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RESUMO

Nos Ultimos tempos, 0 uso de Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais, tem sido
pesquisado cada vez mais pois apresentam atividade contra uma ampla variedade de
microrganismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. Objetivou se neste projeto
desenvolver conservante biodegradavel com acdo antimicrobiana utilizando blends de 6leos
essenciais (cravo da india e horteld pimenta; canela e eugenol) contra Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae e Fungos filamentosos e Leveduriformes isolados de superficies de inox
de bebedouros de escola publica. O projeto foi realizado no Instituto Federal de Rondbnia —
Campus Colorado do Oeste, no laboratério de microbiologia de alimentos da agroindustria do
Campus. Foram selecionados e identificados dois setores de pesquisa, setor A (Educacgéo);
setor B (Técnico). Para cada setor foram selecionados dois bebedouros para verificacdo
microbiota presente na superficie de inox. Ambas amostras foram coletadas em superficies de
bebedouros provenientes de ambientes e ou local de fornecimento de agua refrigerada e
filtrada para estudantes, funcionarios, técnicos e professores da Instituicdo. De acordo com 0s
resultados os blends desenvolvidos com horteld pimenta e cravo da india (B1/B3) e eugenol e
canela (B2/B4) apresentam acdo antibacteriana para Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae e Fungos filamentosos e Leveduriformes isolados de superficies de inox
de bebedouros de escola publica, a frequéncia de higienizacdo de bebedouros de inox
contribuem para manutencéo da qualidade e seguranca no fornecimento de dgua potavel sem
risco de contaminacao para a comunidade escolar.

Palavras-chave: Contaminacdo; Controle de qualidade; Higienizacéo.

ABSTRACT

In recent times, the use of essential oils extracted from medicinal plants has been increasingly
researched as they show activity against a wide variety of microorganisms: viruses, fungi,
protozoa and bacteria. The objective of this project was to develop biodegradable preservative
with antimicrobial action using blends of essential oils (Clove and peppermint; cinnamon and
eugenol) against Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae and Filamentous fungi and
Yeasts isolated from stainless steel surfaces of public-school drinking fountains. The project
was carried out at the Federal Institute of Rond6nia — Colorado do Oeste Campus, at the
Campus agroindustry food microbiology laboratory. Two research sectors were selected and
identified, sector A (Education); sector B (Technical). For each sector, two drinking fountains
were selected to verify the microbiota present on the stainless-steel surface. Both samples
were collected on surfaces of drinking fountains from environments and/or places where
chilled and filtered water was supplied to students, employees, technicians and teachers of the
institution. According to the results, the blends developed with peppermint and cloves
(B1/B3) and eugenol and cinnamon (B2/B4) have an antibacterial action against
Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae and Filamentous fungi and yeasts isolated from
stainless steel surfaces of drinking fountains public school, the frequency of cleaning stainless
steel drinking fountains contribute to maintaining the quality and safety of drinking water
supply without risk of contamination for the school community.

Keywords: Contamination; Quality control; Sanitation.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos tempos, 0 uso de Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais, tem
sido pesquisado cada vez mais, devido as propriedades de conservar os alimentos e oferecer
controle fitossanitario por métodos ecologicamente seguros, proporcionando 0
desenvolvimento de técnicas que reduzem os efeitos negativos de oxidantes, radicais livres e
microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias alimenticias. Eles vém
crescendo e conquistando os consumidores por apresentaram beneficios a saude e menos
prejuizos ao meio ambiente (PEREIRA et al., 2008) e, além disso, tem substituido os
condimentos na forma natural, devido a sua uniformidade, estabilidade e higiene (ARAUJO,
2011). Com esta preocupacdo, o consumo de plantas medicinais tem base na tradi¢do familiar
e tornou-se préatica generalizada na medicina popular. Atualmente, muitos fatores tém
contribuido para o aumento da utilizagdo deste recurso, entre eles, o alto custo de produtos
industrializados, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica, bem como a tendéncia,
nos dias atuais, ao uso de produtos de origem natural (SIMOES et al., 1998).

