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RESUMO 

 
A ocorrência de tolerância por parte dos micro-organismos contaminantes de alimentos a 

agentes e/ou tratamentos antimicrobianos clássicos, impõe a busca de tecnologias alternativas 

para emprego na conservação de alimentos, a exemplo dos óleos essenciais, em especial 

aqueles obtidos da espécie Rosmarinum officinalis L. (OERO). A ação antimicrobiana do 

OERO tem sido atribuída ao 1,8-cineol (CIN) frequentemente citado como seu constituinte 

majoritário. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da exposição a concentrações 

subinibitórias do OERO e CIN na modificação da tolerância direta e cruzada de algumas 

bactérias contaminantes de alimentos (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium). Ainda, foi avaliada a influência dos 

fatores sigma alternativos σ
S 

e σ
B 

na tolerância de E. coli MG1655 e L. monocytogenes EGD- 

e, e seus mutantes isogênicos E. coli MG1655 ΔrpoS e L. monocytogenes EGD-e ΔsigB,  

frente  ao  OERO  e  ao  óleo  essencial  de  Origanum  vulgare  L.  (OEOV)  bem  como     na 
modificação da tolerância bacteriana direta e cruzada ao campo elétrico pulsado (CEP). Para 

isso, foram realizados ensaios de determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e de 

modificação da tolerância direta e cruzada após exposição das cepas às concentrações 

subinibitórias (sub-CIMs) (1/2 CIM e 1/4 CIM) do OERO ou do CIN em caldo base carne (18 

h) e em modelo base carne (72 h). Para os ensaios de verificação de injúria subletal e 

interferência dos fatores sigma na tolerância bacteriana, células de E. coli MG1655 e L. 

monocytogenes EGD-e foram expostas a concentrações inibitórias do OERO ou OEOV para, 

em seguida, serem cultivadas em meios adicionados de agentes seletivos (NaCl ou sais de 

bile). Os valores de CIM variaram entre 20 e 40 μL/mL e 40 e 80 μL/mL para o OERO e CIN, 

respectivamente. Os ensaios de modificação de tolerância não revelaram aumento de 

tolerância direta e cruzada nas cepas bacterianas testadas.  A CIM do OERO e OEOV frente  

às células mutantes foi menor daquele encontrado frente às células parentais. As células 

mutantes também apresentaram maior diminuição da sua viabilidade quando tratadas com os 

óleos essenciais (OES) em relação às células parentais, bem como maior proporção de células 

apresentando lesão subletal. Ainda, as células mutantes mostraram maior sensibilidade ao  

CEP quando comparadas as parentais. A ausência dos fatores sigma diminuiu a tolerância 

direta e ao CEP nas células pré-expostas ao OES em sub-CIMs. Os resultados obtidos neste 

estudo demonstram que: i) a exposição das cepas bacterianas a sub-CIMs do OERO ou CIN 

não aumentou a tolerância direta e cruzada; ii) os fatores sigma σ
S 

e σ
B 

influenciaram a 

sensibilidade das cepas de E. coli MG1655 e L. monocytogenes EGD-e, respectivamente, 

frente ao OERO e OEOV ao CEP; e iii) os fatores sigma não influenciaram no aumento da 

tolerância bacteriaia direta e cruzada ao CEP. Estes resultados demonstram o potencial do 

OERO e do CIN para uso como antimicrobiano na conservação de alimentos, quando 

considerado o seu efeito inibitório sobre bactérias contaminantes de alimentos e a ausência de 

indução de aumento na tolerância bacteriana direta e cruzada. 

 

Palavras-chave: Óleos essenciais, Alecrim, Tolerância bacteriana, Conservação dos 

alimentos, Bactérias patogênicas. 
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ABSTRACT 

 
 

The occurence of tolerance in food contaminant microorganisms to agents and/or classic 

antimicrobial treatments has required the search of alternative technologies for use in food 

preservation, such as essential oils, especially those obtained from the specie Rosmarinum 

officinalis L. (ROEO). The antimicrobial action of ROEO has been attributed to 1.8-cineol 

(CIN), frequently cited as its main constituent. The aim of this study was to investigate the 

effect of exposure to subinhibitory concentrations of ROEO and CIN on the modification of 

direct tolerance and cross-tolerance of some food-contaminant bacteria (Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella 

Typhimurium). Still, the influence of alternative sigma factors σ
S 

and σ
B 

on tolerance of E.  

coli MG1655 and L. monocytogenes EGD-e, and its isogenic mutant E. coli MG1655 and L. 

monocytogenes  EGD  ΔrpoS  and  ΔsigB  to  the  ROEO  and  the  essential  oil  of Origanum 
vulgare L. (OVEO), as well as direct on the modification of the bacterial direct tolerance and 

cross tolerance the pulsed electric field (PEF) were investigated. For this, assays to determine 

the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the modification of the direct tolerance and 

the cross-tolerance after exposure of the strains to subinibitory concentrations (sub-MICs)  

(1/2 MIC and 1/4 MIC) of ROEO or CIN in meat broth (18 h) and model based meat (72 h) 

were performed. For verification of sublethal injury and interference of sigma factors on 

bacterial tolerance, E. coli MG1655 cells and L. monocytogenes EGD-e were exposed to 

inhibitory concentrations of ROEO or OVEO and further cultivated in media added selective 

agents (NaCl or bile salts). The MIC values ranged between 20 and 40 μL/mL and 40 to 80 

μL/mL for ROEO and CIN, respectively. The tolerance modified assays revealed no increase 

in either the direct tolerance or the cross-tolerance in the tested bacterial strains. The MIC of 

ROEO and OVEO against the mutant cells was lower than that found against the parental 

cells. Mutant cells showed also a greater decrease in viability when treated with essential oils 

(EOS) compared to the parental cells, as well as a higher proportion of cells with sublethal 

injury. Still, the mutant cells showed higher sensitivity to PEF when compared to parental 

cells. The absence of sigma factors decreased the direct tolerance and tolerance to the PEF in 

cells pre-EOS exposed to sub-MIC. The results of this study show that: i) exposure of the 

bacterial strains to sub-MICs of ROEO or CIN did not increase the direct or the cross- 

tolerance; ii) the sigma σ
S 

and σ
B 

factors influenced the sensitivity of strains of E. coli 

MG1655 and L. monocytogenes EGD-e, respectively, to the OVEO and ROEO and PEF;  and 
i) the sigma factors did not influence the increase in direct bacterial tolerance and cross 

tolerance to the PEF. These results demonstrate the potential of ROEO and CIN for use as 

antimicrobials in food preservation, when considering their inhibitory effect on bacterial food- 

contaminants and the absence of induction to direct or cross bacterial tolerance. 

 
 

Keywords: Essential oils, Rosemary, Bacterial tolerance, Food preservation, Pathogenic 

bactéria. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

 

Os alimentos são passíveis de contaminação por diferentes agentes microbianos, os 

quais podem causar deterioração e/ou doenças decorrentes da ingestão de micro-organismos 

patogênicos ou de suas toxinas pré-formadas presentes nestes alimentos (CÉBRIAN et al., 

2010). As modificações da tolerância, particularmente o seu aumento, por parte de micro- 

organismos frente a diversos compostos ou processos antimicrobianos clássicos utilizados em 

alimentos tem se apresentado como importante fator motivador da busca por alternativas para 

emprego em sistemas de conservação de alimentos (OLIVEIRA et al., 2010). 

A exposição a condições estressantes (subinhibitórias ou subletais) pode causar danos 

às células microbianas que, durante o seu processo de reparação, podem adquirir a habilidade 

de desenvolver-se na presença dos agentes estressores. Esta habilidade tem como repercussão 

o desenvolvimento de tolerância aumentada, com impactos negativos sobre a segurança 

alimentar (SILVA-ÂNGULO et al., 2014). Essas respostas microbianas podem resultar em  

um aumento da tolerância a outros agentes estressores, fenômeno denominado como 

tolerância cruzada (LUZ et al., 2014a; LUZ et al., 2014b). 

A modificação da tolerância microbiana cruzada entre agentes conservantes tem 

importantes implicações na conservação de alimentos, quando, geralmente, tensões são 

aplicadas com o intuito de controlar o crescimento e sobrevivência dos micro-organismos 

(LUZ et al., 2014a). Estudos anteriores já reportaram a capacidade de aumento de tolerância 

direta e cruzada em micro-organismos contaminantes de alimentos quando expostos a 

condições estressoras causadas pela acidez, temperaturas elevadas e baixas, sais e radiação 

(ÁLVAREZ-ORDÓÑEZ et al., 2009; ESPINA et al., 2011; GRUZDEV et al., 2011; 

SOMOLINOS et al., 2010a). 

A indústria alimentícia procura atender regras gerais que objetivam em prolongar o 

período de armazenamento dos alimentos, fazendo com que permaneçam adequados para o 

consumo (SOUZA et al., 2013a). As mudanças no processamento e a crescente exigência do 

consumidor por alimentos mais naturais, com uma vida útil prolongada, mantendo a qualidade 

nutritiva e sensorial, impulsionam a realização de pesquisas para obtenção de novos 

ingredientes, que possam atender a novas perspectivas do mercado (MONTE et al., 2014). 

Ainda, a legislação de alimentos tem progressivamente restringido e/ou limitado o uso de 

alguns conservantes químicos que são tradicionalmente utilizados em alimentos (WANG et 

al., 2013). 
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Neste contexto, torna-se de interesse para a ciência de alimentos a possibilidade da 

descoberta de novos agentes antimicrobianos e sua possível aplicação prática na conservação 

de alimentos. Assim, diversos estudos têm sido conduzidos a fim de se aprofundar nesta 

possibilidade de aplicação de novos compostos antimicrobianos, tomando como base 

resultados observados em experimentos in vitro (BARROS et al., 2012; ESPINA et al., 2014; 

LUZ et al., 2012a; OLIVEIRA et al., 2015). 

O uso de óleos essenciais (OES) como antimicrobianos surge como alternativa 

tecnológica para emprego em sistemas de conservação de alimentos (MONTE et al., 2014). 

As principais características relacionadas ao uso de OES em sistemas de conservação de 

alimentos referem-se a sua origem natural e sua composição complexa em diversidade de 

constituintes, os quais apresentam diferentes mecanismos de ação antimicrobiana, tornando, 

desta forma, mais difícil à ocorrência de processos adaptativos por parte dos micro- 

organismos (BURT 2004; BARBOSA et al., 2015; LUZ et al., 2014b). 

Entre os diversos OES que apresentam potencialidade antimicrobiana, aquele obtido  

da espécie vegetal Rosmarinus officinalis Linn. (OERO) tem mostrado destacáveis resultados 

na inibição de diferentes micro-organismos, e se mostrado como possível alternativa para uso 

como antimicrobiano em alimentos. Compostos como eugenol, 4-terpineol, α-terpineol, δ- 

terpineol e tricicleno são alguns dos constituintes encontrados no OERO, sendo que 1,8-cineol 

(CIN) tem sido frequentemente relatado como o seu componente majoritário (AZEREDO et 

al., 2011; BARBOSA et al., 2015; MULYANINGSIHA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015). 

