudo foram utilizados dois 6leos essenciais, eugenol (99%, Fluka) e
citral (95%, Sigma-Aldrich).

2.1.4.2 Macas

Foram adquiridas duas cultivares de maca. A mac¢d ‘Bravo de Esmolfe’ foi
obtida de um distribuidor. A macé ‘Golden Delicious’ foi adquirida num supermercado
local. A conservacdo das macds decorreu a 0°C. Em ambos 0s casos as macas foram
conservadas durante 4-6 meses a 0,5°C e estavam no estado O6timo para consumo

aquando da sua utilizagdo nos ensaios.
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2.1.4.3 Bactérias

Tabela 2.1.1. Origem das bactérias utilizadas no estudo.

Bactéria

Listeria monocytogenes
12.04 (serovar 1/2b)

Origem

Salada

Fonte
Centre National de

Référence des Listeria,
Institut Pasteur, Paris,
Franca

Salmonella enterica
subsp. enterica serovar
Typhimurium ATCC
14028

Tecido animal (coracéo e
figado de frango, 4
semanas de idade)

American Type Culture
Collection, EUA

2.2 Meétodos

2.2.1 Preparacdo do indculo bacteriano

As bactérias L. monocytogenes 12.04 e S. Typhimirium ATCC 14028 foram
recuperadas da conservagao a -80°C em meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) com
uma incubacdo durante 24 h incubada a 30°C. Para a preparacdo do pré-inoculo, foi
utilizada uma ansada do crescimento bacteriano em meio TSA que foi transferida para
10 mL de TSB (Tryptic Soy Broth). A incubacdo decorreu em banho-maria com
agitacdo (120 rpm) durante 18 h a 30°C. Da cultura anterior, 1 mL foi transferido para 9
mL do meio TSB. A incubacdo decorreu igualmente em banho-maria com agitacédo (120
rpm) a 30°C até atingir a DOgoonm= 0.3 — 0.4.

Para determinar a viabilidade bacteriano do indculo, foram preparadas seis
diluicbes seriadas da suspensdo bacteriana em agua peptonada, sendo inoculadas em
placas de TSA pelo método Miles & Misra (1938). A incubacdo decorreu a 30°C
durante 24 h. As determinacdes foram realizadas em triplicado. Os valores obtidos
foram entre 10° e 10° UFC/mL.
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2.2.2 Magas

As macds utilizadas nos ensaios foram selecionadas, ndo contendo qualquer
dano. A desinfecdo da superficie de cada maca foi efetuada com etanol a 70% no
interior de uma camara de fluxo laminar. As macés desinfetadas foram deixadas a secar
na camara de fluxo laminar.

Depois de secas, procedeu-se ao corte com facas estéreis sendo cada metade
colocada numa placa de Petri de vidro com a face virada para baixo. Na parte superior,
numa area de 3x3 cm (Figura 2.2.7), foram distribuidos 100 uL de inéculo (equivalente
a 10® Log;p UFC/mL). A secagem do indculo decorreu na camara de fluxo laminar
durante 30 min. A incubacdo das macas decorreu a 20°C e as amostragens foram
realizadas ao fim de colocadas durante 24 h, 48 h, 72 h, e 7 dias.

Para determinar a sobrevivéncia bacteriana ao longo da incubacdo, foram
pesadas 10g de macd num saco estéril do homogenizador (Stomacher) ao qual foi
adicionado 90 mL de agua peptonada. A amostra foi homogeneizada durante 30
segundos. Foram preparadas seis diluicbes decimais e a partir delas a viabilidade foi
determinada pelo método Miles & Misra (1938). As determinagdes foram realizadas em

triplicado.

Figura 2.2.7. llustracdo da zona de inocula¢do da maca 'Bravo de Esmolfe' (3x3 cm).
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2.2.3 Peliculas ediveis

2.2.3.1 Preparacdo das peliculas ediveis

Neste estudo utilizaram-se peliculas ediveis a base de alginato de sodio (Sigma-
Aldrich), sendo em concentracéo testada de 2%.

As peliculas ediveis sdo compostas por, para além do alginato de sédio, glicerol
(1% v/v) e pelos bleos essenciais.

A sua preparacdo foi efetuada adicionando, em primeiro lugar, o glicerol (Fisher
Chemical) juntamente com o(s) 6leo(s) essencial(s) e metade do volume de agua
destilada. O alginato de sddio foi solubilizado nessa mistura através do Ultra Turrax,
sendo adicionado lentamente para evitar a formacdo de grumos. Ao mesmo tempo que
se adicionou o alginato de sodio foi adicionado o restante volume de agua destilada. A
agitacdo foi mantida durante alguns minutos até se obter uma mistura uniforme. A
velocidade da agitacdo ¢ aumentada conforme a consisténcia da mistura.

As peliculas ediveis preparadas foram (1) Pelicula de alginato de sédio (2%)
com 0,1% (v/v) eugenol; (2) Pelicula de alginato de sédio (2%) com 0,2% (v/v)
eugenol; (3) Pelicula de alginato de sodio (2%) com 0,1% (v/v) eugenol e 0,15% (v/v)
citral e (4) Pelicula de alginato de sodio (2%).

O procedimento foi realizado a temperatura ambiente.

2.2.3.2 Aplicacdo de peliculas ediveis

As magds, sem qualquer dano, foram desinfetadas com etanol a 70% e deixadas
a secar na camara de fluxo laminar. Estas foram cortadas e divididas em fatias.

Cada fatia foi colocada numa placa de Petri de vidro e inoculada com 10 pL
(equivalente a 10° Logio UFC/mL) do indculo bacteriano numa érea de 1x1 cm. Logo,
apos a inoculacdo procedeu-se a aplicacdo das peliculas ediveis. Este passo foi realizado
com rapidez devido a rapida oxidacdo da maca. O método utilizado para a aplicacdo das
peliculas foi por imerséo.

A fatia da maca foi imersa, em primeiro lugar, na solugdo de acido ascérbico
(Fisher Chemical) durante 1 min. Este composto foi utilizado com o objetivo de reduzir
0 processo de oxidacdo. Em seguida, foi imersa na pelicula edivel durante 2 min e por
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fim, foi colocada em cloreto de célcio (Panreac) durante 1 min, o que ajuda a fixar a
pelicula e a manter a firmeza da macé cortada. O fruto é mantido por mais tempo na
pelicula para garantir que se encontra uniformemente aplicada.

A incubacdo das macds inoculadas e cobertas com as peliculas decorreu a 4°C.
As amostragens foram realizadas ao fim de 24 h, 48 he 72 h.

A determinacgéo da viabilidade foi realizada como descrito acima (ponto 2.2.1).
Foram testadas as cultivares de maga ‘Bravo de Esmolfe’ e ‘Golden Delicious’.

Apenas as peliculas ediveis de alginato de sodio (2%) com 0,2% eugenol,
alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral e alginato de sodio (2%) foram
testadas na cultivar ‘Golden Delicious’. Relativamente a cultivar ‘Bravo de Esmolfe’,
todas as peliculas utilizadas neste estudo foram testadas nesta cultivar.

As macds sem qualquer tratamento constituiram o controlo. Os ensaios foram

realizados em triplicado.

2.2.4 Medicéo do pH das macas

O pH das duas cultivares (‘Bravo de Esmolfe’ e ‘Golden Delicious’) foi
determinado para verificar se este poderia influenciar o crescimento bacteriano, pois o
valor de pH é um dos fatores que influencia o crescimento das bactérias.

Para isso, foram utilizadas cerca de cinco macas de cada cultivar. O pH pode
variar entre a mesma cultivar.

Foram selecionadas as macds, sem qualquer dano. As cinco macas foram
cortadas em pedacos, sem pele e carocos e, por fim, trituradas. Seguiu-se a filtracdo da
polpa em tecido de gaze, obtendo-se apenas 0 sumo e, assim, procedeu-se a medicao do
pH (GLP 21 Crison, Espanha). As medigdes foram realizadas em triplicado.

2.2.5 Simulagéo das condicGes do trato gastrointestinal

Nos ensaios de avaliacdo do impacto das peliculas ediveis suplementadas com
eugenol e eugenol e citral na sobrevivéncia de L. monocytogenes e S. Thyphimurium em

macas durante a exposi¢do a um processo de simulagdo dos sistema gastrointestinal,
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foram testadas as peliculas com (0,2% de eugenol) e (0,1% de eugenol e 0,15% de
citral). O modo de aplicacdo foi idéntico ao descrito acima (ponto 2.2.3.2). Neste
procedimento, as fatias de maca inoculadas e cobertas com as peliculas foram mantidas
a 4°C durante 24 h antes da exposi¢do aos sucos gastrointestinais.