O tratamento de infec¢des bacterianas e fangicas sdo basicamente com acdo sobre o
agente etioldgico, através de interferéncia sobre mecanismos celulares esséncias em sua
sobrevivéncia, bem como acao corretiva ou supressora de fatores predisponentes a instalacdo
de processo infeccioso. Um dos meios de controle antimicrobiano é o uso de conservantes
industrializados e ou por meio de produtos naturais, o que neste sentido venham corroborar
com o desenvolvimento de novos produtos inovadores e com caracteristicas biodegradaveis
além de promover acdo antimicrobiana 0 mesmo ndo causa impacto ambiental quanto aos
residuos que podem ser liberados ao meio ambiente. Oleos essenciais sdo produtos volateis
presentes em varios Orgdos vegetais (partes aéreas, cascas, troncos, raizes, frutos, flores,
sementes e resinas) e estdo relacionados ao metabolismo secundario das plantas exercendo
diversas funcfes importantes a sobrevivéncia vegetal, como por exemplo, na defesa contra
microrganismos (Lima et al., 2006).

Os Oleos essenciais apresentam atividade contra uma ampla variedade de
microrganismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. Os compostos e suas porcentagens
presentes nos OE’s variam de acordo com a espécie considerada, a condigcdes de coleta e
extracdo, e as partes da planta utilizadas. Os principais compostos isolados dos 6leos
essenciais sdao terpenos e seus derivados oxigenados, terpenoides, incluindo os compostos

fenolicos (Soldrzano-Santos & Miranda-Novales, 2011).
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O OE ¢ encontrado a partir de compostos quimicos das plantas que consegue por meio
do vapor hidro vaporizagdo, destilacdo, etc. S&o extraidos de plantas aromaticas. A
composicao quimica depende de varios fatores, sendo como exemplos os climaticos, acdo de
predadores, idade da planta, etc. (Gobbo Neto & Lopes, 2007). A atividade antibacteriana vai
depender do tipo, composicdo e concentracdo da espécie ou do 6leo essencial, a composicao
do substrato, o processamento e condigdes de estocagem e tipo do microrganismo em questéo
(Bertini et al., 2005). Eles apresentam acéo contra bactérias Gram positivas e Gram negativas
(Alvarenga et al., 2007) e ainda sobre leveduras (Hammer et al., 1999) e fungos filamentosos
(Viegas et al., 2005).

Os efeitos antimicrobianos normalmente ocorrem devido aos danos estruturais e
funcionais promovidos na membrana plasmatica da bactéria, especialmente pela
hidrofobicidade destes compostos presentes nos 6leos essenciais (GONI et al., 2009). Os
6leos essenciais podem desnaturar e coagular proteinas, afetando a estrutura da parede celular
da bactéria, agindo como um mecanismo de acao que possui efeito antimicrobiano. Pode levar
a morte da bactéria devido a alteracdo da permeabilidade da membrana citoplasmatica para
ions de hidrogénio e potassio, que pode causar a interrupcao dos processos vitais da célula
que dependem de enzimas, como o transporte de elétrons, translocacdo de proteinas e
fosforilacdo, 0 que causa da perda do controle quimiosmético da célula afetada (DORMAN &
DEANS, 2000).

O uso de 6leos essenciais sdo uma boa opcdo para a substituicdo de aditivos quimicos
em alimentos, pois estes possuem um potente e amplo espectro de acdo antibacteriana,
reduzindo o efeito bacteriano (TRAJANO et al., 2009). Tajkarimi et al. (2010) concluiram
que sdo necessarios mais estudos detalhados sobre antimicrobianos naturais em alimentos,
especialmente sobre a efetividade dos 6leos essenciais, quando empregados individualmente e
em combinacdo com outros extratos, 6leos essenciais e tecnologias de processamento de
alimentos. A composi¢do quimica dos 6leos essenciais pode variar de acordo com a cultivar e
fatores ambientais, no entanto normalmente estdo presentes compostos como: linalol, 1,8
cineol e eugenol (AQUINO et al., 2010). Segundo a Resolu¢do n° 2/2007 da ANVISA
(BRASIL, 2007), que aprova o Regulamento Técnico sobre Aditivos Aromatizantes, os 6leos
essenciais sao produtos volateis de origem vegetais obtidos por processo fisico (destilacao por
arraste com vapor de agua, destilacdo a pressédo reduzida ou outro método adequado).

Segundo GOBBO-NETO & LOPES (2007), alguns compostos majoritarios podem ter
seu acumulo alterado em fung&o do ritmo circadiano, ou seja, variages que ocorrem ao longo

do dia. Os 6leos esséncias utilizadas na pesquisa foram, 6leo essencial de cravo da india;
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eugenol; 6leo essencial canela e hortela pimenta. Esta pesquisa tem como objetivo determinar
a acdo antibacteriana de seis 6leos essenciais de acordo com a determinacdo da Concentragdo
Minima Inibitéria (CMI) e determinacéo de curvas de sobrevivéncia, quanto ao isolamento de
microrganismos indicadores de higiene e contaminacdo ambiental de espécies de
Staphylococcus aureus e Enterobacteriaceae, em superficies de inox.