O OERO, bem como o CIN, têm se mostrado eficazes na inibição de diversas bactérias 

contaminantes de alimentos, a citar Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes 

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Tiphymurium (AZÊREDO et al.;, 2012; GACHKAR 

et al., 2007; SOUSA et al., 2012). Embora esta atividade antimicrobiana já tenha sido 

estudada, não se dispõe de dados na literatura científica que tenham como ênfase a observação 

de modificações na tolerância direta e cruzada de cepas bacterianas quando expostas a 

condições estressantes causadas pela exposição a concentrações subinibitórias do OERO e 

CIN. 
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2 PERGUNTA CONDUTORA 

 

 

A exposição a concentrações subinibitórias do óleo essencial de R. officinalis e de seu 

constituinte majoritário 1,8- cineol induz o aumento na tolerância direta e cruzada das 

bactérias contaminantes de alimentos L. monocytogenes, S. aureus, P. aeruginosa e S. 

Typhimurium? 
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3 OBJETIVOS 

 

 

 Objetivo geral 

 

 

Investigar a capacidade de desenvolvimento de tolerância em bactérias contaminantes 

de alimentos quando expostas a concentrações subinibitórias do OERO e de seu constituinte 

majoritário CIN. 

 

 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar a influência da exposição a diferentes concentrações do OERO e CIN sobre 

a viabilidade de cepas de L. monocytogenes, S. aureus, P. aeruginosa e S. Typhimurium; 

b) Avaliar a modificação na tolerância direta e cruzada (termotolerância, 

ácidotolerância e osmotolerância) nas cepas bacterianas teste quando expostas a  

concentrações subinibitórias do OERO e CIN; 

c) Verificar a influência dos fatores sigma alternativos σ
S  

e σ
B  

na tolerância ao OERO, 

e na ocorrência de injúria subletal, em cepas de E. coli e L. monocytogenes. 



19 
 

 

 

 
 

4 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 Implicações do crescimento microbiano em alimentos 

 

 

Desde muito tempo, reconhece-se a magnitude das implicações da deterioração 

microbiana em alimentos (SOUZA et al., 2013b). As perdas de alimentos decorrentes da 

deterioração microbiana no âmbito mundial chegam a bilhões de dólares por ano, afetando 

principalmente países em desenvolvimento (CARFORA et al., 2015). O crescimento de 

micro-organismos em alimentos pode causar uma gama de alterações organolépticas e 

nutricionais, conduzindo a um estado de impropriedade para o consumo humano (JUNEJA; 

HWANG; FRIEDMAN, 2010). A deterioração microbiana de alimentos pode ocorrer como 

conseqüência do crescimento de micro-organismos, ou ainda da liberação de enzimas extra ou 

intracelulares no substrato após lise da célula microbiana (JAY, 2005). 

Os micro-organismos quando presentes no alimento crescem por meio da utilização 

dos nutrientes disponíveis através de via oxidativa ou fermentativa, com a finalidade de 

obtenção de energia necessária para manutenção da viabilidade da célula microbiana e síntese 

de componentes celulares (SARKER et al., 2007). A condução das reações químicas 

envolvidas na utilização dos nutrientes presentes no alimento promove a formação de  

produtos intermediários e finais, os quais são responsáveis pelas alterações organolépticas e 

nutricionais (YI et al., 2010). 

Além dos problemas decorrentes do crescimento microbiano em relação a deterioração 

e consequentes perdas dos alimentos, em todo o mundo as doenças provocadas pelo consumo 

de alimentos contaminados com micro-organismo patogênicos e/ou suas toxinas têm grande 

impacto sobre a saúde pública (SPANU et al., 2012). Segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), doenças de origem alimentar são definidas como “doenças de natureza tóxica 

ou infecciosa, causadas pelo consumo de alimentos ou água contaminados” (BAKKALI et al., 

2008). A ocorrência de dois ou mais casos de uma mesma doença, como resultado da ingestão 

de um alimento ou água em comum define surtos ocasionados por Doenças Veiculadas por 

Alimentos (DVA’s) (SILVA-WEISS, 2013). Dentre os perigos biológicos relacionados com o 

surgimento das DVA’s, as bactérias são consideradas seus principais agentes etiológicos, 

representando mais de 2/3 dos surtos registrados (WINK, 2012). 

Os surtos provocados pelo consumo de alimentos contaminados por micro-organismos 

patogênicos podem sofrer variações quanto ao seu período de incubação, intensidade e 

duração da doença de acordo com a suscetibilidade individual (idade, estado nutricional e 
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grau de sensibilidade), quantidade do alimento contaminado ingerida e, em alguns casos, com 

tipo e quantidade de toxina (pré) formada (FRANCO; LANDGRAF, 2005). 

De modo geral, as doenças microbianas de origem alimentar apresentam como 

sintomas mais comuns a dor abdominal, náuseas, vômitos, diarréia, prostração, hipotermia e 

hipotensão (LAWRYNOWICZ-PACIOREK et al., 2007). Estes sintomas, por se  

apresentarem leves, terem baixa letalidade e um curso restrito, muitas vezes não são tratados 

nos serviços de saúde e, portanto, não sofrem notificação pelos órgãos de saúde oficiais, 

consequentemente (WHO, 2014). As bactérias Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi, S. 

Paratyphi, Shigela disenteriae, Clostridium botulinum, C. perfringens, Bacillus cereus e 

Escherichia coli são exemplos de alguns micro-organismos frequentemente envolvidos como 

agentes etiológicos de surtos alimentares (PIMENTEL-FILHO et al., 2014). 

A transmissão de patógenos e/ou suas toxinas para os alimentos pode ocorrer através 

de fezes, mãos de manipuladores, animais voadores ou rasteiros e pela água contaminada. 

Neste sentido, todo alimento é potencialmente suscetível à contaminação por ação  

microbiana, necessitando um sistemático controle de qualidade em todas as etapas da sua 

cadeia produtiva (STEFANAKIS et al., 2013). Nos países em desenvolvimento são detectados 

anualmente mais de um bilhão de casos de diarreia aguda em crianças menores de cinco anos, 

das quais 2 milhões chegam ao óbito, segundo registros da OMS (SILVA et al. 2013). 

Estima-se que em países que apresentam sistemas de registro de notificação, até 100 

milhões de pessoas sejam acometidas por doenças decorrentes do consumo de alimentos 

anualmente (HAMADI et al, 2014). No Brasil, de todas as internações realizadas em hospitais 

do Sistema Único de Saúde (SUS), compreendendo o período de 2010 a 2013, entre 4,5% a 

4,8% tiveram diagnóstico de infecção intestinal, representando aproximadamente 70 mil 

internações com um custo estimado de 110 milhões de reais (ZELENY et al, 2015). Por esta 

razão, no sistema de produção de alimentos, torna-se fundamental que medidas  sejam  

tomadas para que seja assegurada a inocuidade e estabilidade dos seus produtos finais durante 

toda a sua vida de prateleira (WANG et al., 2013). 

O consumo de alimentos fora dos padrões higiênico-sanitários além de não atender a 

legislação, pode resultar em aumento das taxas de absenteísmo no trabalho, despesas com 

tratamento médico e aumento do número de hospitalizações, com repercussões econômicas e 

sociais significativas (MUTHAIYAN; RICKE; GUSTAFSON et al., 2014). Diversos fatores 

ambientais, sociais e econômicos, como produção de alimentos em larga escala, intenso 

comércio de alimentos, urbanização, mudanças no comportamento humano, aumentada 

mobilidade e aumento no número de indivíduos imunodeprimidos têm contribuído para o 
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surgimento, e, em alguns casos, para o agravamento da realidade acerca da emergência de 

micro-organismos patogênicos (MAZZARIN et al., 2015; PESAVENTO et al., 2015). 

 

Staphylococcus aureus 

 

 

A espécie S. aureus faz parte do grupo de estafilococos coagulase positiva, sendo 

considerada a mais virulenta do gênero (BARROS et al., 2012). A peculiaridade de seu  

habitat torna estes micro-organismos largamente distribuídos na natureza, sendo transmitidos 

aos alimentos principalmente pelos manipuladores, na maioria, portadores assintomáticos. 

Deste modo, pode-se esperar a presença de S. aureus, mesmo em pequenas quantidades, em 

quase todos os alimentos de origem animal ou naqueles diretamente manipulados (DEVERE; 

PURCHASE, 2007). 

S. aureus tem se destacado como um dos mais importantes agentes etiológicos de 

DVA’s notificadas em todo o mundo (ARAGON-ALEGRO et al., 2007; CEBRIAN et al., 

2010; ZELENY et al., 2015), sendo responsável por aproximadamente 45% das toxinfecções 

associadas à ingestão de alimentos in natura e processados (AIT-OUAZZOU et al, 2011).  

Isso se deve a capacidade que algumas cepas de S. aureus possuem de produzir enterotoxinas 

dentro de matrizes alimentares, causando intoxicação alimentar estafilocócica (ARGUDIN et 

al., 2010), que consiste em uma gastroenterite resultante da ingestão de 100 a 200 ng de 

toxinas pré-formadas em alimentos. Essa quantidade de toxina pode ser alcançada quando a 

contagem de S. aureus ultrapassa 10
5 

e 10
6 

UFC/g de alimento (BENNETT, 2005). 

Os alimentos frequentemente envolvidos em surtos de intoxicação estafilocócica 

incluem produtos cárneos, aves, ovos, leite e produtos lácteos (HAMADI et al., 2014), ou  

seja, alimentos com elevado teor protéico, que requerem manipulação durante o 

processamento, muitas vezes associada ao aquecimento e/ou armazenamento inadequado 

destes produtos (ALABOUDI et al., 2012; HUMMERJOHANN et al., 2014; WALLIN- 

CARLQUIST et al., 2010). 

As toxinas estafilocócicas causam diarreia e vômito quando ingeridas, e são 

responsáveis pelo chamado envenenamento alimentar estafilocócico. As enterotoxinas 

estafilocócicas caracterizam-se como proteínas imunologicamente distintas, hidrossolúveis e 

resistentes à ação do calor. As temperaturas requeridas para a sua inativação são muito mais 

elevadas do que aquelas necessárias para eliminar a bactéria do alimento (EL-BAKRY et al., 

2014). 
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Listeria monocytogenes 

 

 

L. monocytogenes é um patógeno oportunista, capaz de sobreviver e se multiplicar em 

meios adversos como substratos nutritivos muito simples, temperaturas de refrigeração, 

ambientes ácidos e alcalinos, além de elevadas concentrações de NaCl (LUZ et al, 2012a). 

L. monocytogenes é conhecida por causar a listeriose, importante e grave doença de 

origem alimentar, que atinge principalmente indivíduos com o sistema imune comprometido, 

como grávidas, idosos, recém-nascidos, portadores de neoplasias e da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (LIN et al., 2011). A listeriose é considerada um grave problema 

de saúde devido à severidade dos sintomas e alta taxa de mortalidade (em torno de 30%), 

mesmo com adequado tratamento com antibióticos (DALMASSO; JORDAN, 2014). Os 

relatos de surtos causados por esta bactéria incluem alimentos in natura e processados 

armazenados sob refrigeração por longos períodos, submetidos a aquecimento insuficiente, 

incluindo vegetais, produtos cárneos, leite e seus derivados (MELO et al., 2015). 