A simulacgéo das condi¢des do trato gastrointestinal foi executada como descrito
por Versantvoort et al., (2005) e Melo et al., (2013). A preparagéo da saliva e do suco
gastrico foi efetuada no dia anterior e mantidas a 37°C enquanto que o suco intestinal e
a solucdo de bilis foram preparados no dia de realizacdo do ensaio mantidos a 37°C até a
sua utilizacéo.

Foram pesadas 10g de cada fatia de mac¢&, num saco estéril de Stomacher ao qual
foram adicionados 6 mL de saliva. A amostra foi homogeneizada no Stomacher durante
30 segundos. A incubacdo decorreu durante 5 min a 37°C com agitacdo (60 rpm). Ao
fim deste intervalo, foram adicionados 12 mL de suco gastrico, sendo muito bem
homogeneizado e procedeu-se a uma incubagdo a 37°C durante 2 h com uma leve
agitacdo (60 rpm). De seguida, foram adicionados 12 mL de suco intestinal, 6 mL de
bilis e 2 mL de NaHCO3 (84,7 g/L). A incubacdo decorreu a 37°C durante 2h com
agitacdo (60 rpm). A viabilidade bacteriana foi determinada no final da exposicdo a
saliva, durante a exposi¢do ao suco gastrico e suco intestinal ao fim de 1 e 2 h. A
determinacdo foi através do método Miles & Misra (1938). Os ensaios foram realizados

em triplicado utilizando as macas ‘Bravo de Esmolfe’.

2.2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante

As macds tém sido incluidas, cada vez mais, na alimentacdo da populagdo
devido aos seus beneficios. O seu maior beneficio é a elevada quantidade de compostos
antioxidantes presentes no fruto. Com base neste facto, procedeu-se a avaliacdo desta
capacidade antioxidante quando a maca foi exposta a simulacdo do sistema
gastrointestinal.

Este procedimento foi realizado no laboratorio de Pos-Colheita da Faculdade de

Ciéncias e Tecnologia da Universidade do Algarve.
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2.2.6.1 TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

Este método baseia-se na formacdo do radical ABTS™ (2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico). A adicdo de substancias antioxidantes promove a
formacdo deste radical, o que origina uma reducdo da cor da solucdo de ABTS com
persulfato de potassio. A intensidade obtida € correlacionada com a intensidade gerada
pelo padréo Trolox.

De modo a determinar a atividade antioxidante, o0 metodo TEAC foi realizado
conforme descrito por Re et al., (1999).

Foi preparada uma solucdo em que se misturou, em partes iguais, as solucoes
ABTS (3,8 g/L) e a solucdo de persulfato de potassio (0,662 g/L). A reacdo da mistura
decorreu por 12 a 16 h, a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apés a concluséo
da reac&o, obtendo-se o radical ABTS™ foi adicionado o etanol a 96% (uma diluicio de
1/60, aproximadamente) até se obter uma leitura de absorvéncia de 0,700-0,800 a 735
nm. A mistura foi mantida no escuro até a sua utilizacao.

A determinacdo da absorvéncia das amostras numa microplaca de 96 pocos
(Greiner) colocando em cada poco 198 pL da solucdo ABTS. A leitura da solucao
ABTS foi realizada a 735 nm ao fim de 6 minutos de reacdo. De seguida foram
adicionados 2 pL de cada amostra tendo o cuidado de homogeneizar bem a mistura. Ao
fim de 6 min procedeu-se a uma nova leitura ao mesmo comprimento de onda. Como
padrdo utilizou-se uma solucdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido

carboxilico). Este foi utilizado para a construgdo da curva padrdo (Figura 2.2.8).
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Figura 2.2.8. Curva padrdo Trolox e a respetiva equagao, utilizada para determinar a atividade antioxidante através
do método TEAC.

A atividade antioxidante de cada amostra foi calculada através da seguinte

equacao (Guerreiro et al., 2013):

(Absorvancia do controlo — Absorvancia da amostra)
Absorvancia do controlo

x 100

2.2.6.2 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ORAC baseia-se na
capacidade da amostra, a analisar, em eliminar os radicais peroxilo. Este método utiliza
a fluoresceina como sonda fluorescente e foi descrito por Ou et al., (2001).

O método ORAC é bastante sensivel e por isso as amostras sdo diluidas com
uma solucéo tampéo fosfato (75 mM).

Numa microplaca de fundo preto de 96 pocos (Greiner) foram adicionados a
cada pogo 50 pL do tampdo fosfato, 150 pL de fluoresceina (mistura controlo). A
mistura foi colocada a 37°C. Findo este intervalo adicionou-se 25 puL de ABAP (2,2'-
Azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloreto). Para a leitura das amostras, a cada

poco foi adicionado 150 pL de fluoresceina e 25 pL das amostras. A incubacdo da
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mistura decorreu a 37°C durante 10 min. Apos os 10 min, foram adicionados 25 pL de

ABAP. A fluorescéncia foi determinada com um comprimento de onda de excitacdo de

485 nm e de emissdo de 528 nm durante 90 min cada.

Os valores obtidos foram calculados utilizando a reta de calibracdo entre a

concentracdo de Trolox e o AUC (net area under the curve) (Figura 2.2.9).
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Figura 2.2.9. Curva padrdo Trolox com a respetiva equacdo, utilizada para determinar a atividade antioxidante

através do método ORAC.

Os valores obtidos foram calculados de acordo com o descrito por Huang et al.,

(2002).

O AUC foi calculado pela seguinte equagéo:

1 i 34 35
avc=os+nq Iy I3, 0.5(f—

ot Rt -th

70

A atividade antioxidante foi calculada através da seguinte equacdo:

AUCamostra—AUCbranco

concentragdo de Trolox

X
AUCTrolox—AUCbranco ) (

concentrag¢do da amostra

)
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2.2.7 Determinacdo de acidos organicos das macas por High-performance
liquid chromatography (HPLC)

O HPLC foi realizado com o objetivo de determinar a composicdo de acidos
organicos das duas cultivares de magas (‘Bravo de Esmolfe’ e ‘Golden Delicious’).

Foram pesadas 5 g de polpa obtidas a parir de cinco macés, sem pele nem
carocos. As amostras foram liofilizadas. Apo6s a desidratacdo dos pedacos de maca,
estes foram imediatamente armazenados a -80°C.

Para analise dos &cidos organicos foi necessario pesar 50 mg + 0,5 mg aos quais
se adicionou 3 mL de agua milli-Q e a mistura foi bem homogeneizada e permitido um
repouso de 5 min que depois de nova agitacdo foi realizada uma filtracdo utilizando
filtro de 0,2 um, com a recolha do filtrado diretamente para o tubo de analise.

O estudo foi realizado no laboratério de P6s-Colheita da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade do Algarve.

2.2.8 Anadlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o programa informéatico SPSS
Statistics versdo 22.0. Para determinar se as diferencas encontradas, entre as peliculas
ediveis no controlo do desenvolvimento das bactérias patogénicas L. monocytogenes e
S. Typhimurium, eram estatisticamente significativas recorreu-se ao teste estatistico
One-Way ANOVA, com aplicacdo do teste de Tukey. O nivel de significancia foi de
95% (P < 0,05).
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Capitulo 111 - Resultados e Discusséo

3.1 Caracteristicas da maca

A composicdo de acidos organicos foi determinada por HPLC. Apenas foram
detetados os &cidos oxalico e malico.

Na Tabela 3.1.2., estdo indicadas as quantidades dos acidos oxalico e malico nas
mac¢as ‘Bravo de Esmolfe’ e ‘Golden Delicious’. As macgds ‘Bravo de Esmolfe’
apresentam, em maior concentracdo, o acido oxalico, enquanto a maca ‘Golden
Delicious’ € o 4cido malico que estd em maior concentragao.

Estas cultivares de magés apresentam uma composicéo diferente uma da outra, o

que pode influenciar o desenvolvimento das bactérias.

Tabela 3.1.2. Concentragdo dos acidos organicos determinados por HPLC de amostras de magés ‘Bravo de Esmolfe’
¢ ‘Golden Delicious’.

Maca ‘Bravo de Maca ‘Golden
Esmolfe’ Delicious’
Acido B
Oxglico Pl 189,41 + 60,01 158,76 + 21,31
(g/l00gPs) P2
Acido Malico  pK;=3,24
1000 PS) pK.e 471 161,59 + 0,44 387,70 + 187,21

Os valores representam a média do valor de trés determinagGes + desvio padrdo. PS- Peso seco. *De acordo com
Bhattacharyya & Rohrer, 2012.

O valor de pH tem uma influéncia muito significativa na sobrevivéncia
bacteriana (Faleiro, 2012), pelo que o seu valor foi determinado nas mag¢as ‘Bravo de

Esmolfe’ e ‘Golden Delicious’ (Tabela 3.1.3.).