Os Oleos essenciais sdo aditivos antimicrobianos naturais, ricos em compostos
biologicamente ativos, obtidos principalmente por destilacdo a partir de varias fontes vegetais.
A atividade antimicrobiana de 0leos essenciais tem sido muito estudada e demonstrada contra
vérios micro-organismos, principalmente in vitro (LOPEZ ET al., 2005). Tem alcancado éxito
na inibicdo do crescimento microbiano, exercendo efeitos bacteriostaticos, bactericidas e
também atividade inibitdria contra fungos e leveduras (LANG, 2011). A muito tem se falado
em solucbes bioldgicas para quase todos os problemas no meio ambiente causado por

microorganismo.

2.0 OBJETIVO GERAL

o Desenvolver conservante com acdo antimicrobiana utilizando blends de 6leos
essenciais (cravo da india e horteld pimenta; canela e eugenol) contra Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae e Fungos filamentosos e Leveduras isoladas de superficies de inox de

bebedouros de escola publica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolvimento de um conservante ou um sanitizante biodegradavel para
higienizacdo de superficies de inox;

o Apresentar um antimicrobiano bioldgico de baixo custo a partir da unido dos
6leos esséncias de cravo e horteld pimenta; canela e eugenol;

o Computar a atividade antimicrobiana em superficies de inox em diferentes
periodos de tempo e concentracdes;

o Avaliar 0 halo de inibicdo de Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae e

Fungos filamentosos e Leveduras.
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3.0 MATERIAI E METODOS

O projeto foi realizado no Instituto Federal de Ronddnia — Campus Colorado do Oeste,
no laboratério de microbiologia de alimentos da agroindustria do Campus. Foram
selecionados e identificados dois setores de pesquisa, setor A (Educacéo); setor B (Técnico).
Para cada setor foram selecionados dois bebedouros para verificagdo microbiota presente na
superficie de inox. Ambas amostras foram coletadas em superficies de bebedouros
provenientes de ambientes e ou local de fornecimento de agua refrigerada e filtrada para
estudantes, funcionarios, técnicos e professores da Instituicdo, vale destacar que estes

bebedouros de adgua gelada estdo localizados em ambientes abertos sujeitos a contaminacgéo

ambiental, Figura 1.

w
d

|

S

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

A pesquisa foi realizada em esquema fatorial com duas coletas, dois bebedouros, em
dois ambientes (educacional e técnico), com 6 tratamentos sendo 2 controles e quatro blends
(B1, B2, B3 e B4) em trés repeticdes separada por periodos de coletas a cada 6 dias com
avaliacbes a cada 24 horas ap06s cada coleta de amostras de suwab em superficie de inox.
Desta maneira, apds a primeira avaliacdo houve a necessidade de reformular & concentragdo
de oOleos essenciais selecionados para a elaboracdo de blends com propriedades
antimicrobianas para superficie de inox em bebedouros escolar. Os 6leos essenciais utilizados
foram horteld pimenta, eugenol, cravo da india e canela ambos produzidos pelo laboratério da
Sigma — Aldrich®. Os 6leos adquiridos foram acondicionados em frascos de vidros revestidos
com papel aluminio, esterilizados (GUIMARAES et al., 2008), e armazenados em
temperatura de 10°C até serem utilizadas para avaliar a atividade antibactericida de cada
blend.
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3.1 Isolamento de bactérias, quantificagdo e a elaboracéo de blends

As diferentes bactérias pesquisadas, caracterizadas, isoladas e quantificadas foram
Enterobactérias, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Fungos e leveduras através de
amostragem e coleta de amostras em bebedouros pelo método de suwab de diferentes partes
de superficies de inox localizadas em bebedouros (frontal, lateral, dentro da cuba e também
préximo a vazao de agua. Sendo realizados analises microbioldgicas quanto a quantificacdo e
isolamento de bactérias foram realizadas segundo as metodologias propostas pela
International Commission on Microbiological Specification for Foods Method - ICMSF
(1983) e Silva et al. (2007).