A dose infectante para o estabelecimento da doença depende da virulência e 

patogenicidade da cepa de L. monocytogenes, bem como do estado de saúde do hospedeiro, 

entretanto pelo menos 10
2 

UFC (Unidades Formadoras de Colônia) por grama ou mililitro de 

alimento são necessários para causar a listeriose (JEMMI; STEPHAN, 2006). As 

manifestações clínicas da listeriose em adultos são decorrentes, principalmente, de infecções 

no sistema nervoso central (SNC) como meningite e encefalite, além de outras infecções  

como endocardite, peritonite, pneumonia e ostiomielite (BARANCELLI et al., 2014). Em 

gestantes, L. monocytogenes pode provocar abortamento, nascimento prematuro, morte fetal, 

meningite ou septicemia neonatal (RAJKOVIC et al., 2011). 

 

Pseudomonas aeruginosa 

 

 

P. aeruginosa é uma bactéria ubiquitária, que requer necessidades mínimas de 

nutrientes para seu crescimento (TYAGI; MALIK, 2010). Transmitida por água e alimentos 

contaminados, esta bactéria é considerada um patógeno oportunista, podendo causar infecções 

e enterites quando o sistema imunológico do hospedeiro encontra-se deprimido (MASSIER et 

al., 2012). Por possuir intensa atividade metabólica, sua presença em quantidades elevadas 

reduz a vida de prateleira dos produtos alimentícios, devido a alterações nas características 

químicas e sensoriais (YI et al., 2010). P. aeruginosa pode também ser monitorada como um 

indicador de outras contaminações bacterianas, como as de origem fecal (SILVA et al., 2008). 
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Aproximadamente 10
5 

UFC/g de alimento são necessárias para causar a patogenia 

alimentar (MASSIER et al., 2012), sendo a dose infectante influenciada tanto pela 

susceptibilidade do hospedeiro quanto pela linhagem envolvida (YI et al., 2010). As infecções 

causadas por P. aeruginosa estão associadas a um alto padrão de mortalidade, e são difíceis  

de serem erradicadas do sangue ou de tecidos infectados, pois esses micro-organismos têm 

uma suscetibilidade limitada a antimicrobianos (HASSANI et al., 2007). 

Além disso, tem sido descrito que P. aeruginosa apresenta tolerância a uma ampla 

variedade de condições físicas, incluindo capacidade de se multiplicar mesmo sob condições 

extremas de temperatura e pH, com elevadas concentrações de aditivos e sais, propriedades 

que contribuem para sua presença em diversos ambientes (VICTORIA et al., 2012). Sua 

tolerância a diferentes antimicrobianos pode ser intrínseca, devido à baixa permeabilidade de 

sua membrana e a capacidade de formar biofilmes (LUZ et al., 2014). 

 

 Salmonella enterica sorovar Typhimurium 

 

 

Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium é uma bactéria 

amplamente disseminada na natureza e de grande importância em saúde pública, por se tratar 

de um dos principais patógenos envolvidos em surtos de origem alimentar (GUNDUZ et al., 

2009). Diversas espécies animais podem servir de reservatório para S. Typhimurium, 

proporcionando sua constante eliminação no meio por animais infectados assintomáticos. 

Assim, sua disseminação entre espécies de animais destinadas à produção de alimentos 

representa um grande risco de contaminação da cadeia alimentar (MARTÍN et al., 2014). 

Os alimentos de origem animal, em especial, os ovos e carnes de aves, suína e bovina 

são os principais veículos de transmissão da S. Typhimurium, (PHILLIPS et al., 2008). A  

dose infectante oscila entre 10
2 

a 10
6 

UFC/g, ocorrendo variação quanto ao alimento e cepa 

envolvidos (GUNDUZ et al., 2009). 

A salmonelose acomete principalmente indivíduos com o sistema imune 

comprometido, sendo caracterizada por febre, diarreia, vômitos e cólicas abdominais 

(MARTÍN et al., 2014; BAJPAI; BAEK; KANG, 2012). Estima-se, que apenas nos Estados 

Unidos ocorram a cada ano, cerca de 1 milhão de episódios envolvendo gastroenterites com 

19.000 internações e 400 óbitos devido a infecções causadas por S. Typhimurium (LV et al., 

2014). Por muitos anos, S. Typhimurium foi o sorovar mais envolvido em quadro de diarreia 

aguda no homem em diversos países, inclusive o Brasil (DUBOIS-BRISSONNET et al., 

2011). 
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4.1.5 Escherichia coli 

 

 

Pertencente ao grupo dos Coliformes Termotolerantes, as células de E. coli são 

importantes como possíveis patógenos veiculados por alimentos (EL-BAKRY et al., 2014). 

Como micro-organismo indicador, a presença de E. coli nos alimentos em quantidades 

elevadas é utilizada para indicar contaminação fecal (ABDOLLAHZADEH et al., 2014). 

De modo geral, a E. coli é considerada um comensal inofensivo, no entanto, diversos 

sorovares da espécie apresentam potencial patogênico, sendo capazes de causar infecções 

intestinais e extra-intestinais por diferentes mecanismos, assim como infecções no trato 

urinário e meningites (EL-BAKRY et al., 2014). Estima-se que a dose infectante da E. coli 

para adultos seja de 10
5 

a 10
8 

UFC/g, todavia, esta dose varia de acordo com o estado imune 

e/ou a idade do indivíduo exposto (ABDOLLAHZADEH et al., 2014). De modo geral, 

infecções causadas por E. coli caracterizam-se por diarréia aquosa, náusea, vômito, cólicas 

abdominais e febre baixa ou ausente (MELO et al., 2015). 

A transmissão de E. coli se dá por meio da ingestão de água ou alimentos 

contaminados não processados, ou que tiveram algum tipo de contaminação fecal durante a 

sua produção. Vários surtos têm sido associados ao consumo de carne bovina mal cozida e 

diversos produtos á base de carne, leite cru, vegetais consumidos crus e molhos preparados 

para saladas (LV et al., 2014). 

Sorotipos de E. coli têm sido implicados em doenças diarreicas, se constituindo num 

grave problema de saúde pública no mundo, com mais de dois milhões de mortes relatadas 

anualmente (MELO ET AL., 2015). As cepas de E. coli são classificadas de acordo com os 

seus mecanismos de patogenicidade (toxinas, adesinas, invasibilidade), danos a animais de 

laboratório e padrões de adesão a células eucarióticas em cultura. A classificação, 

considerando estes aspectos inclui: i) E. coli enteropatogênica (EPEC); ii) E. coli 

enteropatogênica atípica (A-EPEC); iii) E. coli enterotoxigênica (ETEC); iv) E. coli 

enterohemorrágica (EHEC); v) E. coli enteroinvasiva (EIEC); vi) E. coli de adesão difusa 

(DAEC); e vii) E. coli enteroagregativa (EAEC) (LIN et al., 2011). 

 

 Controle do crescimento microbiano em alimentos 

 

 

A necessidade de conservar alimentos sempre foi uma preocupação do homem e tem 

se tornado, uma necessidade cada vez mais presente diante da crescente demanda de consumo 

de alimentos em todo o  mundo. Estes aspectos  obrigam os  setores produtores  a    manterem 
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níveis mínimos de perdas decorrentes da deterioração de alimentos, porém sem esquecer a 

necessidade de o alimento não representar riscos a saúde do consumidor devido a 

contaminação com micro-organismos patogênicos (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; 

BOURKE, 2008). Os micro-organismos podem ser inseridos no alimentos em qualquer uma 

das etapas do processamento, promovendo alterações sensoriais, ou comprometendo a 

segurança do produto final (HAVELAAR et al., 2010). 

O processo de conservação dos alimentos baseia-se em uma busca pela obtenção de  

um produto final que seja possuidor de uma alta qualidade nutricional, atrelada a uma longa 

vida útil (BENKEBLIA, 2004). A segurança e a qualidade microbiana dos alimentos podem 

ser estabelecidas por meio da boa aplicação de métodos que garantam a inativação ou inibição 

do crescimento e proliferação de bactérias deteriorantes e/ou patogênicas (HADDADIN et al., 

2010). 

Métodos que incluem aquecimento, congelamento, secagem, liofilização, irradiação, 

pressão hidrostática elevada, fermentação ou adição de compostos químicos ou 

antimicrobianos, têm sido tradicionalmente empregados para o controle da contaminação 

bacteriana em alimentos. O uso de ácidos orgânicos fracos (ácido lático, benzóico, sórbico, 

cítrico), peróxido de hidrogênio, agentes quelantes (ácido cítrico, sais de cálcio e de sódio, 

ácido etilenodiaminotetracético-EDTA) e biomoléculas orgânicas, entre outros artifícios 

químicos (modulação do potencial de óxido-redução, da pressão osmótica) e físicos 

(temperatura, embalagens) são exemplos de métodos aplicados para conservar diferentes 

matrizes alimentares (PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010). Estes processos atuam 

causando injúria e/ou dano permanente à célula microbiana, com comprometimento ou 

perturbação do seu processo homeostático, adaptativo, de crescimento e multiplicação (WU, 

2008). 

Os procedimentos empregados para o controle microbiano em alimentos promovem 

uma série de alterações na matriz alimentar, que podem comprometer suas características 

nutricionais, funcionais e sensoriais (HAVELAAR et al., 2010). Essas alterações têm levado a 

indústria a reduzir a intensidade das tensões ou obstáculos utilizados. A combinação de 

técnicas de conservação, aplicadas em níveis mais brandos, de acordo com o conceito da 

tecnologia de obstáculos ou barreiras (LEISTNER, 2000), tem se mostrado uma alternativa 

promissora para o alcance do controle microbiano em alimentos. Na tecnologia de barreiras, o 

entendimento das interações complexas entre temperatura, atividade de água, pH e 

conservantes químicos, é utilizado para criar uma série de barreiras que garantam a segurança 

microbiológica do alimento processado. 
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A crescente tendência dos consumidores na busca de alimentos seguros, porém com 

baixos níveis ou sem a adição de aditivos sintéticos, bem como o surgimento de cepas 

bacterianas resistentes aos processos de conservação tradicionalmente aplicados tem 

direcionado a busca de novas tecnologias que permitam a manutenção dos atributos naturais e 

a segurança dos alimentos. Dentre essas alternativas inovadoras que vem sendo estudadas 

atualmente, aplicadas de forma isolada ou em combinação, podem ser citadas as tecnologias 

não térmicas, como alta pressão hidrostática, campo elétrico pulsado, embalagens ativas e 

bacteriocinas, culturas protetoras e compostos vegetais (ESPINA et al., 2014; LUZ et al., 

2012c). 

 

 Tolerância de micro-organismos a procedimentos de conservação de alimentos e 

influência dos fatores sigma 

 

A falta de critérios na aplicação dos procedimentos físicos e o uso abusivo e 

desordenado dos conservantes químicos sintéticos para o controle microbiano têm favorecido 

o surgimento de micro-organismos cada vez mais tolerantes aos métodos e agentes 

antimicrobianos classicamente utilizados pela indústria de alimentos (SOUZA et al., 2013b). 

Este fato tem contribuído para o surgimento de cepas bacterianas com perfil de tolerância a 

múltiplos agentes antibacterianos em todo o mundo (HAMADI et al., 2014). 

Vários autores reportam sobre o crescente número de isolamentos de cepas 

microbianas com elevada tolerância aos procedimentos tradicionais antimicrobianos aplicados 

pela indústria de alimentos (ÁLVAREZ-ORDÓÑEZ et al., 2009; CHUENCA et al., 2015; 

ESPINA  et al., 2013; DUBOIS-BRISSONNET et al., 2011). 