Tabela 3.1.3. Valores de pH das duas cultivares de macés analisadas.

Cultivar pH*

‘Bravo de Esmolfe’ 4,25+ 0,06

‘Golden Delicious’ 4,97 £ 0,04
*Qs valores resultam da média de trés determinacdes + desvio padréo.

Qualquer uma das cultivares apresentou um perfil acido (pH < 5). Contudo, a

cultivar ‘Bravo de Esmolfe’ apresenta-se mais acida que a ‘Golden Delicious’.
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3.2 Sobrevivéncia da bactéria Listeria monocytogenes 12.04 e da
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 em macgas ‘Bravo de
Esmolfe’ conservadas a 20°C

A macd ‘Bravo de Esmolfe’ € uma cultivar nacional bastante apreciada pela
populacdo portuguesa. Por esta razdo, € importante avaliar o desenvolvimento de
bactérias patogénicas nesta cultivar de modo a salvaguardar a satde humana. Que seja
do nosso conhecimento até ao presente, ndo existe informacéo sobre a contaminacao e
capacidade de sobrevivéncia destas bactérias neste fruto.

A avaliacéo da sobrevivéncia das bactérias L. monocytogenes e S. Typhimurium
em macas ‘Bravo de Esmolfe’ foi realizada a 20°C, de modo a simular as condi¢fes de
comercializacao.

A sobrevivéncia da estirpe L. monocytogenes 12.04 esta ilustrada na Figura
3.2.10. A bactéria ao fim de 1 dia de conservacdo a 20°C sofreu uma reducdo de cerca
de 2 Log;o UFC/g (P < 0,05). Nos tempos de amostragem seguintes (2, 3 e 7 dias) a
populacdo bacteriana ndo sofreu qualquer alteragdo (P > 0,05). Este comportamento é
indicativo de que a cultivar ‘Bravo de Esmolfe’ ndo possui caracteristicas que suportem
0 desenvolvimento da L. monocytogenes, mas sim a sua sobrevivéncia. Em contraste, a
bactéria S. Typhimurium sofreu um declinio na sua populagdo ao longo do periodo de
amostragem (Figura 3.2.11.). Ao fim do 1° dia foi registada uma reducdo de 4,3 Logo
UFC/g, o dobro do observado em L. monocytogenes e ao fim de 7 dias as bactérias ja
ndo foram recuperadas. No entanto, é relevante observar que entre 0 1° e 0 3° dia a
populacdo bacteriana manteve-se estavel (P > 0,05) evidenciando também alguma

capacidade de sobrevivéncia, contudo inferior, em compara¢do com L. monocytogenes.
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Figura 3.2.10. Sobrevivéncia da bactéria L. monocytogenes 12.04 em magds ‘Bravo de Esmolfe’. Os dados sdo
representativos de trés ensaios em duplicado (n=6). As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 3.2.11. Sobrevivéncia da bactéria S. Typhimurium ATCC 14028 em magis ‘Bravo de Esmolfe’. Os dados sdo
representativos de trés ensaios em duplicado (n=6). As barras de erro representam o desvio padrao.

As duas bactérias apresentaram diferentes capacidades de sobrevivéncia na maca
‘Bravo de Esmolfe’ que na essencialidade se devem as diferencas entre as duas
bactérias evidenciando uma maior capacidade de sobrevivéncia da estirpe L.
monocytogenes 12.04. Os resultados estdo em desacordo com os reportados no estudo
de Conway et al., (2000), onde foi avaliada a capacidade de crescimento/sobrevivéncia
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da estirpe L. monocytogenes LCDC 81-861 em macds ‘Golden Delicious’ armazenadas
a 10 e 20°C. Os autores verificaram que a bactéria aumentou a sua populacéo a qualquer
uma das temperaturas testadas. As diferencas entre 0 nosso estudo e o de Conway et al.,
(2000) estarao ligadas, quer a diferente composi¢cdo das macds (mas nao o valor de pH
que foi de 4,7 versus 4,25 da maga ‘Bravo de Esmolfe’) e as diferencas entre as estirpes
testadas.

Uma ligeira reducdo da populacdo de S. Thyphimurium na superficie das macés
‘Golden Delicious’ foi observada no estudo de Tian et al., (2013) quando a temperatura
de conservacdo foi de 15°C, mas quando a temperatura foi de 4°C a reducdo da
populagédo bacteriana foi mais significativa, atingiu cerca de 2 Logio a0 fimde 1 e 2
dias. Em contrapartida, no estudo de Perez-Rodriguez et al., (2014) foi observada a
sobrevivéncia de S. Reading durante 12 dias em mag¢as ‘Summerred’ (origem
norueguesa) conservadas a 22°C.

Os resultados obtidos no presente estudo e nos atras referidos (Conway et al.,
2000; Perez-Rodriguez et al., 2014; Tian et al., 2013) evidenciam a capacidade de
sobrevivéncia das bactérias patogénicas na superficie das macds, embora se registem
variacdes entre os estudos que estardo associadas as cultivares, estirpes e temperaturas
utilizadas. Como referido por Perez-Rodriguez et al., (2014) a capacidade de
sobrevivéncia destas bactérias coloca em risco a cadeia de distribuicdo deste fruto, em
particular pode ocorrer a contaminacdo cruzada de frutos minimamente processados,

cuja producdo vem aumentando.

3.3 Utilizacdo das peliculas de alginato de sodio (2%) suplementadas
com eugenol e citral

No presente estudo foi avaliada a acdo da pelicula a base de alginato de sddio
(2%) suplementada com diferentes concentracbes de eugenol e citral, quer
individualmente quer em mistura.

Inicialmente foram testadas as peliculas de alginato de sédio (2% p/v)
suplementada com 0,1% (v/v) eugenol e a pelicula de alginato de sédio (2% p/v) sem

adicdo de Oleos essenciais no controlo do desenvolvimento das bactérias L.
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monocytogenes e S. Typhimurium em magas ‘Bravo de Esmolfe’. A selecdo da pelicula
de alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol foi por ser a que num estudo realizado no
laboratério de Pos-Colheita da Universidade do Algarve, apresentou os melhores
resultados no controlo de microrganismos de deterioracdo, pelo que no presente estudo
sera testada a sua eficacia no controlo de bactérias patogénicas em magds ‘Bravo de

Esmolfe’ e ‘Golden Delicious’.

3.3.1 Utilizagdo de peliculas ediveis em ma¢d ‘Bravo de Esmolfe’ para
controlo de Listeria monocytogenes e Salmonella enterica
Typhimurium

O efeito da utilizacdo da aplicacdo das peliculas de alginato de sddio (2%, p/v)
com 0,1% (v/v) eugenol em fatias de ma¢d ‘Bravo de Esmolfe’ na viabilidade das
bactérias L. monocytogenes e S. Typhimurium esta ilustrado nas Figuras 3.3.12 e 3.3.13.

As macds depois de inoculadas, foram armazenadas a 4°C durante 3 dias, ao
longo dos quais foi determinada a sobrevivéncia de L. monocytogenes 12.04 e S.
Thyphimurium ATCC 14028. Apds 24 h foi observada a maior reducdo da viabilidade
de L. monocytogenes (P < 0.05), cerca de 4 Logio UFC/g (Figura 3.3.12.). Durante 0 2°
e 3° dia a populacdo bacteriana manteve-se estavel no controlo. Ao 3° dia a populagéo
de L. monocytogenes foi similar (P > 0,05) entre o controlo (sem pelicula) e a pelicula
de alginato de sddio (2%, p/v) com 0,1% (v/v) eugenol, em contraste foi observada uma
reducdo significativa (P < 0 ,05) da populacdo bacteriana nas macés revestidas apenas
com a pelicula de alginato de sodio (2%, p/v) (Figura 3.3.12.). O efeito de recuperacao
da populacdo de L. monocytogenes ao 3° dia de armazenamento a 4°C nas macas
revestidas com a pelicula de alginato de sédio (2%, p/v) com 0,1% (v/v) eugenol pode
estar associado a respostas de resisténcia, contudo é intrigante uma vez que foi
reportado a auséncia de desenvolvimento de resisténcia ao eugenol em diferentes
estirpes de L. monocytogenes (Apoldnio et al., 2014). E, como pode-se observar, as

bactérias encontram-se aptas, pois ao fim dos 3 dias conseguiram sobreviver.
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Figura 3.3.12. Efeito da utilizacdo da peliculas de alginato de sddio (2%) com e sem suplemento de 0,1% eugenol em
fatias de maca ‘Bravo de Esmolfe’ no controlo de Listeria monocytogenes 12.04 em condi¢es de armazenamento a
4°C. Os dados séo representativos de trés ensaios. As barras de erro representam o desvio padrao.