Para os testes microbioldgicos foram utilizadas as placas de Petrifilm™ de
identificacdo de Coliformes Totais (Petrifilm™ CC), Enterobacteriaceae (Petrifilm™ EB) e
Staphylococcus aureus (Petrifilm™ STX). Para a contagem dos microrganismos, o meio de
cultivo do Petrifilm™ contém nutrientes do Agar Padr&o para contagem (PCA). O Petrifilm™
é apresentado na forma de cartGes de papel, chamados de placas Petrifilm, revestidos pelo
meio de cultivo desidratado, contendo corante indicador e agentes geleificantes solGveis em
agua. As placas sdo cobertas por uma pelicula transparente, que tem voltada para a placa um
gel hidrossoltvel e o corante indicador. A pelicula protetora é marcada por quadros de 1 cm?
(Figura 2).

FIGURA 2: Avaliacdo de crescimento microbiano em Petrifilm™ de identificacdo de
Coliformes Totais (Petrifilm™ CC), Enterobacteriaceae (Petrifilm™ EB) e Staphylococcus
aureus (Petrifilm™ STX)

Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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Foram realizadas dilui¢Ges seriadas em &gua peptonadas utilizando peptona de caseina
a 4% entre 107 cicloslog a 10 cicloslog provenientes de amostras de suwabs coletadas em
diferentes superficies de bebedouros sendo logo apds esta etapa todos tubos foram
homogeneizados e em seguida, foi pipetado 1000 uL de cada diluicdo anterior sendo
transferido para placas de petri em duplicadas contendo o meio de cultura especifico de
avaliacdo e identificacdo de microrganismos indicadores como Enterobactérias, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Fungos e leveduras. Esta avaliacdo (tratamento) foi considerada
como tratamento controle, ou seja, representa o resultado da presenca de microrganismos
encontrados nestes bebedouros provenientes destes setores identificados na escola.

Os tratamentos com 0leos essenciais serdo compostos pela combinacdo dos arranjos
dados pela interacdo das diferentes concentracdes de blends dos 6leos essenciais elaborados
para cada setor. Foram elaborados dois blends com diferentes misturas de 6leos essenciais
para o Blend 1, foi realizado a juncéo de 6leo essencial de hortela pimenta e dleo essencial de
cravo da india, na proporcéo de 1:1 ou seja 100 pL de cada 6leo. foi desenvolvido blend com
200 pL de oleo essencial juntamente com 800uL caldo de TSB com emulsificante de leite em
po (0,6%). Apods esta etapa foram distribuidos 100 pL para cada placa de petri contendo 20
mL de meio de cultura conforme cada microrganismo avaliado. Para a segunda avaliacdo do
mesmo Blend 1(6leo essencial de horteld pimenta e 6leo essencial de cravo da india) foi
realizado nova formulacdo de concentracdo ficando50 pL de horteld pimenta e 150 pL de
cravo de cravo da india.

Para a elaboracdo do Blend 2 foram utilizados também duas concentracdes diferentes,
para primeira avaliacdo foi utilizou se 50 pL de eugenol para 150 pL de canela
homogeneizados com 800uL caldo de TSB com emulsificante de leite em pé (0,6%). Para a
segunda andlises do blend 2 foram utilizados a concentracdo de 1:1 ou seja 100uL de eugenol
para 100 uL de canela homogeneizados com 800uL caldo de TSB com emulsificante de leite
em po (0,6%). ApGs esta etapa foram distribuidos 100 pL para cada placa de petri contendo
20 mL de meio de cultura conforme cada microrganismo avaliado.

A padronizacdo dos indculos bacteriano foram realizados mediante curva de
crescimento. Foi realizado a reativacdo de culturas, em tubo contendo TSB, incubada na
estufa a 37°C por 24 horas, posteriormente foram transferidos 100 pL desse tubo para 100 mL
de caldo TSB e incubadas a 37°C, por periodo over night. Foram realizadas leituras periodicas
da absorbancia (600nm) em espectrofotébmetro (BEL SP-2000). As culturas foram
padronizadas em aproximadamente 108 UFC mL™, para ser aplicado na avaliagio do efeito

antimicrobiana dos 6leos essenciais avaliados como: Blend 1(100 uL de 6leo essencial de
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horteld pimenta e 100 puL de 6leo essencial de cravo da india) e Blend 2 (50 pL de 6leo
essencial de eugenol com 150 pL 6leo essencial de canela). Blend 3 (50 uL de 6leo essencial
de horteld pimenta e 150 uL de 6leo essencial de cravo da india). Blend 4 (100 uL de dleo
essencial de eugenol com 100 uL 6leo essencial de canela).