A tolerância é definida como a capacidade temporária ou permanente do micro- 

organismo e sua descendência de permanecer viável e/ou multiplicar-se sob condições que 

poderiam ser consideradas inibitórias ou letais. A tolerância aos antimicrobianos pode ser 

natural (intrínseca), adquirida, ou ainda ser transmitida dentro da mesma ou de espécies 

diferentes de bactérias (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008). A tolerância a 

antimicrobianos é principalmente adquirida através de três mecanismos principais: (1) 

transferência de genes de tolerância de micro-organismos resistentes a susceptíveis; (2) 

adaptação genética, por exemplo, mudança no alvo da droga; e (3) adaptação fenotípica, 

primariamente pelo aumento de expressão de maquinaria celular existente, tais como bombas 

de efluxo (SHELDON, 2005; KOHANSKI et al., 2007; KOHANSKI et al., 2010). 
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A exposição de um micro-organismo repetidas vezes a concentrações subletais de um 

agente antimicrobiano pode resultar no aumento da sua tolerância, o que repercute em 

aumento da sua capacidade de sobreviver mesmo quando exposto a altas concentrações desse 

agente. A exposição de bactérias ao estresse subletal pode resultar ainda em um aumento da 

tolerância a outros tipos de estresses não relacionados, fenômeno denominado como  

tolerância cruzada (SKANDAMIS et al., 2008). As condições subletais que têm demonstrado 

induzir respostas ao estresse, resultando em um aumento da tolerância, incluem o choque 

térmico, a exposição a um pH extremo, o choque oxidativo, tal como a exposição ao peróxido 

de hidrogênio, entre outros (SOKOVIC et al., 2010). 

Uma das principais estratégias microbianas para sobreviver em ambientes 

desfavoráveis envolve mudanças nas propriedades físico-químicas da membrana Este  

processo adaptativo se reflete em modificações nas propriedades físicas da membrana celular, 

tais como a temperatura da fase de transição e microviscosidade, que se relacionam com a 

permeabilidade e consequentemente viabilidade da célula (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 

2008; DUBOIS-BRISSONET et al., 2011). As mudanças na membrana em resposta ao 

estresse, como resposta do micro-organismo pode depender das condições de adaptação 

específica impostas durante a fase estacionária de crescimento, com subsequente estresse 

subletal (SOMOLINOS et al., 2010b). 

Modificações na fluidez da membrana citoplasmática demonstraram estar envolvidas 

na adaptação ao estresse ambiental (por exemplo, variações de temperatura, pressão, 

concentrações de íons, pH, disponibilidade de nutriente e xenobióticos) (MYKYTCZUK et  

al., 2007). Como exemplo, a adaptação à baixa temperatura de crescimento em Bacillus 

subtilis envolve a mudança na fluidez da membrana celular, com uma rápida desnaturação de 

cadeias de ácidos graxos presentes nos fosfolipídios por meio da indução de enzimas 

desnaturases de ácidos graxos (BERANOVÁ et al., 2008). Por outro lado, em P. aeruginosa,  

a composição de ácidos graxos dos fosfolipídios de membrana pode ativar a expressão 

prematura de alguns genes, suportando a hipótese de que mudanças na estrutura de membrana 

podem ser decorrentes de modulação gênica relacionada ao estresse (PATRIGNANI et al., 

2008). 

Di Pasqua et al. (2006) verificaram um mecanismo adaptativo mediante exposição a 

concentrações subletais de diferentes compostos ativos de OES em células de E. coli, 

Salmonella spp. e Brochothrix thermosphacta que resultou em uma maior concentração de 

alguns ácidos graxos insaturados na membrana citoplasmática. Da mesma forma, nos 

resultados obtidos por Luz et al. (2014b), foi observado que células de S. Typhimurium 
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ATCC 14028 submetidas a concentrações subletais do óleo essencial de Origanum vulgare e 

do seu fitoconstituinte majoritário carvacrol apresentaram aumento da síntese de ácidos  

graxos insaturados e isômeros trans, embora, o desenvolvimento de tolerância direta ou 

cruzada (termotolerância, ácidotolerância e osmotolerância) não tenha sido observado. 

Aparentemente, as alterações na susceptibilidade a OES poderiam ser explicadas por 

adaptação fenotípica, devido a mudanças reversíveis na composição dos lipídios de membrana 

e efluxo (PAPADOPOULOS et al., 2008). 

Além das mudanças na membrana, os micro-organismos dispõem de diferentes 

estratégias para se adaptar e sobreviver às constantes mudanças que ocorrem no meio em que 

estão inseridos e em resposta às tensões ambientais. O uso de fatores sigma alternativos é uma 

das mais importantes estratégias que a célula bacteriana é capaz de utilizar quando exposta a 

condições de stress. Fatores sigma alternativos são reconhecidos pela enzima RNA- 

polimerase, e a partir deste reconhecimento os genes que serão expressos dependem de qual 

fator sigma está ligado à enzima (AIT-OUAZZOU et al., 2011). 

Nas bactérias Gram-negativas, o fator σ
S
, também conhecido como fator sigma de fase 

estacionária, é o principal regulador da resposta geral ao stress em E. coli e em outras  

bactérias entéricas. O fator σ
S 

é codificado pelo gene rpoS e induzido quando as células são 

submetidas a diversas situações de adversidade ambiental, como escassez de nutrientes, altas  

e baixas temperaturas e entrada na fase estacionária de crescimento (MONFORT et al., 2012; 

WEBER al., 2005). 

Assim, o fator σ
S  

regula a expressão de genes associados com o aumento da tolerância 

a alguns dos tratamentos de conservação de alimentos (DODD; ALDSWORTH, 2002). O 

fator σ
S 

regula direta ou indiretamente a expressão de até 10% dos genes de E. coli (WEBER 

et al., 2005), sendo portanto, considerado como fator crucial neste micro-organismo, não só 

por seu papel na tolerância ao estresse, mas também por sua grande influência sobre a 

fisiologia celular em condições de crescimento adversos. 

Para as bactérias Gram-positivas, existem menos informações disponíveis sobre os 

fatores biológicos que fundamentam o fenômeno de sua tolerância. No entanto, sabe-se que, 

de forma semelhante ao que acontece nas bactérias Gram-negativas, há um importante 

mecanismo de regulação da transcrição de determinados genes em L. monocytogenes frente a 

mudanças bruscas das condições ambientais. Alguns fatores sigma alternativos ativos em 

células Gram-positivas, como exemplo, o fator σ
B 

(considerado homólogo ao fator σ
S 

em 

bactérias gram-negativas), permanecem em estado de repouso até que a célula encontra-se em 
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condições ambientais desfavoráveis, para então requerer a expressão de determinados genes 

reconhecidos por este fator (ESPINA et al., 2013; KAZMIERCZAK et al., 2005). 

O fator sigma alternativo σ
B  

é codificado pelo gene sigB, e tem sido demonstrado   sua 

contribuição na habilidade de L. monocytogenes multiplicar-se e sobreviver em condições de 

stress ambientais (GRAY et al., 2006), como a exposição a elevada osmolaridade, 

temperaturas extremas, etanol, EDTA, ou início fase estacionária de crescimento (BECKER  

et al., 1998). O estudo de caracterização do fator σ
B 

de L. monocytogenes durante a fase 

estacionária de crescimento identificou mais de 170 genes regulados diretamente por este  

fator (KAZMIERCZAK et al, 2003; RAENGPRADUB et al, 2008). O fator σ
B 

já foi 

identificado também em S. aureus e B. subtilis (KAZMIERCZAK et al., 2005). 

Apesar de sua recente descoberta, vários estudos têm demonstrado a influência dos 

fatores σ
S 

e σ
B 

para E. coli e L. monocytogenes, respectivamente, na tolerância a importantes 

técnicas utilizadas na conservação de alimentos, tais como tratamento térmico (ESPINA et al., 

2010), exposição á condições ácidas (AIT-OUAZZOU et al., 2012), campo elétrico pulsado 

(ROBEY et al., 2001; WEMEKAMP-KAMPHUIS et al., 2004), pressão hidrostática 

(SOMOLINOS  et  al.,  2008)  e  compostos  vegetais  antimicrobianos  (SOMOLINOS  et al., 

2010a). 

No entanto, há ainda muitos aspectos a serem esclarecidos, uma vez que os estudos 

realizados não abordaram, por exemplo, as condições ideais de tratamento que poderiam 

influenciar a expressão destes fatores, ou como esta expressão poderia ser potencializada ou 

suprimida. De forma geral, o conhecimento da influência dos fatores sigma alternativos e seu 

papel fisiológico sobre a sobrevivência microbiana mediante os processos de conservação dos 

alimentos é um aspecto de interesse para o desenvolvimento de processos de conservação 

mais eficazes. 

 

Óleos essenciais como antimicrobianos para uso em alimentos 

 

 

Considerando que alguns conservantes químicos são suspeitos ou são tóxicos aos 

consumidores, em soma a capacidade de desenvolvimento de tolerância direta e cruzada 

decorrente da exposição microbiana a compostos sintéticos e/ou processos antimicrobianos 

clássicos, têm ocorrido uma pressão sobre a indústria alimentícia para uma progressiva 

diminuição da sua utilização e conseqüente adoção de alternativas mais naturais para  

obtenção dos seus propósitos (SOUZA et al., 2010; BARROS et al. 2009). Neste cenário, o 
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uso de OES como antimicrobianos para uso em alimentos surge como alternativa tecnológica 

para emprego em sistemas de conservação de alimentos. 

Os OES são líquidos aromáticos extraídos de materiais vegetais como flores, folhas, 

caules, raízes e frutas e desempenham diversas funções necessárias à sobrevivência vegetal, 

exercendo papel fundamental na autodefesa contra micro-organismos e na atração de 

polinizadores (SIQUI et al., 2000). Estas substâncias são límpidas e raramente coloridas, 

lipossolúveis e solúveis em solventes orgânicos com densidade geralmente menor que a da 

água, e são armazenadas em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou 

tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008; LUZ, et al 2012c; BARBOSA et al., 2015; 

FORSYTHE, 2002). 

O perfil químico dos componentes dos OES difere na quantidade e tipos 

estereoquímicos das moléculas presentes em relação ao procedimento utilizado para a sua 

extração, o qual deve ser escolhido de acordo com a proposta de uso dos OES (AZEREDO et 

al., 2012). Além disso, a composição do material extraído pode variar em qualidade e 

quantidade de acordo com o clima, composição do solo, órgão da planta, idade e estágio do 

ciclo vegetativo (OLIVEIRA et al., 2010). Existem diversos métodos para extração de OES, 

que podem incluir o uso de dióxido de carbono líquido, micro-ondas, destilação com alta ou 

baixa pressão com água fervente ou vapor quente. Portanto, com a finalidade de obter OES de 

composição constante, estas substâncias devem ser extraídas sob as mesmas condições 

(ANGIONI et al., 2006; ABAD et al., 2012). 

Avalia-se que a produção brasileira de OES gera em torno de 85 milhões de dólares, 

vindo a corresponder a 12% da produção mundial (LV et al., 2014). O maior problema ao 

desenvolvimento da agroindústria produtora de OES é a concorrência com similares  

sintéticos. Atualmente, a indústria alimentícia, a qual mais necessita deste tipo de produto,  

tem substituído os produtos sintéticos por naturais, em função das exigências atuais dos 

mercados (ABDOLLAHZADEH et al., 2014). 