O efeito da utilizagdo das peliculas em fatias de mag¢a ‘Bravo de Esmolfe’ para o
controlo de S. Thyphimurium esta ilustrado na Figura 3.3.13. Tal como foi observado
em L. monocytogenes também a viabilidade de S. Thyphimurium sofreu a maior
reducdo (P < 0.05) ao fim do 1° dia a temperatura de 4°C, cerca de 4 Logio UFC/g. Até
ao 3° dia a populacdo bacteriana manteve-se estavel (Figura 3.3.13.). Deste modo as
duas bactérias conseguiram, de igual modo, sobreviver a utilizacdo das peliculas,

incluindo com a pelicula suplementada com 0,1% de eugenol.
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Figura 3.3.13. Efeito da utilizagao das peliculas de alginato de sddio (2%) com e sem suplemento de 0,1% eugenol
em fatias de magd ‘Bravo de Esmolfe’ no controlo de S. Thyphimurium ATCC 14028 em condigBes de
armazenamento a 4°C. Os dados sdo representativos de trés ensaios. As barras de erro representam o desvio padrao.

Existem fatores que influenciam a acédo antibacteriana dos éleos essenciais em
alimentos apesar do seu potencial no controlo de agentes patogénicos (Burt, 2004;
Hyldgaard et al., 2012). Vérios estudos reportaram que as propriedades dos alimentos
podem afetar a suscetibilidade microbiana aos 6leos essenciais (Tassou et al., 1995;
Juven et al., 1994; Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010). As interacdes entre
os componentes hidrofébicos dos 6leos essenciais sdo alteradas pelos componentes
presentes nos alimentos tais como a sua composicao, o valor de pH, teor de gordura,
teor de proteinas, entre outros (Tassou et al., 1995). Os fatores extrinsecos como a
temperatura e o nivel de contaminacdo também podem influenciar a acdo dos 6leos
essenciais (Somolinos et al., 2010). De modo geral, para atingir um valor de atividade
antimicrobiana eficaz, é necessario aumentar a concentracdo de Gleos essenciais (Burt,
2004; Hyldgaard et al., 2012).

Como foi verificado, as peliculas de alginato de sédio (2%) e de alginato de
sodio (2%) com 0,1% eugenol ndo eliminaram a presenca quer de S. Typhimurium quer
de L. monocytogenes pelo que a concentracdo de eugenol foi aumentada para 0.2% e foi
elaborada uma segunda pelicula de alginato de sodio (2%) suplementada com a mistura
de eugenol e citral (0,1% e 0,15%, respetivamente). Esta mistura ja foi testada no

laboratdrio de Pos-Colheita da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade do
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Algarve com bons resultados no controlo da populacéo bacteriana de deterioragdo em
varios frutos, pelo que no presente estudo foi testada no controlo da populagdo das duas

bactérias patogénicas.

O efeito da utilizacdo das peliculas de alginato de sodio (2%) com 0,2% eugenol
e de alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral em fatias de macas
cortadas de ‘Bravo de Esmolfe’ no controlo de L. monocytogenes 12.04 e S.

Thyphimurium ATCC 14028 esta ilustrado nas Figuras 3.3.14 e 3.3.15, respetivamente.
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Figura 3.3.14. Efeito da utilizacdo das peliculas de alginato de sédio (2%) na presenca de 0,2% eugenol e na
presenca de 0,1% eugenol mais 0,15% citral em macés cortadas ‘Bravo de Esmolfe’ no controlo de Listeria
monocytogenes 12.04 em condi¢des de armazenamento a 4°C. Os dados sdo representativos de trés ensaios. As barras
de erro representam o desvio padréo.

Apbs 24 h, a populacdo de L. monocytogenes 12.04 sofreu uma reducdo de cerca
de 4,5 Log;o UFC/g nas macas cortadas revestidas com as peliculas de alginato de sédio
(2%) com 0,2% eugenol e de alginato de sédio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral,
enguanto que nas macas controlo (sem revestimento) foi observada uma reducdo de
3,50 Logio UFC/g (Figura 3.3.14.). A partir das 24h até ao 3° dia a populagdo de L.
monocytogenes manteve-se constante, quer nas macas controlo, quer nas magas
revestidas com as peliculas. O impacto das peliculas no controlo de L. monocytogenes
foi eficaz ao fim do 1° dia (P < 0,05), em comparagdo com as magés controlo, tendo as

duas peliculas apresentado valores de redugdo da populacdo de L. monocytogenes
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semelhantes (P > 0,05). Contudo, o seu efeito ndo se estendeu para além do 1° dia,
embora seja possivel observar um ligeiro decréscimo, em particular nas macas
revestidas com a pelicula suplementada com 0,1% eugenol e 0,15% citral, mas este ndo
foi significativo (P > 0,05). Deste modo, quer o aumento da concentragdo do eugenol
(para 0,2 %), quer a mistura de 0,1 % de eugenol com 0,15% de citral resultou numa
acdo mais eficaz em comparacdo com o ensaio onde se utilizou apenas a pelicula
suplementada com 0,1% de eugenol. Dado que a acdo da mistura dos dois 6leos foi
semelhante a da pelicula suplementada apenas com 0,2% de eugenol é possivel concluir

que a combinacéo dos dois 6leos resultou numa sinergia.

A populacdo de S. Typhimurium nas magcés cortadas revestidas com as peliculas
sofreu um decréscimo de cerca de 5 Logig UFC/g, em contraste com as magés controlo
que sofreram apenas uma reducdo de 3 Logio UFC/g, ao fim de 24 h de conservagéo a
4°C (Figura 3.3.15.). A partir das 24 h até ao 3° dia a populacdo bacteriana manteve-se
estdvel nas macds cortadas e revestidas com as peliculas, mas o seu numero foi
significativamente menor até ao 2° dia (P < 0,05), em comparacdo com as macas
controlo. Ao 3° dia a populacdo bacteriana € semelhante entre as macds cortadas
revestidas com a pelicula suplementada com 0,2% eugenol e as macés controlo (P >
0,05), mas ¢é inferior nas macds cortadas revestidas com a pelicula na presenca de 0,1%
eugenol e 0,15% citral em comparacdo com as macas controlo (P < 0,05). A acdo das
duas peliculas contra a bactéria S. Typhimurium foi semelhante (P > 0,05) ao longo do
periodo de conservacéo (Figura 3.3.15.).
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Figura 3.3.15. Efeito da utilizagcdo das peliculas de alginato de sddio (2%) na presenca de 0,2% eugenol e na
presenca de 0,1% eugenol mais 0,15% citral em magds cortadas ‘Bravo de Esmolfe’ no controlo de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 em condi¢Bes de armazenamento a 4°C. Os dados sdo representativos de trés ensaios. As
barras de erro representam o desvio padréo.

Os resultados obtidos no controlo de L. monocytogenes e S. Typhimurium em
macas cortadas e revestidas com as peliculas ediveis de alginato de sédio (2%) com
0,2% eugenol e de alginato de sdédio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral foram
promissores pelo que as mesmas peliculas foram utilizadas numa cultivar que tem uma
distribuicao internacional, a ‘Golden Delicious’ de modo a validar a utilizagdo mais

alargada destas peliculas.

3.3.2 Utilizacao de peliculas ediveis em maca ‘Golden Delicious’ para
controlo de Listeria monocytogenes e Salmonella enterica
Thyphimurium

Os resultados obtidos com as magds ‘Golden Delicious’ diferem daqueles
obtidos com as macas ‘Bravo de Esmolfe’ (Figuras 3.3.16 e 3.3.17.). A populagdo de L.
monocytogenes nas macgas cortadas e revestidas com as peliculas de alginato de sddio
(2%) suplementadas com os 6leos sofreu um decréscimo semelhante ao observado nas
macas controlo (cerca de 3 Log;o UFC/g) durante o armazenamento a 4°C. A populacao
bacteriana manteve-se estavel até ao 2° dia, mas ao 3° dia foi observado uma aumento

significativo (P < 0,05), quer nas macas cortadas e revestidas com as peliculas quer nas
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macas controlo (Figura 3.3.16.). Este aumento estara relacionado com as propriedades
quimicas desta cultivar que permitem a recuperacdo do crescimento da estirpe L.

monocytogenes 12.04.
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Figura 3.3.16. Efeito da utilizacdo das peliculas de alginato de sédio (2%) na presenca de 0,2% eugenol e na
presenca de 0,1% eugenol mais 0,15% citral em magds cortadas ‘Golden Delicious’ no controlo de Listeria
monocytogenes 12.04 em condi¢des de armazenamento a 4°C. Os dados sdo representativos de trés ensaios. As barras
de erro representam o desvio padréo.