Foi utilizado o método de difusdo em &gar na qual consistiu de aplicar em placas de
petri contendo 20 mL do meio de cultura TSA e Agar Hektoen Enteric, em duplicata. Foram
pipetados primeiramente 100 uL a concentracdo de blends dos 6leos essenciais ou compostos
majoritarios, logo apos foram espalhados até secar com uma alca de drigalski e
posteriormente foi pipetado 30 uL da suspensdo bacteriana, e espalhar até secar também. As
placas foram colocadas na estufa por 24 horas a 37°C para posterior avaliacdo da atividade
antimicrobiana para as diferentes concentracdes de blends, avaliando se houve crescimento ou
ndo de col6nias nas placas.

As observagOes consistiram na avaliagdo de presenca de microrganismos
desenvolvidos no meio de cultura especifico, contado o nimero de colénias de bactérias e
Fungos Filamentosos e Leveduriformes (UFC/cm? de superficie de inox), de interesse
presentes em cada parcela e comparados com as diferentes concentracfes de blends de 6leos
essenciais e diluicdes. Os dados foram submetidos a analises de variancia com auxilio do

programa Estatistica e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados no Grafico 1, setor educacional e Grafico 2
setores técnico, todos Blends desenvolvidos mostraram efeitos superiores aos controles
(auséncia de antimicrobianos) durante seis tempos de avaliacdo de 144 horas, ambos
mostraram diminuicdo de crescimento de Staphylococcus aureus em superficies de inox de
bebedouros escolar. No Grafico 3, podemos visualizar que os blends desenvolvidos e
aplicados apds o isolamento de Staphylococcus aureus em superficies de inox de bebedouros
no setor Técnico, promoveram acao antimicrobiana  significativamente superior ao setor
Educacional (p > 5%).

Vale destacar que houve sinergismo e efeito semelhante entre as combinagdes
aplicadas contra Staphylococcus aureus isolados em superficies de inox de bebedouros
escolar pois o Blend 1(Horteld pimenta/Cravo da india) e Blend 2 (Eugenol/Canela) nos
primeiros 4 dias (96 Horas) de avaliacdo apresentaram respostas semelhantes, porém a partir
de 120 Horas tanto o Blend1 quanto o Blend 2 mostraram reducdo significativa em relagdo ao

tratamento controle. A mistura entre horteld pimenta e cravo da india na mesma proporgéo 1:1
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mostrou melhor eficicia no controle de Staphylococcus aureus em superficies de inox de
bebedouros no setor Educacional, Grafico 1. Semelhantemente no setor técnico houve menor
quantificacdo de Staphylococcus aureus em superficies de inox de bebedouros porem ambos
tratamentos, blends 1 e 2, apresentaram o mesmo padrdo de controle durante 6 dias de
avaliacdo. Neste sentido podemos dizer que a combinacdo de Oleo essencial de
(Eugenol/Canela) na concentracdo de 1:3 também mostrou efetividade no controle de
Staphylococcus aureus em superficies de inox de bebedouros do setor técnico, Grafico 2.

GRAFICO 1 - Apresenta avaliacdo de crescimento de Staphylococcus aureus em superficies
de inox de bebedouros em UFC/cm?2 apos o uso de antimicrobiano/ Setor Educacional
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GRAFICO 2 — Apresenta a avaliacdo de crescimento de Staphylococcus aureus em
superficies de inox de bebedouros em UFC/cmz2 apos o0 uso de antimicrobiano /Setor Técnico
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No Grafico 3, apresenta o efeito das misturas de 0leos essenciais (Blends) nos setores
de Educacdo e setor Teécnico provenientes de 4 blends: B1 é semelhante a B3, porém houve
apenas alteragdo em suas concentracdes de Oleos essenciais ficando na proporcéo de 1: 3 ou
seja 50uL de OE de horteld pimenta para 150uL de OE de cravo da india. Da mesma forma o
blend B2 é semelhante ao Blend B4 ficando com a mesma proporc¢édo de OE de eugenol e OE

de canela, com 100uL para cada 6leo. No setor técnico todas as formulagdes (Blends)



17

mostraram efeito bactericida e bacteriostatico, ficando semelhante ao controle quanto aos
sanitizantes utilizados para a higienizacdo de bebedouros neste setor. Porém no setor
Educacional foi verificado aumento da contagem bacteriana com a alteracdo na proporc¢éo da
concentracdo de Oleos essenciais utilizados para a elaboragdo dos novos blends descritos

acima principalmente o B3 e B4, veja abaixo no Gréfico 3.