As propriedades bioativas dos OES têm sido exploradas em diversos setores da 

indústria farmacêutica, agronômica, de produtos cosméticos e de perfumaria (WATSON; 

PREEDY, 2008; ALIM et al., 2009). Conhecidos por suas propriedades antissépticas 

(bactericida, virucida e fungicida), além da sua fragrância, os OES são usados na produção de 

embalagens ativas, como analgésicos, sedativos, antiinflamatórios,  espasmolíticos, 

anestésicos tópicos e como antimicrobianos (BAKKALI et al., 2008). 

Os OES constituem-se em misturas complexas de até mais de 100 compostos 

orgânicos, pertencentes às mais diversas classes químicas (hidrocarbonetos terpênicos, alcoóis 
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simples, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres e ácidos orgânicos) e são caracterizados por dois ou 

três constituintes majoritários em concentrações mais elevadas (20-70%) (CASTRO et al., 

2004; SOUZA et al., 2013b). Porém, os terpenos e os fenilpropanos são as classes mais 

comumente encontradas. Os terpenos encontrados com maior frequência são os 

monoterpenos, que podem constituir até cerca de 90% do óleo. Sesquiterpenos, e diterpenos 

são geralmente encontrados como constituintes minoritários (BAKKALI et al., 2008; 

OLIVEIRA et al., 2015). 

Em relação a suas propriedades biológicas, pode-se dizer que a atividade 

antimicrobiana dos OES não depende apenas de sua composição química, mas também de sua 

configuração estrutural, grupos funcionais e possíveis interações aditivas e sinérgicas entre 

seus componentes (QUESTED et al., 2010). 

Cerca de 60% dos OES têm ação antifúngica e 30% exibem propriedade 

antibacteriana. Já foi comprovada ação antimicrobiana de OES contra um amplo número de 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (SOUSA et al., 2012). A maior ou menor 

efetividade antimicrobiana depende do OE ensaiado, da sua concentração, do tipo de micro- 

organismo alvo e da composição do substrato teste (BARROS et al., 2009; MONTE et al., 

2014; LUZ et al., 2012a; MUTHAIYAN; RICKE; GUSTAFSON, 2014). Os mecanismos 

pelos quais os OES inibem o crescimento e/ou sobrevivência dos micro-organismos podem, 

em parte, estar relacionados a sua hidrofobicidade. Estas substâncias conseguem passar pela 

parede celular e membrana citoplasmática, destruindo a estrutura dos polissacarídios, lipídios 

e fosfolipídios, o que provoca um dano à membrana e é responsável pela toxicidade que 

apresentam na célula alvo (BURT, 2004; PRAKASH et al., 2015). 

Uma sequência de eventos envolvendo diferentes modos de ação dos OES pode 

ocorrer conduzindo ao estabelecimento da inviabilidade ou morte microbiana, dependendo 

dos compostos majoritários presentes no OE. Entre estes, podem ser citados: sensibilização da 

dupla camada fosfolipídica com perturbação na função e na composição da membrana 

plasmática; aumento da permeabilidade e perda de componentes intracelulares vitais; 

inativação do mecanismo enzimático mitocondrial, inibindo o transporte de elétrons para 

produção de energia e síntese protéica; extravasamento de material citoplasmático; lise e 

eventual morte celular (PESAVENTO et al., 2015; SANTIESTEBAN-LÓPEZ et al., 2007). 

Alguns autores relatam que os OES apresentem duas principais características como 

agentes antimicrobianos para uso em sistemas de conservação de alimentos: i) sua origem 

natural, o que significa mais segurança para os consumidores e para o meio ambiente; e ii) são 

considerados como possuidores de baixo risco de desenvolvimento de tolerância   microbiana. 
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A segunda característica citada toma como base o fato de que os OES são compostos por uma 

grande variedade de constituintes, os quais, aparentemente, apresentam diferentes  

mecanismos de atividade antimicrobiana, tornando, desta forma, mais difícil uma possível 

adaptação dos micro-organismos frente a sua ação (BURT, 2004; SOUZA et al., 2007). 

Nos Estados Unidos e em países da Europa alguns produtos à base de OES e seus 

componentes são registrados e liberados para uso na conservação de alimentos, de modo que 

esta realidade de conhecimento e aplicação foi originada de pesquisas acadêmicas através de 

consórcios envolvendo diferentes países. OES são considerados como tendo baixo risco para a 

saúde dos consumidores, e tal propriedade se estende aos constituintes carvacrol, carvona, 

cinamaldeído, citral, eugenol, mentol, timol, p-cimeno, limoneno, entre outros (AIT- 

OUAZZOU et al., 2013; SILVA-ÂNGULO et al., 2014). 

Outro fator importante a ser ressaltado é que a ação combinada de OES e/ou seus 

constituintes pode potencializar o seu efeito antimicrobiano, como verificado por Gutierrez, 

Barry-Ryan e Bourke (2008), em estudo com a combinação dos óleos essenciais  de  O. 

vulgare e Thymus vulgaris. Este é um aspecto interessante para o uso de OES, pois para 

alcançar o efeito antimicrobiano desejado na matriz alimentar, as concentrações requeridas de 

um OE podem causar alterações sensoriais indesejáveis, particularmente no sabor e odor do 

alimento (DEVLIEGHERE et al., 2004). Neste sentido, a aplicação combinada de OES ou 

seus constituintes em concentrações subinibitórias, pode permitir a manutenção da segurança 

do produto, garantindo sua vida de prateleira, porém minimizando o sabor indesejável e ou 

alterações sensoriais associadas (AZERÊDO et al., 2011; SOUSA et al., 2012). 

Estudos prévios têm relatado que a combinação de alguns OES e/ou seus constituintes 

pode contribuir mais efetivamente que um óleo essencial/constituinte aplicado de maneira 

isolada (AZEREDO et al., 2012; BARBOSA et al., 2015; SOUZA et al., 2015; 

SOLORZANO-SANTOS; MARTÍN et al., 2014). Os efeitos benéficos dessa combinação 

podem ser aditivos ou sinérgicos, sendo de grande interesse industrial, uma vez que menores 

concentrações seriam requeridas para atuar na preservação de alimentos. No estudo realizado 

por Azerêdo et al. (2011) verificou-se efeito sinérgico entre os OES O. vulgare e R.  

officinalis, cujos componentes majoritários são, respectivamente, carvacrol e  1,8-cineol,  

frente à A. hydrophila, L. monocytogenes e Y. enterocolitica, e efeito aditivo contra P. 

fluorescens. 

Em alguns estudos, é sugerido o uso combinado de OES com outros métodos 

antimicrobianos, visando um efeito sinérgico para a conservação de alimentos, a citar: baixos 

valores de pH e atividade de água, agentes quelantes, baixa tensão de oxigênio, nisina e 
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empacotamento anaeróbico no intuito de aumentar a estabilidade e segurança microbiológica. 

Esta combinação de tratamentos de conservação permite que um nível exigido de proteção  

seja alcançado, ao mesmo tempo em que se retêm os atributos de qualidade organoléptica do 

alimento como cor, sabor, odor, textura e conteúdo nutricional (NAZER et al., 2005; 

NAVEENA et al., 2006; DIMIRTIEVIAE et al., 2007; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; 

BOURKE, 2008). 

A atividade antimicrobiana dos OES em matrizes alimentares tem sido avaliada de 

forma isolada e combinada em diversos estudos e em geral, é reduzida quando comparado aos 

testes in vitro (Burt, 2004). Segundo Gutierrez (2008), os componentes nutricionais presentes 

nos alimentos poderiam proteger as bactérias contra a ação dessas substâncias, além de 

possibilitar uma reparação mais rápida das células injuriadas em decorrência da maior 

disponibilidade de nutrientes neste substrato, quando comparada aos meios laboratoriais. 

Assim, o uso de meios-base alimento pode auxiliar na obtenção de dados mais realísticos a 

cerca do real potencial de aplicação de OES como conservantes em alimentos. 

 

 Propriedades antimicrobianas do óleo essencial de Rosmarinus officinalis L. e 1,8- 

cineol 

 
Entre os diversos OES que apresentam potencialidade antimicrobiana, aquele obtido  

da espécie vegetal Rosmarinus officinalis L. (alecrim - OERO) tem mostrado destacáveis 

resultados na inibição de diferentes micro-organismos de interesse em alimentos, embora os 

resultados tenham sido variados de acordo com os micro-organismos ensaiados, origem do 

óleo essencial e técnica utilizada (BARBOSA et al., 2015). 

A espécie Rosmarinus officinalis L., conhecida popularmente como alecrim, é 

originária da Região Mediterrânea e cultivada em quase todos os países de clima temperado 

de Portugal à Austrália. No Brasil sua produção se localiza, principalmente, na região sul do 

país (MONTE et al., 2014). A planta possui porte subarbustivo lenhoso, ereto e pouco 

ramificado de até 1,5 m de altura (Figura 1). Suas folhas são lineares, coriáceas e muito 

aromáticas, medindo 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espessura. As flores são 

azulado-claras, pequenas e de aromas forte e muito agradável (LORENZI; MATOS, 2006). A 

planta exala aroma forte e agradável, sendo uma erva usada para fins culinários, medicinais e 

aromáticos. O OE é aplicado em cosméticos e perfumaria (LORENZI; MATOS, 2006; LIN et 

al., 2011). 
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A atividade antimicrobiana do OERO tem sido relacionada a mecanismos comuns aos 

demais OES, que tem início com a perturbação da membrana, podendo ser seguida de 

interferência em eventos celulares fundamentais para a viabilidade da célula microbiana 

(AZERÊDO et al., 2011). Já foi comprovado que muitos dos seus compostos são inibidores  

de diversos micro-organismos, como S. aureus, Bacillus subtillis, Klebsiella pneumoniae, P. 

aerugionosa, E. coli, S. Enteritidis e Shiguella sonei (SANTOYO et al., 2005; BOZIN et al., 

2007). 

Dentre os constituintes do OERO (Figura 2), eugenol, 4-terpineol, α-terpineol, δ- 

terpineol e α-pineno podem ser encontrados, porém o 1,8-cineol (CIN) é frequentemente 

relatado como sendo seu componente majoritário podendo representar até 47% do mesmo 

(ATTI-SANTOS et al., 2005; GOMES NETO et al., 2012a). Azerêdo et al. (2011) avaliaram  

a composição química do OERO, e verificaram a presença de 13 compostos distintos, sendo o 

CIN o composto em maior quantidade representando 32,2% da massa total do óleo. 

 

Figura 1. Espécie vegetal Rosmarinus officinalis L. (Alecrim) 

Fonte: jornalagricola.wordpress.com 
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Figura 2. Estrutura química dos principais constituintes do OERO. (a): eugenol; (b): 4- 

terpineol; (c): α-terpineol; (d): δ-terpineol; (e): α-pineno; (f): 1,8-cineol. 

Fonte: www.quimicabrasil.com.br 

 
O CIN ou eucaliptol, como também pode ser denominado, possui fórmula química 

C10H18O e peso molecular de 154,24 g.mol
-1

. É um composto monoterpênico cíclico 

reconhecido como seguro (GRAS), aprovado pela FDA para o uso em alimentos (FDA, 2009) 

e indicado como flavorizante pela Flavor and Extract Manufacturer’s Association (SOUSA et 

al., 2012). 