A maior reducdo da populacdo de S. Thyphimurium ATCC 14028 em magés
cortadas de ‘Golden Delicious’ foi observada ao fim de 24 h e em valores semelhantes
aos obtidos com L. monocytogenes (Figura 3.3.17.). No entanto, as macas revestidas
com as duas peliculas de alginato de sédio (2%) suplementadas com os 6leos, em
comparacdo com as macas controlo apresentaram uma populacdo significativamente
menor (P < 0,05) ao fim das 24 h de armazenamento a 4°C, ou seja, a populacdo
bacteriana nas magés controlo foi de 7,70 + 0,47 Logio UFC/g, enquanto nas macéas
revestidas com a pelicula de alginato de sodio (2%) suplementada com 0,2% de eugenol
foi de 6,96 + 0,44 Logip UFC/g e as magds revestidas com 0,1% eugenol e 0,15% citral
foi de 6,83 + 0,79 Logio UFC/g. Este efeito foi ainda mantido até ao 2° dia, mas ao 3°
dia o efeito desapareceu com a populacdo de Salmonella a atingir valores semelhantes

nas macas controlo e nas macas tratadas.
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Figura 3.3.17. Efeito da utilizagdo das peliculas de alginato de sédio (2%) na presenca de 0,2% eugenol e na
presenca de 0,1% eugenol mais 0,15% citral em magas cortadas ‘Golden Delicious’ no controlo de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 em condicBes de armazenamento a 4°C. Os dados s8o representativos de trés ensaios. As
barras de erro representam o desvio padréo.

Os resultados obtidos no controlo das duas bactérias patogénicas nas duas
cultivares de magés evidenciam a existéncia de fatores que propiciam a sobrevivéncia e
até a proliferacdo bacteriana, limitando a eficacia das peliculas ediveis suplementadas
com Oleos essenciais. Um dos fatores é o valor de pH (Burt, 2004). A acdo dos 6leos
essenciais nas células bacterianas pode ser aumentada com a diminui¢do do pH dos
alimentos (Burt, 2004). Em alimentos com um pH baixo, os 6leos essenciais conseguem
interagir mais facilmente com a membrana celular das bactérias, ou seja, tém 0 mesmo
alvo que muitos acidos organicos destabilizando a membrana celular (Faleiro, 2011,
2012). A acdo mais eficaz das peliculas de alginato de sédio (2%) com 0,2% eugenol e a
de alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral em magas ‘Bravo de
Esmolfe’ no controlo de L. monocytogenes e S. Thyphimurium, em comparagdo com a
sua acdo nas macgas ‘Golden Delicious’ estard associada ao valor de pH mais baixo das
magcas ‘Bravo de Esmolfe’. E possivel que, para além do valor de pH, as diferencas na
composicdo quimica das duas cultivares também contribuam para as diferencas na
sobrevivéncia das duas bactérias. E possivel que, para além do acido oxalico e malico,
estejam presentes outros acidos na mag¢a ‘Bravo de Esmolfe’ que contribuam para um

menor pH destas contribuindo para 0 melhor controlo das bactérias em estudo.
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Um dos primeiros estudos sobre a utilizacdo de 6leos essenciais em peliculas
ediveis foi realizado em 2005 por Pranoto et al.. Estes autores reportaram o poder
antibacteriano de peliculas a base de alginato suplementadas com 6leo de alho (Allium
sativum L.) contra o desenvolvimento de S. aureus, E. coli, B. cereus e S. Typhimurium.
Apenas S. aureus e B. cereus foram sensiveis ao 6leo essencial de alho.

Em 2007, Rojas-Grau et al., estudou o efeito de 6leos de orégdo (Origanum
vulgare L.), canela (Cinnamomum zeylanicum J. Presl) e erva-principe (Cymbopogon
citratus (DC) Stapf) e dos seus compostos ativos (carvacrol, cinamaldeido e citral,
respetivamente) incorporados em peliculas ediveis a base de alginato e de puré de maca
na reducdo de Listeria innocua em macgas ‘Fuji’. Concluiu entdo que as peliculas
suplementadas com o 6leo de erva-principe (1% v/v e 1,5% v/v) e com orégdo (0,5%
v/v) reduziram mais de 4 Logio UFC/g da populacéo bacteriana. O estudo de Raybaudi-
Massilia et al., (2008) indicou que, a adicdo dos Oleos de erva-principe (0,7% V/v),
canela (0,7% v/v), citral (0,5% v/v) e cinamaldeido (0,5% v/v) em peliculas de alginato,
aplicadas em magds ‘Fuji’ minimamente processadas aumentou o0 seu efeito
antimicrobiano causando uma reducdo da populacdo de E. coli superior a 4 Logio
UFC/g ao fim de uma semana de armazenamento. O 06leo de cravo-da-india (0,7% v/v) e
eugenol (0,5% v/v) também promoveram uma reducdo de mais de 4 Logio UFC/g, mas
este resultado foi obtido entre 7 a 14 dias.

3.4 Sobrevivéncia da bactéria Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium em macas ‘Bravo de Esmolfe’ revestidas com
peliculas suplementadas com 6leos essenciais, sujeitas a simulacdo
de condicbes do trato gastrointestinal (suco gastrico com pH 2,5)

Os resultados dos ensaios anteriores apontaram para que, apds o periodo de
armazenamento de 24 h a 4°C, as bactérias L. monocytogenes e S. Typhimurium
presentes nas macas cortadas revestidas com e sem peliculas experienciaram uma
reducdo significativa da sua populacdo, contudo nas 48 h seguintes manteve-se estavel.
E reconhecida a capacidade quer da bactéria L. monocytogenes quer de S.
Thyphimurium de montar respostas de tolerancia quando expostas a condi¢Ges subletais

(Faleiro, 2012) e como qualquer bactéria de origem alimentar, mais cedo ou mais tarde,
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vai enfrentar o sistema gastrointestinal do hospedeiro, onde as respostas de tolerancia
serdo Uteis para ultrapassar os efeitos prejudiciais dos sucos gastricos (baixo valor de
pH) e sucos intestinais (diferencas osméticas). Em virtude do exposto foi avaliada a
sobrevivéncia das bactérias L. monocytogenes e S. Typhimurium quando sujeitas as
condi¢des do trato gastrointestinal apos 24 h da sua inoculagdo em magas ‘Bravo de
Esmolfe’ revestidas com as peliculas de alginato de sédio (2%) com 0,2% eugenol e a
de alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral. O valor de pH no estbmago
em jejum é geralmente de 1-3 e dependendo do alimento ingerido o valor do pH varia
de 4-5 (Cummings et al., 2004).

Simulando um valor de pH do suco gastrico em jejum perto do limite mais
elevado foi selecionado o valor de pH 2,5. O valor final de pH da mistura da macé
macerada e 0s respetivos sucos foi determinado e estes foram, para a amostra controlo,
de 5,69 + 0,15, para a maca revestida com a pelicula de alginato de sodio (2%) com
0,2% eugenol foi de 5,49 + 0,36 e para a maca revestida com a pelicula de alginato de
sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral foi de 5,46 + 0,05. Apés a adigdo do suco
intestinal os valores de pH foram 8,46 + 0,2 (controlo), 8,25 + 0,20 (pelicula de
alginato de sodio (2%) com 0,2% eugenol) e 8,32 £ 0,11 (pelicula de alginato de sédio
(2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral).

3.4.1 Listeria monocytogenes

O processo de exposicdo das bactérias foi iniciado com a adicdo da saliva
durante cinco minutos. Apos este tempo a viabilidade de L. monocytogenes 12.04 foi de
7,64 £ 0,61 Log;p UFC/mL (controlo), 5,65 £ 0,35 Log;o UFC/mL (pelicula de alginato
de sodio (2%) com 0,2% eugenol) e 6,75 £ 0,77 Logyo UFC/mL, (pelicula de alginato de
sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral). Os valores de viabilidade apds a adi¢do
da saliva foi significativamente diferente entre o controlo e ambas as peliculas (P <
0,05), mas ndo foi observada qualquer diferenca (P > 0,05) entre os valores de
viabilidade nas amostras com as duas peliculas. Apos a incubacdo em saliva foi
realizada a adigdo dos sucos gastrico e intestinal com amostragens aos 0, 60 e 120 min.
Os resultados da sobrevivéncia da bactéria L. monocytogenes 12.04 a exposi¢do dos
sucos gastrointestinais estéo ilustrados na Figura 3.4.18A-B.
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A adicdo do suco gastrico (pH 2,5) ndo afetou a viabilidade bacteriana, esta
manteve-se constante ao longo do periodo de amostragem (2 h) verificando-se apenas
uma ligeira reducdo ao fim de 60 min que se manteve até perfazer os 120 min (Figura
3.4.18A).
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Figura 3.4.18. Sobrevivéncia da bactéria Listeria monocytogenes 12.04 quando exposta ao suco gastrico a pH 2,5 (A)
e ao suco intestinal (B), em magas ‘Bravo de Esmolfe’ na auséncia (controlo) e na presenca da pelicula de alginato de
sodio (2%) com 0,2% eugenol e de alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral. Os dados sdo
representativos de trés ensaios independentes com determinagdes em duplicado (n=6). As barras de erro representam
0 desvio padrao.