GRAFICO 3 - Apresenta a avaliacdo de Staphylococcus aureus apOs a aplicacdo de
diferentes blends sob a superficie de inox de bebedouros (UFC/Cm2) em dois setores
(Educacéo) e (Técnico)

Educacio Técmnico B

FCfem?
g

Controlel El B2 Controle? E3 B4

Tratamentos

Os autores Silva et al. (2009), avaliando a concentragdo minima inibitéria (CIM) para
Staphylococcus aureus, verificaram que potencial inibidor decrescente dos 6leos foi: canela
=gengibre>capim-limdo=cravo da india>horteld pimenta>alecrim. A acdo antibacteriana dos
componentes dos 6leos essenciais pode ocorrer de trés formas: pela interferéncia na dupla
camada fosfolipidica da parede celular; pelo aumento da permeabilidade e perda dos
constituintes celulares; e por alteracdo de uma variedade de sistemas enzimaticos, incluindo
aqueles envolvidos na producéo de energia celular e sintese de componentes estruturais ou por
inativacdo e destruicdo do material genético, Kalemba & Kunicka, (2003). De acordo com
Ernandes & Garcia-Cruz (2007) o 6leo essencial de cravo da india mostrou 43,3% de halos de
inibicdo bacteriana, enquanto o de horteld apresentou 37,5%, sendo as bactérias gram
positivas mais sensiveis ao efeito dos 6leos com 44,2% de frequéncia de halos formados em
relacdo as Gram negativas com 36,7%. Conforme Silvestri et al. (2010) mostrou que a
composigdo quimica dos 6leos essenciais de cravo-da-india possui o eugenol como composto
majoritario 90,3%, além de B-cariofileno 4,83% e acetato de eugenol 1,87%. De acordo com o
Gréfico 4, as combinacdes de OE utilizados para elaboracéo de blends B3 e B4 aplicadas no

setor técnico mostraram resultados semelhantes quanto & reducdo do crescimento de
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Enterobactérias e menores halos de contaminacdo, média de 1,5 cm? de crescimento
bacteriano avaliados nas superficies de inox de bebedouros deste setor. Porém vale destacar
que ndo houve isolamento de Enterobactéria nos bebedouros do setor Educacional para todos
blends aplicados, pois obtiveram respostas semelhantes ao controle no setor de Educacéo
durante 144 horas de avaliagdo, ou seja, estes blends (B1l, B2, B3 e B4) apresentaram
potencialmente efeito bacteriostatico e bactericida no controle de Enterobactérias em
superficie de inox de bebedouro escolar durante este periodo de avaliacéo.

Oleos ricos em compostos fendlicos possuem atividade antimicrobiana sobre bactérias
da familia Enterobacteriaceae (PENALVER et al., 2005). Duarte et al. (2007) que avaliaram
29 Oleos essenciais contra diferentes sorotipos de E. coli, observaram que os 6leos de M.
piperita, O. basiculum, O. vulgare e Thymus vulgaris apresentaram concentracdes minimas
inibitdrias acima de 1000 pg/mL, valores considerados elevados pelos autores. As bactérias
gram-negativas (como Escherichia coli e Salmonella) contém lipopolissacarideos na
membrana externa o que forma uma superficie hidrofilica. Isso cria uma barreira a substancias
hidrofébicas, como os 6leos essenciais, tornando essas bactérias resistentes a esses aditivos
(DORMAN & DEANS, 2000).

GRAFICO 4 - Apresentacéo o efeito da inibicdo no halo de crescimento de Enterobactérias
apos a aplicacdo de blends (B1, B2, B3 e B4) contra microrganismo isolados de superficies de
inox de bebedouros de setores escolar

Halo de inibicio (cm?
[ %)

..