Embora o OERO seja constituído por muitos compostos individuais, suas propriedades 

antimicrobianas geralmente são atribuídas ao seu composto majoritário CIN. Devido a suas 

propriedades hidrofóbicas, o CIN é capaz de penetrar na célula microbiana onde interfere em 

mecanismos essenciais para o metabolismo microbiano (ATTI-SANTOS et al., 2005; 

CELIKTAS et al., 2005). Perturbação da membrana citoplasmática, ruptura do fluxo de 

elétrons, perturbação do transporte ativo, inibição de atividade de enzimas e coagulação do 

conteúdo citoplasmático são alguns dos mecanismos envolvidos na promoção do efeito 

antimicrobiano do CIN (VILJOEN et al., 2013). 

O OERO, bem como o seu constituinte CIN, têm demonstrado efetividade na inibição 

de diversas bactérias contaminantes de alimentos, a citar: S. aureus, L. monocytogenes P. 

aeruginosa e S. Tiphymurium (AZÊREDO et al., 2011; GOMES NETO et al., 2012b;  

SOUSA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). Mulyaningsih et al. (2010) obtiveram valores 

de concentração inibitória mínima do CIN variando entre 8 e 64 mg/mL frente 13 micro- 

organismos diferentes, incluindo bactérias Gram-negativas (E. coli ATCC 25922, P. 

aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 700603 e Acinetobacter baumanii ATCC 

BAA 747), Gram-positivas (B. subtilis ATCC 6051, S. aureus ATCC 29213, S. epidermidis 

ATCC 14990, S. saprophyticus ATCC 15305, S. pyogenes ATCC 12344, S. agalactiae ATCC 

http://www.quimicabrasil.com.br/
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27956, Enterococcus faecalis ATCC 29212) e leveduras (C. albicans ATCC 90028 e C. 

glabrata ATCC MYA 2950). 

Dado o exposto, a capacidade possível que alguns micro-organismos possuem de 

adaptar-se a condições adversas do ambiente precisa ser avaliada, considerando a 

potencialidade antimicrobiana de óleos essenciais e seus constituintes com a finalidade de uso 

como conservantes naturais em alimentos. 

Ainda, considerando de forma pragmática as limitações de interpretação de dados 

decorrentes de sistemas experimentais de estudo que envolvam somente avaliações 

fenotípicas, bem como a necessidade de avanços na área de estudo em tela, a realização de 

estudos vindouros se fazem necessários para inferir hipóteses e prospectivas a respeito do 

possível envolvimento dos fatores sigma alternativos no comportamento de cepas bacterianas, 

quando expostas à ação de óleos essenciais. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

O presente estudo foi conduzido em duas etapas. Na primeira, foram investigadas as 

mudanças na tolerância direta e cruzada em cepas de bactérias contaminantes de alimentos (L. 

monocytogenes, S. aureus, P. aeruginosa e S. Typhimurium) quando expostas a concentrações 

subinibitórias do OERO e do CIN (experimentos conduzidos no Laboratório de Microbiologia 

dos Alimentos do Departamento de Nutrição da Universidade Federal da Paraíba, Campus I). 

Na segunda etapa, avaliou-se a influência dos fatores sigma alternativos σ
S  

e σ
B  

na 

tolerância de cepas de E. coli e L. monocytogenes, respectivamente, ao OERO e OEOV, bem 

como nas modificações da tolerância direta destas cepas quando expostas a concentrações 

subinibitórias de ambos os OES testados (experimentos conduzidos no Laboratorio de 

Microbiología de los Alimentos, del Departamento de Producción Animal y Ciencias de los 

Alimentos, Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Zaragoza, Espanha). 

 

 Primeira Etapa 

 

 

OERO e CIN 

 

 

O OERO tipo food-grade, foi obtido da Aromalândia Ind. Com. Ltda. (Minas Gerais, 

Brasil), a qual obtém os produtos através de processo de arraste por vapor d’água 

(hidrodestilação) em escala industrial. O óleo essencial obtido atendeu todas as especificações 

de controle de qualidade (aparência, cor, impurezas, odor, densidade a 20 °C: 0.90, índice de 

refração a 20 °C: 1.47) conforme boletim técnico emitido pelo fornecedor. Por sua vez, o 

constituinte CIN foi adquirido da Empresa Sigma Aldrich Brasil Ltda. 

 

Cepas teste e inóculo 

 

 

As cepas tipo padrão L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 6538, P. 

aeruginosa ATCC 9027 e S. Typhimurium ATCC 14028 utilizadas como micro-organismos 

teste nos ensaios antimicrobianos foram obtidas da Coleção de Micro-organismos de 

Referência, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde, FIOCRUZ, Rio de 

Janeiro, Brasil. 

Para a realização dos ensaios antimicrobianos, as cepas teste foram cultivadas em 

caldo Infusão de Cérebro e Coração (Himedia, Índia) por 18 h a 35 °C. Feito isso, as células 
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bacterianas foram separadas por meio de centrifugação (4000 rpm por 12 min a 4 °C), lavadas 

duas vezes com tampão fosfato-salino (0.1 g/100mL, Oxoid, Brasil) e ressuspendidas em 

tampão fosfato-salino. As suspensões bacterianas foram ajustadas em espectrofotômetro para 

uma densidade óptica de 1,5 a 620 nm, correspondente a um inóculo de aproximadamente 8 

log10 UFC/mL (CARSON; MEE; RILEY, 2002). Culturas estoque foram mantidas em tubos 

de ensaio com Ágar Nutriente (Himedia, Índia) inclinado a 7 ºC. 

 

Preparação do caldo base carne 

 

 

Os ensaios de viabilidade celular e de investigação da modificação  de  tolerância 

(direta e cruzada) das cepas bacterianas foram realizados utilizando caldo carne como 

substrato de cultivo. Para isso, uma porção de carne bovina do “tipo patinho” (500 g) Foi 

separada da gordura externa e cortada em pedaços de tamanho uniforme (3 x 3 x 3 cm), que 

foram fervidos em água destilada (1000 mL) durante 30 min. Em seguida, a carne foi retirada, 

obtendo-se cerca de 500 mL de caldo que foram submetidos à filtração a vácuo utilizando 

papel filtro Whatman No. 1. O filtrado foi esterilizado em autoclave durante 15 min (121 

atm), sendo, posteriormente, armazenado a -20 °C em alíquotas de 50 mL. Quando  

necessário, as alíquotas foram descongeladas sob refrigeração (7 ± 1 °C) e utilizadas nos 

ensaios (OLIVEIRA et al., 2010). 

 

Preparação do modelo base carne 

 

 

Um modelo base carne foi utilizado como substrato de cultivo no ensaio de 

modificação da tolerância direta em células de S. Typhimurium ATCC 14028. Para isto, 

porções de carne bovina “tipo patinho” moída previamente irradiadas (25 kGy; 2h) para 

eliminação da microflora contaminante foram assepticamente distribuídas em embalagens 

plásticas (30g/embalagem), submetidas à vácuo e congeladas a -20 ºC. Quando necessário, as 

amostras foram descongeladas sob refrigeração (7± 1ºC) e utilizadas nos ensaios (JUNEJA; 

HWANG; FRIEDMAN, 2010). Amostras aleatórias foram testadas previamente para verificar 

a eliminação ou inativação de microflora por diluição (1:1) em tampão fosfato-salino (0,1 

g/100mL, Oxoid, Brasil), seguida por plaqueamento direto da suspensão (0.1 mL e 1 mL) em 

superfície de Ágar Nutriente (Himedia, Índia) e incubadas aerobicamente a 35 ºC por 48 h. 
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Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

 

A CIM do OERO e CIN foi determinada pela técnica de macrodiluição em caldo 

(NOSTRO et al., 2001). Inicialmente, 1 mL da suspensão bacteriana foi inoculado em 4 mL 

de caldo Nutriente (Himedia, Índia). Em seguida, foram adicionados 5 mL da emulsão do 

OERO ou da solução de CIN em concentrações variando de 2 a 100 μL/mL. A mistura foi 

agitada durante 30 segundos utilizando aparelho tipo Vortex, e incubada a 35 °C por 24 h. 

Após o período de incubação, a menor concentração do óleo essencial ou constituinte capaz  

de inibir o crescimento microbiano visível (turvação) foi considerada como a CIM. 

 

Ensaios de viabilidade bacteriana 

 

 

Os ensaios de influência do OERO e do CIN (1/4 CIM, 1/2 CIM e CIM) sobre a 

viabilidade das cepas bacterianas teste foram realizados utilizando o método de contagem de 

células viáveis (SAGDIÇ, 2003). Inicialmente, 1 mL da suspensão bacteriana foi inoculado 

em 4 mL de caldo carne adicionado de 5 mL das emulsões do OERO ou do CIN nas  

diferentes concentrações ensaiadas. O sistema foi incubado a 35 °C, e nos intervalos de 0 

(imediatamente após a homogeneização do sistema), 15, 30, 45, 60 e 120 minutos pós- 

incubação, uma alíquota de 1 mL da suspensão foi diluída seriadamente (1:9 v/v) em tampão 

fosfato-salino (0.1 g/100mL, Oxoid, Brasil) estéril e inoculada em Ágar Nutriente (Himedia, 

Índia), seguido por incubação a 35 ºC por 24 – 48 horas. O experimento controle foi 

constituído por caldo carne inoculado sem adição do OERO ou do CIN. A contagem do 

número de células viáveis foi expressa em log10 UFC/mL (BARROS et al., 2009). 

 
Avaliação de mudanças na tolerância bacteriana direta 

 

 

A capacidade das cepas bacterianas de modificar a tolerância direta ao OERO ou CIN 

foi avaliada por meio da sua exposição continuada em cultivo overnight em caldo carne 

adicionado de concentrações subinibitórias da substância/composto ensaiado. Para isso, 18 

mL de cada substrato de crescimento contendo inóculo inicial de 8 log10 UFC/mL (2 mL) 

foram adicionados do OERO ou de CIN em quantidade suficiente para obtenção de uma 

concentração final de 1/4 CIM ou 1/2 CIM. Sistemas de cultivo das cepas bacterianas sem 

adição do OERO ou do CIN foram usados como ensaio controle. Os sistemas foram  

incubados a 35 ºC durante 18 h (LUZ et al., 2012c) e, posteriormente, uma alíquota de 2 mL 
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foi utilizada como inóculo para a contagem de células viáveis das cepas adaptadas (tratadas) e 

não adaptadas (controle) em caldo carne (20 mL) adicionado do OERO e CIN nas 

concentrações ajustadas à CIM correspondente. A análise de contagem de células viáveis foi 

realizada nos intervalos de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min por meio da contagem de células 

viáveis em Ágar Nutriente (Himedia, Índia) de acordo com metodologia descrita por Sagdiç 

(2003), sendo os resultados expressos em log10 UFC/mL. 

Para determinar se a tolerância bacteriana direta foi modificada, as contagens  de 

células viáveis ao longo do tempo de exposição ao OERO ou CIN foram calculadas e 

comparadas com as obtidas a partir de suspensões bacterianas não expostas. 