A adicdo do suco intestinal também ndo provocou qualquer alteracdo na
viabilidade de L. monocytogenes 12.04 (Fig 3.4.18B), quer no controlo quer nas
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amostras com as peliculas, embora se observe uma tendéncia das células de L.
monocytogenes para aumentarem a sua viabilidade, contudo as diferengas ndo sao

significativas (P > 0,05).

A toleréncia a baixos valores de pH e a condicdes de elevada osmolaridade é
uma das caracteristicas da bactéria L. monocytogenes, o que explica a sua capacidade de
sobrevivéncia em alimentos de elevada acidez e presenca de sal (Faleiro et al., 2003). A
sua sobrevivéncia neste tipo de alimento pode permirtir uma maior resisténcia durante a
passagem pelo trato gastrointestinal (Gahan & Hill, 2014; Melo et al., 2013; Samara &
Koutsonamis, 2009).

No estudo de Melo et al.,, (2013), vérias estirpes de L. monocytogenes
sobreviveram a exposicdo do mesmo processo de simulagdo do trato gastrointestinal
utilizado no presente estudo, mantendo a sobrevivéncia entre 98-100%.

No estudo realizado por Samara & Koutsonamis (2009) foi observada uma
rapida diminuicdo da populacdo de L. monocytogenes Scott A, em alface fresca quando
exposta ao suco gastrico (pH 2,5). Esta dimuicdo foi mais acentuada quando a alface foi
armazenada a 5°C quando comparada com o0 seu armazenamento a 20°C. Estes
resultados levaram os investigadores a concluir que a temperatura de armazenamento
dos alimentos pode, também, afetar a tolerancia bacteriana a acidez. No presente estudo
esta reducdo ndo foi observada, o que pode estar associado ao tipo de alimento e
diferengas entre as estirpes.

3.4.2 Salmonella Typhimurium

A viabilidade da bactéria S. Thyphimurium ATCC 14028 ap06s a exposi¢do a
saliva foi de 6,88 + 0,56 Log;o UFC/mL (controlo), 7,37 + 0,66 Logio UFC/mL (pelicula
de alginato de sddio (2%) com 0,2% eugenol) e 7,22 + 0,26 Log;o UFC/mL (pelicula de
alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral), ap6s a exposicao de 5 min da
saliva. Estes valores de viabilidade foram semelhantes (P > 0,05).

A viabilidade da bactéria S. Thyphimurium ATCC 14028 ap0s a exposicao aos
sucos gastrointestinais esta ilustrada na Figura 3.4.19A-B. Foi observado que as células

bacterianas que estiveram expostas a pelicula de alginato de sodio (2%) com 0,1%
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eugenol e 0,15% citral sofrem uma reducdo, que e significativa, ao fim de 2 h de
exposicao ao suco gastrico, em comparacdo com o controlo (P < 0,05) e com os valores
obtidos com a pelicula de alginato de sddio (2%) com 0,2% eugenol (P < 0,05) (Figura
3.4.19A). A maior suscetibilidade das células expostas a pelicula de alginato de sodio
(2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral foi igualmente observada ap6s a adi¢éo do suco
intestinal (Figura 3.4.19B). Apesar desta maior susceptibilidade foi observada a
capacidade de sobrevivéncia de S. Thyphimurium quando exposta aos sucos intestinais,
quer nas amostras controlo quer nas amostras tratadas com as peliculas. Esta capacidade
de sobrevivéncia a exposicdo ao sistema de simulacdo do trato gastrointestinal foi

comum assim as duas bactérias em estudo.
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Figura 3.4.19. Sobrevivéncia da bactéria Salmonella Typhimurium ATCC 14028 quando exposta ao suco gastrico a
pH 2,5 (A) e ao suco intestinal (B) em magds ‘Bravo de Esmolfe’ na auséncia (controlo) e na presenga das pelicula de
alginato de sodio (2%) com 0,2% eugenol e de alginato de sédio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral. Os dados
sdo representativos de trés ensaios independentes com determinaces em duplicado (n=6). As barras de erro
representam o desvio padrao.

Tal como a bactéria L. monocytogenes, a bactéria S. Typhimurium também
possui mecanismos de resposta de tolerancia ao acido, o que permite a sua
sobrevivéncia quando exposta a condicGes de elevada acidez, como 0s sucos gastricos,
bem como a levada osmolaridade do sistema intestinal (Faleiro, 2012).

Os resultados sdo concordantes com o estudo de Oliveira et al., (2011), onde
uma incubacdo sequencial de S. Typhimurium DT104 no solo e depois em alfaces,
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causou um ligeiro aumento da viabilidade da bactéria quando exposta ao suco gastrico
(pH 3,5) e igual aumento no suco intestinal. A capacidade de resistir a exposicdo ao
suco gastrico foi igualmente observada no estudo de He & Ahn (2011), onde o valor de
pH do suco gastrico foi de 3,0 e as duas estirpes de S. Typhimurium foram capazes de
manter a sua viabilidade por cerca de 4 h.

De modo a esclarecer se a sobrevivéncia das bactérias L. monocytogenes e S.
Thyphimurium nas macas cortadas e revestidas com as peliculas de alginato de sddio
suplementadas com os 6leos essenciais se mantém independentemente do valor de pH
do suco gastrico foi elaborado o0 mesmo ensaio diminuido o valor de pH do suco

géstrico para 1,5.

3.5 Sobrevivéncia das bactérias Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium em macas ‘Bravo de Esmolfe’ revestidas com
peliculas suplementadas com 0leos essenciais, sujeitas a simulagao
de condicdes do trato gastrointestinal (suco gastrico com pH 1,5)

Como foi referido atras, os valores de pH do suco gastrico humano em jejum
pode variar entre 1 e 3 (Cummmings et al., 2004) pelo que o valor de pH do suco
gastrico nesta abordagem (pH 1,5) esta préximo do valor minimo simulando a ingestdo
de magd como primeiro alimento. O valor final de pH da mistura da magd macerada
com os respetivos sucos foi determinado e estes foram de 3,58 £+ 0,07 para o controlo,
3,52 + 0,07 para a macd revestida com a pelicula de alginato de sodio (2%) com 0,2%
eugenol e 3,55 + 0,06 para a maca revestida com a pelicula de alginato de soédio (2%)
com 0,1% eugenol e 0,15% citral. A adi¢do do suco intestinal provocou a alteragdo do
valor de pH para 8,71 £ 0,07 para o controlo, 8,65 + 0,09 para a maca revestida com a
pelicula de alginato de sodio (2%) com 0,2% eugenol e 8,68 + 0,06 para a macd

revestida com a pelicula de alginato de sédio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral.
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3.5.1 Listeria monocytogenes

A viabilidade da bactéria L. monocytogenes 12.04 nas macas maceradas com a
saliva e ap6s uma incubacdo de 5 min foi de 7,28 + 0,55 Logyo UFC/mL para o controlo,
para as macas revestidas com a pelicula de alginato de sodio (2%) com 0,2% eugenol a
viabilidade bacteriana foi de 5,53 + 0,47 Logio UFC/mL e por fim, nas magés revestidas
com a pelicula de alginato de sédio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15% citral foi registado
o valor de 5,61 + 0,32 Log;o UFC/mL.

Relativamente as diferencas entre os valores de viabilidade de L. monocytogenes
nas amostras apos a adi¢do da saliva, estas foram significativas entre o controlo e 0s
valores determinados nas duas peliculas testadas (P < 0,05), mas a viabilidade
bacteriana foi similar nas macas revestidas com qualquer uma das peliculas (P > 0,05).

Apds a adicdo do suco gastrico e suco intestinal, a viabilidade da bactéria L.
monocytogenes 12.04 exposta a acdo das peliculas ndo foi recuperada, enquanto que as
células controlo mantiveram a sua viabilidade ao longo da exposi¢do, quer no suco

géstrico, quer no suco intestinal (Figura 3.5.20A-B).
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Figura 3.5.20. Sobrevivéncia da bactéria Listeria monocytogenes 12.04 quando exposta suco gastrico a pH 1,5 (A) e
ao suco intestinal (B), em macas ‘Bravo de Esmolfe’ sem revestimento (controlo) e revestidas com a pelicula de
alginato de sédio (2%) com 0,2% eugenol e com a pelicula de alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e 0,15%
citral. Os dados sdo representativos de trés ensaios independentes com determinagdes em duplicado (n=6). As barras
de erro representam o desvio padréo.