Controlel B1 B2 Controle? B3 B4

T ratamentos

No Grafico 5 mostra o efeito da inibicdo quanto a reducdo de halo (Blend 4) em
cm?#/24h de Enterobactérias em fungdo do tempo de avaliacdo 144 horas apos aplicacdo de
antimicrobiano no controle de microrganismos isolados de superficies de inox de bebedouros
escolar no setor Tecnico. Vericamos para o tratamento controle auséncia de inibi¢do durante

todos dias de avaliagdo, do contréario o Blend 3 (50uL de 6leo essencial de horteld pimenta e
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150uL de dleo essencial de cravo da india) apresentou melhor estabilidade e eficiéncia no
controle de Enterobactérias por cm2 em superficie de inox durante as 144 horas de avaliag&o.
Ja o Blend 4 mostrou gradativamente a reducdo de inibicdo entre 48 horas & 120 horas com
auséncia total de inibicdo de Enterobactéria em superficie de inox de bebedouro escolar no
periodo de 5 dias de avaliacéo.

GRAFICO 5 — Mostra o efeito da inibicdo em cm2/24h de Enterobactérias em fungdo do
tempo de avaliacdo apos aplicacdo de antimicrobiano no controle de microrganismos isolados
de superficies de inox de bebedouros escolar no setor técnico.

—+—CONTROLE "BLEND3 BLEND4

6
E )
2 3
d 5]
-
E 1
g

T24 T48 T72 T96 T120 T144
Tempo (Horas)

Devi et al. (2010) relatam que o mecanismo primario de acdo do eugenol, em
concentracdo bactericida, promoveu a ruptura da membrana citoplasmatica bacteriana,
aumentando a sua permeabilidade ndo especifica. Esta hiperpermeabilidade promoveu o
extravasamento de ions e a perda excessiva de outros componentes celulares, incluindo as
proteinas intracelulares, resultando, finalmente, em morte celular. Craveiro et al. (1981),
complementa que o eugenol provoca inibicdo na producdo de amilase e proteases pela célula,
bem como sua deterioracdo e lise. Greay; Hammer (2015) citam alguns dos mecanismos por
meio dos quais 0s monoterpenos atuam sobre células bacterianas. Os autores relatam que
monoterpenos interferem com a integridade e funcionamento da membrana celular, através da
mudanca de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e inibicdo da cadeia
respiratoria. O 6leo essencial de cravo da india (Caryophyllus aromaticus L. - Myrtaceae) esta
presente na planta em grande quantidade, entre 15 e 25% e é utilizado na culinéria, nas
industrias de alimento e também na medicina. O principal constituinte deste 6leo € o &cido
cindmico (70% a 80%) e eugenol (4% a 7%) (Matan et al., 2006) e a acdo antimicrobiana €
relatada frente a inimeros microrganismos (Dorman & Deans, 2000).

De acordo com Hammer e Carson (2011), a difusdo passiva da molécula do éleo

essencial, por meio da parede celular de bactérias Gram-positivas e fungos ou membrana
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externa de bactérias Gram-negativas é a interacdo inicial entre os componentes dos 6leos
essenciais e a célula microbiana. La Storia et al. (2011), demonstraram também que pode
ocorrer interacdo de constituintes dos 6leos essenciais com a membrana externa de bactérias
Gram-negativas. O aumento da fluidez da membrana parece estar entre os primeiros efeitos
antimicrobianos causados pelo tratamento dos microrganismos com oOleos essenciais. A
membrana citoplasmatica representa barreira eficaz entre o citoplasma e o ambiente externo.
A importacdo e exportacdo dos metabolitos e ions essenciais para todas as atividades que
ocorrem na célula microbiana ocorre através da membrana citoplasmatica.

Turina et al. (2006) enfatiza que o efeito de ions especificos sobre a membrana
plasmética tem forte efeito sobre a forca préton motriz e atividade global de células
microbianas, como transporte de solutos e processo de regulagdo do metabolismo. De acordo
com os Gréaficos 6 e 7 apresentados abaixos, foram obtidos os resultados de crescimentos
(cm2/24h) de Fungos e Leveduras em superficies de inox de bebedouros escolar apds o
isolamento e aplicagdo de antimicrobiano tanto no setor Educacional quanto no setor Técnico
durante 6 dias de avaliacdo. Desta maneira, tanto no setor Educacional quanto no setor
Técnico foi verificado melhor acdo antifungica para o B3 (blend 3), durante 144 horas de
avaliacdo e do contréario, B4 (blend 4) mostrou resposta antagdnica uma vez que foi verificado
aumento de Unidade Formadora de Colonias de Fungos e Leveduras (UFC) ap6s 48 horas
(setor Educacional) e 120 horas (setor Técnico) de avaliacdo.