 

Avaliação de mudanças na tolerância bacteriana cruzada 

 

 

As modificações na tolerância cruzada das cepas bacterianas foi avaliada por meio da 

exposição overnight a concentrações subinibitórias do OERO ou CIN em caldo de carne, 

seguida por exposição a distintas condições ambientais estressantes causadas por temperatura 

moderada, baixo pH e NaCl, como descrito por Luz et al. (2012c). 

Para isso, testes preliminares foram realizados para estabelecer a máxima condição  

não inibitória para as cepas ensaiadas quando expostas a diferentes temperaturas (40-60 °C), 

ácido láctico (pH 4,5 – 6,0, a 35 °C) e NaCl (5-15 g/100 mL, a 35 °C) em caldo carne sem 

adição do OERO ou CIN. Após o estabelecimento das condições de estresse, uma alíquota de 

2 mL de cada suspensão bacteriana foi inoculada em 18 mL de caldo carne adicionado do 

OERO ou CIN (concentrações finais de 1/4 CIM ou 1/2 CIM; tratamento de adaptação),  

sendo os sistemas incubados overnight a 35°C. Em seguida, uma alíquota de 2 mL de cada 

tratamento foi inoculada em 18mL de caldo carne (incubada estaticamente a 35 °C) 

acidificado com ácido láctico (VETEC Química Fina Ltda, Brasil) a pH de 5.2 ou em caldo 

carne contendo NaCl (Qeel, Brasil) a 5g ou 10g/100 mL, para avaliar mudanças na 

ácidotolerância e osmotolerância, respectivamente. Para analisar mudanças na  

termotolerância, uma alíquota de 2 mL de cada tratamento foi inoculada em 18 mL de caldo 

carne, seguido por incubação estática a 45 °C. O número de células viáveis para todos os 

ensaios foi obtido (0, 30, 60, 120, 180 e 240 min) como descrito anteriormente. Os resultados 

foram expressos como log10 UFC/mL (SAGDIÇ, 2003). 

Para determinar modificações na tolerância bacteriana cruzada, as contagens de células 

viáveis ao longo do tempo nas suspensões submetidas a exposição ao OERO ou CIN foram 
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calculadas e comparadas com as obtidas a partir de suspensões bacterianas não expostas a 

estes compostos. 

 

 Avaliação da modificação da tolerância bacteriana direta utilizando ciclos de 

habituação 

 

A ocorrência de modificações na tolerância direta nas cepas bacterianas teste foi 

também avaliada por meio de habituação utilizando exposição sucessiva a diferentes e 

crescentes concentrações do OERO e CIN (1/16 CIM, 1/8 CIM, 1/4 CIM, 1/2 CIM, CIM e 2 

CIM) em caldo carne (20 mL) de acordo com o procedimento descrito por To et al. (2002). 

Inicialmente, as cepas foram expostas em caldo Nutriente à menor concentração do OERO ou 

CIN ensaiada (1/16 CIM) e incubadas por 24 h a 35°C, sendo, em seguida, observado o 

crescimento através da inoculação de uma alíquota (100 μL) do meio de cultivo em Ágar 

Nutriente (Himedia, Índia), seguido por incubação a 35 °C por 24 - 48 h. Em seguida, uma 

alíquota do sistema (2 mL) foi inoculada ao mesmo meio de cultivo adicionado do OERO ou 

CIN na concentração crescente subsequente (1/8 CIM), sendo o sistema incubado sob as 

mesmas condições e realizada a avaliação do crescimento bacteriano como previamente 

descrito. Este procedimento se repetiu até ser alcançada a última concentração testada dos 

compostos antimicrobianos que não foi detectado o crescimento bacteriano (2 x CIM). 

Sistemas de cultivo das cepas bacterianas sem adição do OERO ou do CIN foram usados 

como ensaios controle. 

As modificações na tolerância bacteriana direta por meio dos ciclos de habituação foi 

avaliada utilizando a comparação da CIM obtida para as células submetidas ao tratamento de 

habituação ao OERO ou CIN com aquela obtidas para as células não tratadas. 

 

 Avaliação de mudanças na tolerância direta em modelo base carne 

 

 

Os ensaios de investigação de modificação da tolerância direta de S. Typhimurium 

ATCC 14028 utilizando modelo base carne foi realizada por meio da exposição da cepa teste  

a concentrações subinibitórias do OERO ou CIN (concentrações finais de 1/4 CIM e 1/2 CIM) 

em amostras de carne irradiada, armazenadas previamente a 7 °C por 18 horas. Para isto, as 

amostras de carne moída (30g) contendo o OERO ou CIN foram inoculadas com 3 mL da 

suspensão bacteriana e homogeneizadas em Stomacher (Modelo MA440, Marcone Ltda., 

Piracicaba, Brasil) por 5 minutos para assegurar uma distribuição uniforme da suspensão   nas 
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amostras. Depois disso, as amostras de carne moída inoculadas foram adicionadas do OERO 

ou CIN (concentração final ajustada à CIM), e novamente misturadas em Stomacher (Modelo 

MA440, Marcone Ltda., Piracicaba, Brasil) por 5 min e incubadas a 7 ºC. O número de  

células viáveis nos sistemas foi determinado ao longo do tempo de armazenamento (60, 120, 

180 e 240 min, e 24, 48 e 72 h) utilizando diluição em série (10
-1 

- 10
-5

) das amostras em 

tampão fosfato-salino (0,1 g/100mL, Oxoid, Brasil), seguido de plaqueamento em Ágar 

Nutriente (Himedia, Índia), e incubação por 24 - 48 h a 35 °C. Sistemas não adicionados do 

óleo essencial ou constituinte foram testados similarmente como controle, e os resultados 

expressos em log10 CFU/mL (SAGDIÇ, 2003). 

Para determinar se a tolerância bacteriana direta foi modificada, as contagens  de 

células viáveis, ao longo do tempo, nos sistemas submetidos ao processo de adaptação ao 

OERO ou CIN foram calculadas e comparadas com as contagens obtidas no sistema não 

submetido ao processo de adaptadas. 

 

 Análises estatísticas 

 

 

Os ensaios de investigação de modificações de tolerância nas cepas bacterianas foram 

realizados em triplicata e em duas repetições, sendo os resultados expressos como médias dos 

diferentes ensaios. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o teste de Tukey para 

determinação de diferença significativa entre as médias obtidas, considerando p <0,05. As 

análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Sigma Stat. 3.1. 

 

 Segunda Etapa 

 

 

 Cepas testes e inóculo 

 

 

As cepas teste utilizadas no estudo foram E. coli MG1655 e sua mutante isogênica E. 

coli MG1655 ΔrpoS e L. monocytogenes EGD-e e sua mutante isogênica L. monocytogenes 

EGD-e ΔsigB. Ambas as cepas já foram utilizadas em diversos ensaios de indução de 

modificações na tolerância bacteriana (direta e cruzada) quando expostas a vários compostos  

e procedimentos antimicrobianos (FONTENOT et al., 2013; CHUECA et al., 2015; 

SOMOLINOS et al., 2010a; AIT-OUAZZOU et al., 2012). 

A mutante rpoS é uma estirpe derivada da cepa E. coli BW25113 (proveniente da 

coleção Keio e disponibilizada pelo laboratório Böehm do “Institute for Molecular    Infection 
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Biology”- Würzburg, Alemanha), construída a partir da transdução do fago P1. Os 

transductantes foram confirmados e selecionados pela aquisição de tolerância a canamicina a 

partir da amplificação de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction). A remoção do cassete 

de tolerância a canamicina foi realizada utilizando o plasmídeo pCP20 (BABA et al., 2006).  

Já a mutante L. monocytogenes EGD-e ΔsigB foi gentilmente cedida pelo Professor 

Chakraborty (Instituto de Microbiologia Médica, Giessen, Alemanha). Esta mutante foi 

construída utilizando o plasmídeo suicida pAUL-A resultando em uma deleção cromossômica 

a partir de aquecimento. 

As cepas foram mantidas em criotubos (Scharlau, Barcelona, Espanha) a -80 °C para 

depois serem cultivadas semanalmente em placas de Ágar Triptona de Soja (Oxoid Ltd. 

Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) suplementado com 0,6 % de Extrato de Levedura 

(ATSEL) durante todo o período de realização da pesquisa. 

Para o preparo das suspensões microbianas realizou-se pré-cultivos a partir da 

transferência de uma colônia isolada (da placa de ATSEL) para tubos contendo 5 ml de Caldo 

Tripsona de Soja (Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) suplementado com 0,6 % 

de Extrato de Levedura (CTSEL) estéril, para em seguida serem incubadas por 18 h a 37 °C  

ou 30 °C para E. coli e L. monocytogenes, respectivamente. Transcorrida a incubação, 

alíquotas foram transferidas do pré-cultivo para frascos contendo 50 mL de CTSEL estéril 

(cultivo) até se alcançar uma população final de 9 log10 UFC/mL. Imediatamente após, os 

frascos foram incubados sob agitação contínua de 130 rpm (Selecta, modelo Rotabit, 

Barcelona, Espanha) por 18 h a 37 °C ou 30 °C para E. coli e L. monocytogenes, 

respectivamente. Estes períodos de incubação são estabelecidos como ideais para as células 

atingirem a fase estacionária de crescimento, de modo que nesta fase de crescimento se 

mostram geralmente mais tolerantes a diversas tecnologias empregadas na conservação de 

alimentos (MAÑAS; PAGÁN, 2005). 

Para a realização dos ensaios com os antimicrobianos, as suspensões bacterianas (1 

mL) foram separadas por meio de centrifugação (6000 rpm por 6 min), lavadas duas vezes 

com tampão fosfato-salino (0.1 g/100mL, Oxoid, Espanha) e ressuspendidas em tampão 

Mcllvaine (10 ml) estéril a pH 7,0. As suspensões bacterianas foram ajustadas em 

espectrofotômetro para uma densidade óptica de 1,5 a 620 nm, correspondente a um inóculo 

de aproximadamente 7 log10UFC/mL. 
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 Óleos essenciais 

 

 

Os óleos essenciais de R. officinalis L. e .O.vulgare L. utilizados nestes ensaios foram 

obtidos pela Aromalândia Ind. Com. Ltda. (Minas Gerais, Brasil), conforme descrito no item 

5.1.1. 

 

 Determinação da CIM 

 

 

A CIM do OERO e OEOV foi determinada utilizando a técnica de macrodiluição em 

caldo (utilizando como caldo de cultivo o CTSEL), conforme descrito no item 5.1.4. O  

sistema foi incubado sob agitação de 130 rpm durante 24 h a 37 °C ou 30 °C para E. coli e L. 

monocytogenes, respectivamente. 

 

 Efeito dos óleos essenciais sobre a sobrevivência bacteriana 

 

 

Inicialmente, as suspensões microbianas em tampão Mcllvaine a pH 7,0 foram 

acrescidas com o OERO ou OEOV (concentração final de 2 x CIM), seguido de incubação 

sob agitação (130 rpm) à temperatura apropriada. Nos intervalos de 0 (imediatamente após a 

homogeneização do sistema), 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 minutos pós-incubação, uma 

alíquota de 1 mL da suspensão foi diluída seriadamente (1:9 v/v) em tampão fosfato-salino 

(0.1 g/100mL, Oxoid, Espanha) estéril e inoculada em ATSEL e incubada durante 24 h a 37 

°C ou 30 °C para E. coli e L. monocytogenes, respectivamente. Os resultados foram expressos 

através da contagem do número de células viáveis em log10 UFC/mL. 