A ndo recuperacdo das células de L. monocytogenes 12.04 nas macgds com o
revestimento das duas peliculas evidencia a sua maior suscetibilidade permitindo a sua
eliminagdo com a adi¢do do suco gastrico. Em contrapartida, a viabilidade da bactéria L.
monocytogenes 12.04 nas magas sem revestimento (controlo) ao longo do processo de
simulacdo do sistema gastrointestinal que foi cerca de 5 Logig UFC/mL indicia a
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elevada capacidade da bactéria em suportar ambientes com valores de pH baixo,

nomeadamente o sistema gastrico.

A diferente suscetibilidade de L. monocytogenes a alimentos com diferentes
valores de acidez e o efeito destes na sua sobrevivéncia apds exposicdo aos sucos
géastricos foi reportada por véarios estudos (Peterson et al., 2007; Roering et al., 1999;
Stopforth et al., 2005). No estudo de Roering et al., (1999) a incubacéo das células de L.
monocytogenes 101M, CLIP 23485 e F6854 em cidra de macd pasteurizada e nao
pasteurizada (pH 3,3-3,5) durante 21 dias a 4 e a 10°C causou uma reducdo da
viabilidade da bactéria abaixo do limite de detecdo apds 48 h. Quando a cidra de maca
foi adicionado o suco gastrico (pH 1,5), a populagdo de L. monocytogenes foi eliminada
ao fim de 5 a 30 min (com uma reducdo de 5,5-6 Log;p UFC/mL). Em contraste, a
estirpe L. monocytogenes F2365 (estirpe epidémica) demonstrou uma maior resisténcia
a exposicdo ao suco gastrico (pH 3,5, 5,0 e 7,0) apds crescimento num produto carneo
(& base de carne de perq) tipo pronto-a-comer em comparagao com as células crescidas
no meio de cultura “Brain Heart Infusion” (Peterson et al., 2007).

Deste modo podemos dizer, pelos nossos resultados em conjunto com 0s dos
estudos atrés referidos, que o tipo de alimento (e respetivos fatores intrinsecos e
extrinsecos) e as caracteristicas da estirpe contribuem para o seu sucesso durante a

passagem pelo sistema gastrointestinal.

3.5.2 Salmonella Typhimurium

Como foi comprovado anteriormente, a Salmonella Typhimurium resiste a
condicBes extremas como ambientes de pH baixo. Apds 5 min expostas a saliva, a
sobrevivéncia de S. Typhimurium foi de 8,00 + 0,00 Logip UFC/mL para o controlo e
7,00 £ 0,00 Logio UFC/mL para ambas as peliculas. Observando as Figuras 3.5.21A-B,
a bactéria sobreviveu, quer a adicdo do suco gastrico a pH 1,5 quer a adigdo do suco
intestinal. Na exposicdo das celulas S. Typhimurium nas macés controlo ao suco
géstrico foi registada uma reducdo ~2 Log;o UFC/mL, em que na saliva registou-se uma
viabilidade de 8,00 + 0,00 Log;o UFC/mL que reduziu para 5,79 + 0,00 Log;o UFC/mL

quando exposta ao suco gastrico. Ja as amostras contendo as peliculas registou-se uma
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reducdo de ~2,5 Log;o UFC/mL, ou seja, quando expostas ao suco gastrico, reduziu de
7,00 £ 0,00 Log;p UFC/mL para 4,52 + 0,00 Logio UFC/mL e 4,21 + 0,00 Logio
UFC/mL, respetivamente a pelicula de alginato de sodio (2%) suplemtada com 0,2%
eugenol e a pelicula de alginato de sddio (2%) suplemtada com 0,1% eugenol e 0,15%
citral.

A viabilidade das trés amostras manteve-se constante ao longo de toda a
simulagdo, como se pode comprovar observando as Figuras 3.5.21A-B.
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Figura 3.5.21. Sobrevivéncia da bactéria Salmonella Typhimurium ATCC 14028 quando exposta ao suco gastrico a
pH 1,5 (A) e ao suco intestinal (B), em macds ‘Bravo de Esmolfe’ sem revestimento (controlo) e revestidas com a
pelicula de alginato de sédio (2%) com 0,2% eugenol e com a pelicula de alginato de sodio (2%) com 0,1% eugenol e
0,15% citral. Os dados sdo representativos de trés ensaios independentes com determinaces em duplicado (n=6). As
barras de erro representam o desvio padréo.
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O estudo de Roering et al., (1999) evidenciou a eliminacdo de S. Typhimurium
em cidra de maca (pH 3,3-3,5) pasteurizada e ndo pasteurizada (reducdo de 5,5-6,0
Logio UFC/mL) apds apenas 5 min de exposic¢do ao suco gastrico a pH 1,5. He & Ahn
(2011) indicou a diminuicédo da viabilidade celular de S. Typhimurium ao diminuir o pH
do suco gastrico (pH 5,0, 3,0 e 2,0) e, também, o aumento da viabilidade quando
exposta ao suco intestinal. Duas estirpes diferentes de S. Typhimurium (sensivel a
antibiotico e resistente a antibiotico), quando expostas ao suco géastrico (pH 2,0),
registaram uma reducdo atingindo valores abaixo dos limites de detecdo (10 UFC/mL)
em 1-4 h (He & Ahn, 2011). Contudo, mostrou-se bastante resistente ao suco intestinal
(He & Ahn, 2011). No estudo de Perez et al., (2010) também foi observada uma
reducdo significativa apds apenas 2 min de exposicao ao suco gastrico (pH 1,5).

Estes estudos reportaram um comportamento diferente do obtido no presente
estudo que reportaram reducdes elevadas da viabilidade bacteriana ou a completa

eliminacdo que pode estar associado ao tipo de alimento e as diferencas entre estirpes.

3.6 Atividade antioxidante

Relativamente as quatro peliculas ediveis avaliadas, estas mostraram possuir
boas propriedades de preservacdo das macas cortadas, em comparacdo com as macas
controlo (Figura 3.6.22.), nomeadamente o revestimento com as peliculas de alginato de
sodio (2%) suplementadas com os 6leos essenciais (Figura 3.6.22B-D) protege as macas
da oxidacdo que pode ser observada na macd revestida apenas com a pelicula sem
adicdo de o6leo (Figura 3.6.22A) e nas magas controlo (Figura 3.6.22E).
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Figura 3.6.22. Magas 'Bravo de Esmolfe' cortadas e revestidas A- Pelicula alginato de sédio (2%) sem dleo essencial, B-
Pelicula alginato de sédio (2%) suplementada com 0,1% eugenol, C- Pelicula alginato de sédio (2%) suplementada com
0,2% eugenol, D- Pelicula alginato de sédio (2%) suplementada com 0,1% eugenol e 0,15% citral, E- sem revestimento

(controlo) ao fim de 3 dias de armazenamento a 4°C.

A aplicacdo das peliculas nas macas cortadas de ‘Golden Delicious’ impediu o

desenvolvimento da oxidacdo do fruto durante o periodo de armazenamento, como pode

ser observado na Figura 3.6.23A-D.

Figura 3.6.23. Aspeto das magds ‘Golden Delicious’ minimamente processadas com a aplicagdo das trés diferentes
peliculas ap6s 3 dias armazenadas a 4°C. A — Pelicula sem 6leo essencial; B — Pelicula com 0,2% eugenol; C —

Pelicula com 0,1% eugenol e 0,15% citral; D — Controlo.
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3.6.1 TEAC

A atividade antioxidante nas macas revestidas com as peliculas e sob exposi¢do
aos sucos gastrointestinais foi determinada pelo método TEAC. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 3.6.4.

As amostras na presenca da saliva apresentaram uma atividade antioxidante
baixa ou a sua inexisténcia. Os resultados obtidos com as amostras de magés revestidas
com as peliculas demonstraram que ndo existe qualquer indicio de atividade
antioxidante, o que se acredita ser devido a complexidade da saliva que provoca a
anulacdo desta atividade.

Quando expostas ao suco gastrico, as amostras registaram um aumento da
atividade antioxidante. As macas controlo registaram uma atividade antioxidante
superior (P < 0,05) a observada nas macds revestidas com as duas peliculas testadas.
Contudo, esta diminuiu na presenca do suco intestinal. As amostras controlo e pelicula
de alginato de sodio (2%) suplementada com 0,1% eugenol e 0,15% citral mostraram
possuir diferencas significativas (P < 0,05), mas ndo se observou 0 mesmo entre 0
controlo e a amostra pelicula de alginato de sédio (2%) suplementada com 0,2%

eugenol e, também, entre as amostras das peliculas (P > 0,05).