GRAFICO 6 - Avaliacdo de crescimento (cm2/24h) de Fungos e Leveduras em superficies de
inox de bebedouros escolar apos o isolamento e aplicagdo de
antimicrobiano/Setor Educacional.
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GRAFICO 7 - Avaliacdo do crescimento (cm?/24h) de Fungos e Leveduras em superficies de
inox de bebedouros escolar apos o isolamento e aplicacdo de antimicrobiano/ Setor de
Técnico.
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Diversos trabalhos corroboram com estes resultados apresentados nesta pesquisa pois
de acordo com (SINGH et al., 2011) o 6leo essencial de horteld-pimenta € extraido de talos e
folhas e possui atividade antibacteriana, antiviral e antifingica, devido a presenca dos
compostos mentol, mentona, acetato de metila, iso-mentona. A concentracdo do composto
majoritario mentol no dleo pode variar entre 28% a 42%. Isto sugere que a presenca de horteld
pimenta no blend 3, promove o aumento de eficiéncia no controle de fungo de leveduras em
superficies de inox de bebedouros escolar agindo simbioticamente com 6leo essencial cravo
da india pois possui odor fortemente aromatico, sabor ardente e caracteristico. Neste sentido
das sementes de cravo da india extrai-se o 0leo essencial a qual € incolor e de sabor picante,
cujo composto majoritario é o eugenol. Da mesma maneira Costa et al. (2011), avaliaram a
acdo do Gleo essencial de Syzygium aromaticum sobre fungos e observaram que o componente
majoritario do 6leo foi o eugenol (83,6%).

De acordo com (NASCIMENTO et al., 2000) ele apresenta efeito anti-inflamatdrio,
cicatrizante e antifungico, com propriedades antibactericidas também usado como
antisséptico. Podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados,
desterpenados ou concentrados. O 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume
- Lauraceae) € utilizado como flavorizante aromatizante e conservante natural de alimentos.
Estudos mostraram a capacidade de inibir o crescimento de fungos (Lima et al., 2006) e de
bactérias (Matan et al., 2006). Foram identificados 23 constituintes no 6leo essencial obtido

de folhas de canela, sendo o eugenol o composto que apresentou maior percentual (60%). A
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partir de galhos foram identificados 36 compostos com predominancia de
monoterpenos a e B-pineno, a-felandreno, p-cimeno, limoneno, linalol, sequiterpenos a-
copaeno, B-cariofileno, 6xido de cariofileno e os alilbenzenos s-cinamaldeido e aceto de -
cinamila (Lima et al., 2005). Oleo essencial de Horteld Pimenta (Mentha piperita), tem sido
também relatado por possuir atividade, antibacteriana, antiviral e antifingica, sendo esta
atividade associada principalmente aos compostos majoritarios mentol, mentona, acetato de
metila, iso-mentona (Singh, et al., 2011).

5.CONCLUSAO

Os blends desenvolvidos com horteld pimenta e cravo da india (B1) e eugenol e canela
(B2) apresentam acdo antibacteriana de Staphylococcus aureus em superficies de bebedouros
de inox avaliados no ambientes escolar, setor técnico (acdo bactericida) e setor educacional
(efeito bacteriostatico) a frequéncia de higienizacdo de bebedouros de inox, contribuem para
manutencdo da qualidade e seguranca no fornecimento de &gua potavel sem risco de
contaminacgéo para a comunidade escolar.

Os blends desenvolvidos com horteld pimenta e cravo da india (B1/B3) e eugenol e
canela (B2/B4) apresentam agéo antibacteriana para Enterobactéria, porém o Blend 3 (50uL
de 6leo essencial de horteld pimenta e 150uL de 6leo essencial de cravo da india) apresentou
melhor estabilidade e eficiéncia no controle e inibicdo do desenvolvimento de
Enterobactérias por cm?2 em superficie de inox durante as 144 horas de avaliacao.

O blend 3 (horteld pimenta e cravo da india) apresentou melhor eficiéncia quanto a
acdo antifungica em superficies de bebedouros de inox avaliados no ambientes escolar tanto
no setor de producdo quanto no setor educacional durante 6 dias de avaliacdo, esta formulacéo
desenvolvida demonstra possibilidade inovadora de desenvolvimento de conservantes
biodegradavel para superficie de ambientes com alta umidade com exposicdo ambiental na
promoc¢do de seguranca, salde e sustentabilidade quanto a higienizagcdo de bebedouros de

inox tanto em setor de técnico quanto no setor educacional.
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