 
 Detecção de injúria subletal 

 

 

Para este ensaio, após as suspensões bacterianas terem sido ressuspendidas em tampão 

Mcllvaine a pH 7,0, lhes foram acrescidas o OERO ou OEOV (concentração final de 2 x 

CIM), durante 10 minutos sob agitação (130 rpm) à temperatura apropriada. Decorrido tal 

período, as células foram então semeadas em ATSEL suplementado com cloreto de sódio 

(NaCl, 3 g/100 ml para E. coli e 6 g/100 mL para L. monocytogenes) ou ATSEL  

suplementado com sais biliares (0,35 g/100 ml para E. coli), para, em seguida, serem 

incubados durante 48 h (meios seletivos) e 24 h (meios não seletivos) a 37 °C ou 30 °C para 

E. coli e L. monocytogenes, respectivamente. 
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As concentrações ensaiadas de NaCl e sais biliares foram previamente determinadas 

como sendo as concentrações máximas não inibitórias para as células na fase estacionária de 

cada cepa testada. Sistemas que não sofreram exposição ao OERO ou OEOV foram 

analisados de forma semelhante como o tratamento controle. A extensão da lesão subletal nas 

membranas citoplasmática e externa, causada por NaCl e sais biliares, respectivamente, foi 

expressa como a diferença entre as contagens de células viáveis tratadas com o OERO ou 

OEOV e semeadas nos meios seletivo e não seletivo em comparação com as contagens de 

células viáveis obtidas nos ensaios do tratamento controle (SOMOLINOS et al, 2010b). 

 

 Efeitos sobre a resposta ao agente estressor homólogo 

 

 

Os ensaios para avaliar possíveis alterações na tolerância bacteriana frente ao OERO 

ou OEOV deu-se por meio da sua exposição continuada em cultivo overnight em CTSEL 

adicionado de concentrações subinibitórias destes compostos. Para isso, 18 mL de CTSEL 

contendo inóculo inicial de 7 log10UFC/mL (2 mL) foram adicionados do OERO ou de  

OEOV em quantidade suficiente para obtenção de uma concentração final de 1/2 CIM. 

Os sistemas foram incubados sob agitação (130 rpm) por 24 h a 37 °C ou 30 °C para 

E. coli e L. monocytogenes, respectivamente. Após o período de incubação, alíquotas de 1 mL 

foram centrifugadas (6000 rpm por 5 min), lavadas duas vezes com tampão fosfato-salino (0.1 

g/100mL, Oxoid, Espanha) e ressuspendidas em tampão Mcllvaine estéril a pH 7,0 para uma 

população final de aproximadamente 7 log10 UFC/mL, para depois lhes serem acrescidas 

OERO ou OEOV (concentração final de 2 x CIM) e em seguida incubadas novamente á 

temperatura apropriada para cada micro-organismo. 

A contagem de células viáveis ocorreu ao longo do tempo (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 

e 80 min) através de semeadura em ATSEL para 24 - 48 h a 37 °C ou 30 °C para E. coli e L. 

monocytogenes, respectivamente. Sistemas de cultivo das cepas bacterianas sem adição do 

OERO ou OEOV foram usados como ensaio controle. 

Os resultados foram expressos como a diferença entre a contagem de células viáveis 

(fração log10 UFC/mL) de cada tempo ensaiado com a da população bacteriana-UFC/mL no 

tempo zero (log10N0 – log10N; onde N0 foi a contagem inicial no tempo zero, enquanto N 

correspondeu a contagem após cada tempo de incubação á temperatura apropriada para cada 

micro-organismo). 
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 Efeitos sobre a resposta ao agente estressor heterólogo 

 

 

A avaliação de possíveis alterações na tolerância bacteriana frente ao Campo Elétrico 

Pulsado (CEP) após exposição das cepas teste ás concentrações subinibitórias de OERO ou 

OEOV em CTSEL foi realizada conforme descrito anteriormente no item anterior e por  

García et al., 2005. Para isso, 18 mL de CTSEL contendo inóculo inicial de 7 log10UFC/mL  

(2 mL) foram adicionados do OERO ou de OEOV em quantidade suficiente para obtenção de 

uma concentração final de 1/2 CIM. 

Os sistemas foram incubados sob agitação (130 rpm) por 24 h a 37 °C ou 30 °C para E. coli  e 

L. monocytogenes, respectivamente. Após o período de incubação, alíquotas de 2 mL foram 

centrifugadas (6000 rpm por 5min), lavadas duas vezes com tampão fosfato-salino (0.1 

g/100mL, Oxoid, Espanha), ressuspendidas em CTSEL fresco e por fim transferidas (1 mL) 

para 10 mL de tampão Mcllvaine estéril a pH 7,0 para uma população final de 

aproximadamente 7 log10 UFC/mL. A condutividade elétrica do sistema foi ajustada para 2 

mS/cm (semelhante aos produtos alimentares). 

Alíquotas de 0,5 mL de cada sistema ensaiado foram introduzidas dentro da câmara de 

tratamento do CEP através de uma seringa estéril. A avaliação do efeito do tratamento de CEP 

foi realizada a temperatura ambiente (aproximadamente 22 ºC) com intensidade de campo 

elétrico de 30 kV/cm durante 50 pulsos de 2 μs de duração aplicados a uma freqüência de 1 

Hz. A energia específica de cada pulso foi de 4,72 kJ/kg. O equipamento  de  CEP  utilizado 

no presente ensaio é capaz de aplicar os pulsos elétricos por meio de queda exponencial, 

conforme descrito por Garcia et al. (2005). 

Após o tratamento de CEP, as suspensões bacterianas foram diluídas  seriadamente 

(1:9 v/v) em tampão fosfato-salino (0.1 g/100mL, Oxoid, Espanha) estéril e inoculadas em 

ATSEL por 24 h a 37 °C ou 30 °C para E. coli e L. monocytogenes, respectivamente. 

Os resultados foram expressos como a diferença entre a contagem de células viáveis 

(fração log10UFC/mL) com a da população bacteriana-UFC/mL no tempo zero (log10N0– 

log10N; onde N0 foi a contagem inicial no tempo zero, enquanto que N correspondeu a 

contagem após exposição de cada tratamento. 

O limite de detecção de células viáveis foi de 2 log10 UFC/mL para todas os 

experimentos. 
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 Reprodutibilidade e análise estatística 

 

 

Os ensaios foram realizados em triplicata com três experimentos independentes, sendo 

os resultados expressos como média de todos. Os dados foram analisados utilizando o 

software SAS 9.1 e submetidos à comparação entre as médias de significância (p ≤ 0,05) 

através do teste t de Student para os dados (redução de ciclos em log10UFC/mL) de injúria 

subletal nas membranas citoplasmática e externa de células pré-expostas e não expostas aos 

OES testados. Para os ensaios de determinação de CIM, os resultados foram expressos como 

valores modais, uma vez que foram os mesmos em todas as repetições. E por fim, a Análise  

de variância (ANOVA) e teste de Tukey para os dados de resposta log10 (UFC/mL de fração 

de sobrevivência) aos agentes estressores homólogos e heterólogos das cepas pré-expostas e 

não expostas aos OES testados a comparação de médias, com p <0,05 para significância para 

nos demais ensaios. 



48 
 

 

 

 
 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados e discussão produzidos durante o desenvolvimento da tese de doutorado 

estão expostos em formato de artigos científicos publicados (presentes no item Anexos) em 

revistas científicas indexadas, e formatados de acordo com as normas dos periódicos de 

publicação. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

 

Os resultados obtidos neste estudo revelam que a exposição de cepas bacterianas 

contaminantes de alimentos a concentrações subinibitórias do OERO ou CIN não aumentou a 

tolerância bacteriana direta e cruzada, quando cultivadas em caldo e modelo base carne. 

Ainda, demonstraram a influência dos fatores sigma σ
S 

e σ
B 

na sensibilidade das estirpes 

individuais de E. coli MG1655 e L. monocytogenes EGD-e, respectivamente, frente ao OVEO 

e ROEO, revelando evidenciando que as células mutantes eram ligeiramente mais sensíveis 

do que as parentais. Estes achados revelam o potencial antimicrobiano do OERO e do CIN em 

sistemas de conservação de alimentos, quando considerada a sua capacidade de inibição do 

crescimento das cepas utilizadas no estudo, concomitante ao não aumento da tolerância 

bacteriana direta e cruzada seguinte a exposição a condições de estresse causadas por 

concentrações subinibitórias dos OES ensaiados. 

Ademais, tomando como base os resultados obtidos nos ensaios com as cepas  

parentais e mutantes em relação aos fatores sigma abordados no estudo, pode-se inferir que a 

compreensão das condições ambientais, incluindo os parâmetros relacionados com os fatores 

intrínsecos e extrínsecos dos alimentos, envolvidos no desenvolvimento de recursos 

bacterianos que influenciem na tolerância microbiana (como a ativação dos fatores sigma) 

poderá ser útil na criação de estratégias mais eficazes para o controle de crescimento e 

sobrevivência de diversas bactérias patogênicas e deteriorantes por meio da aplicação de OES 

e seus constituintes individuais em associação (sequencial ou combinada) com outros  

métodos de conservação dos alimentos. 
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Anexo A 

 

Título: Pseudomonas aeruginosa cells adapted to Rosmarinus officinalis L. essential oil and 

1,8-cineole acquire no direct and cross protection in a meat-based broth 

 

Status do artigo: publicado 

Periódico: Food Research International, v.49, p. 143-146, 2012. 
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Anexo B 

 

Título: Rosmarinus officinalis L. Essential Oil and Its Majority Compound 1,8-Cineole at 

Sublethal Amounts Induce No Direct and Cross Protection in Staphylococcus aureus ATCC 

6538 

 

Status do artigo: publicado 

 

Periódico: Foodborne Pathogens and Disease, v.9, p. 1071-1076, 2012. 

 



68 
 

 

 

 

 

 



69 
 

 

 

 

 

 



70 
 

 

 

 

 

 



71 
 

 

 

 

 

 



72 
 

 

 

 

 

 



73 
 

 

 

 
 

Anexo C 

 

Título: Rosmarinus officinalis L. essential oil and the related compound 1,8-cineole do not 

induce director cross-protection in Listeria monocytogenes ATCC 7644 cultivated in meat 

broth 

 

Status do artigo: publicado 

 

Periódico: Canadian Journal of Microbiology, v.58, p. 973-981, 2012. 
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Anexo D 

 

Título: Tolerance evaluation in Salmonella enterica serovar Typhimurium challenged with 

sublethal amounts of Rosmarinus officinalis L. essential oil or 1,8-cineole in meat model 

 

Status do artigo: publicado 

 

Periódico: International Journal of Food Science and Technology, v.49, p. 1912-1917, 2014. 
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Anexo E 
 

Título: Influence of general stress-response alternative sigma factors σ
S 

(RpoS) and σ
B 

(SigB) 

on bacterial tolerance to the essential oils from Origanum vulgare L. and Rosmarinus 

officinalis L. and pulsed electric fields 

 

Status do artigo: publicado 

 

Periódico: International Journal of Food Microbiology, v.211, p. 32-37, 2015. 
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