Tabela 3.6.4. Atividade antioxidante determinada pelo método TEAC das amostras de mag¢a ‘Bravo de Esmolfe’ na
auséncia e presenga das peliculas de alginato de sodio (2%) suplementadas com 0,2% eugenol e com 0,1% eugenol e
0,15% citral quando expostas aos sucos gastrointestinais.

Saliva Suco gastrico  Suco intestinal
Magcas controlo 7,00+1,83 4576 + 1,06 20,97 + 2,60°

Magas revestidas com a pelicula

H * b c
suplementada com 0,2% eugenol Negativo 41,97 £ 0,70 14,44 + 2,58

Magas revestidas com a pelicula
suplementada com 0,1% eugenol ~ Negativo* 39,40 +0,21° 10,48 +5,21°
e 0,15% citral

Os valores resultam da média do valor de duas réplicas + desvio padrdo da média. Os resultados sdo expressos em
percentagem de inibi¢do (%). Negativo™ - os valores foram negativos. Em cada coluna para cada amostra de maga, os

valores assinalados com diferentes letras séo significativamente diferentes (P < 0,05).
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3.6.2 ORAC

Ao contrério do que se observou pelo método TEAC, a atividade antioxidante
determinada pelo método ORAC ndo mostrou qualquer diferenca entre 0S sucos
gastrointestinais (P > 0,05). Ou seja, a presenca das peliculas ndo contribuiu para um
elevado efeito antioxidante. Como se pode observar na Tabela 3.6.5, os valores séo
semelhantes com os obtidos na auséncia das peliculas.

Tabela 3.6.5. Atividade antioxidante determinada pelo método ORAC das amostras de magi ‘Bravo de Esmolfe’ na
auséncia e na presenca das peliculas de alginato de sodio (2%) suplementadas com 0,2% eugenol e com 0,1%
eugenol e 0,15% citral quando expostas aos sucos gastrointestinais.

Saliva Suco gastrico  Suco intestinal
Magcés controlo 27,34 +8,98% 21,57+0,47% 21,99 +0,15°
Magas revestidas com a pelicula
suplementada com 0,2% 21,92+0,16*° 21,19+0,79 21,67 +0,73
eugenol
Macas revestidas com a pelicula
suplementada com 0,1% 22,14 +0,10° 21,92 +0,15° 21,10 + 0,04°

eugenol e 0,15% citral

Os valores resultam da média do valor de duas réplicas + desvio padrdo da média. Os resultados sdo expressos em
UM Trolox. Em cada coluna para cada amostra de macd, os valores assinalados com mesma letra sdo
significativamente iguais (P > 0,05).

O estudo de Serra et al., 2010 demonstrou a elevada atividade antioxidante
presente nas macés ‘Bravo de Esmolfe’ determinada pelo método ORAC. Neste estudo,
a atividade de 1503 + 48 umol Trolox/100g. Este valor, como se pode verificar, € muito
superior quando comparado com os valores obtidos no presente estudo, isto pode ser
explicado pela diferenga de elaboracdo do método e, também, pelas préaticas culturais e

diferentes estados de maturacédo do fruto.
Os resultados obtidos pelos métodos TEAC e ORAC foram distintos e isto deve-

se a diferenca de acdo entre os metodos. Mas, em ambos, é necessario considerar a

possibilidade da interferéncia dos sucos intestinais em cada uma das técnicas.
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Capitulo IV — Conclusoes

4.1 Conclusoes

As peliculas ediveis suplementadas com Oleos essenciais, para além de
contribuirem para a preservacdo dos frutos, possuem caracteristicas antibacterianas
protegendo os frutos ao inibir o crescimento de bactérias de deterioragéo.

O estudo da sobrevivéncia das bactérias L. monocytogenes e S. Typhimurium em
macas ‘Bravo de Esmolfe’ armazenadas a 20°C demonstrou que estas possuem
capacidades de sobrevivéncia diferentes. A bactéria L. monocytogenes conseguiu
sobreviver durante 7 dias, ao contrario da bactéria S. Typhimurium, cuja viabilidade ndo
foi recuperada, ao fim dos 7 dias.

Quando foi realizada a avaliacdo do revestimento das macds com a pelicula
suplementada com 0,1% eugenol e com a pelicula sem adicdo de 6leos essenciais, em
magas ‘Bravo de Esmolfe’, 0s resultados evidenciaram que a presenca de eugenol
(0,1%) nao foi suficiente para controlar a presenca das duas bactérias em estudo. Pelo
que foi necessario aumentar a concentracdo de eugenol e adicionar uma outra pelicula
suplementada com a mistura de eugenol e citral, na proporcdo de 0,1% de eugenol e
0,15% de citral.

A avaliacdo da pelicula suplementada com 0,2% de eugenol e da pelicula
suplementada com 0,1% eugenol e 0,15% citral evidenciou um efeito antibacteriano
superior ao observado no estudo anterior. Estas possuem um efeito antibacteriano
semelhante, acompanhado de uma reducédo das bactérias patogénicas. No entanto, a sua
acao foi mais significativa no controlo da bactéria S. Typhimurium, em comparagédo
com a bactéria L. monocytogenes.

Ao contrario do que se observou nas magas ‘Bravo de Esmolfe’, a pelicula
suplementada com 0,2% eugenol e a pelicula suplementada com 0,1% eugenol e 0,15%
citral ndo se mostraram eficazes no controlo de ambas as bactérias em magas ‘Golden
Delicious’. Apesar de apresentarem uma reducdo significativa em relagdo ao observado
na auséncia de tratamento, observou-se um efeito antibacteriano semelhante entre as
peliculas testadas e a pelicula sem a presenca de qualquer dleo essencial. Este fato leva
a concluséo que a presenca dos 0leos essenciais (eugenol e citral) nas peliculas, quando

testadas nesta cultivar, ndo tem qualquer efeito no controlo do desenvolvimento das
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bactérias. A ineficacia das peliculas nesta cultivar pode ser explicada pelo seu elevado
pH, o que difere da maca ‘Bravo de Esmolfe’.

Em relacdo ao efeito da simulacdo do sistema gastrointestinal na sobrevivéncia
das bactérias nas magas ‘Bravo de Esmolfe’ revestidas com as peliculas em estudo, foi
observada que a viabilidade bacteriana dependeu do valor de pH do suco gastrico,
nomeadamente em comparacdo com a sobrevivéncia das bactérias nas macas ndo
revestidas com as peliculas. Quando o pH do suco géastrico foi de pH 2,5, tanto a
bactéria L. monocytogenes como a bactéria S. Typhimurium apresentaram uma elevada
resisténcia, conseguindo sobreviver nestas condi¢Ges. As diferencas entre as bactérias
foram mais pronunciadas quando foi avaliado o efeito do pH de 1,5 do suco géstrico na
sobrevivéncia das bactérias. A viabilidade da bactéria L. monocytognes nas macas
revestidas com qualquer uma das peliculas estudadas ndo foi recuperada apés a
exposicdo ao suco gastrico, ao contrario da viabilidade das células que estavam
presentes nas magcds controlo que se manteve estavel ao longo do processo de simulagdo
do sistema gastrointestinal. O mesmo néo se verificou com a bactéria S. Typhimurium,
pois esta conseguiu sobreviver a estas condicbes mesmo nas macds revestidas com
qualquer uma das peliculas.

Conclui-se, entdo, que a utiliza¢ao das peliculas nas magas ‘Bravo de Esmolfe’ é
benéfica no controlo da bactéria L. monocytogenes, mas tem limitagcdes no controlo da
bactéria S. Typhimurium.

Quando avaliada a atividade antioxidante, das macas revestidas com as peliculas
suplementadas com os Oleos essenciais (eugenol e citral) sob exposi¢cdo aos sucos
gastrointestinais evidenciou uma auséncia desta atividade pelos métodos TEAC e
ORAC.

4.2 Perspetivas futuras

Uma vez que foi observada a ndo recuperacdo da bactéria L. monocytogenes
12.04 nas macds revestidas com as peliculas suplementadas com os éleos essenciais
sujeitas a exposicdo ao suco gastrico a pH 1,5 serd util verificar se esta suscetibilidade

se confirma noutras estirpes com origem alimentar. Por outro lado, a elevada
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sobrevivéncia da bactéria S. Typhimurium nas mesmas condi¢des sugere uma futura
avaliacdo da sua capacidade de adesdo e invasao de células Caco-2.

Outro aspeto que poderd ser alvo de futura avaliagdo serd a interferéncia dos
sucos gastrointestinais na atividade antioxidante determinada pelos métodos TEAC e
ORAC, bem como utilizar outros métodos, tais como o0 método 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) com o fruto sem e com revestimento e, em condicdes de
exposicdo aos sucos gastrointestinais (digerido) e sem exposi¢do aos sucos (néo

digerido).
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