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RESUMO

Os oleos essenciais (OEs) apresentam-se como ropgies tecnologicas para serem
aplicados como conservantes em alimentos. Enteetantiso nas concentracées necessarias
para exercerem agdo antimicrobiana provoca altesag@nsoriais indesejaveis, além de que a
essa acdo ndo € desejavel quando aplicado em @sodrdbioticos. O trabalho objetivou
identificar e registrar as preferéncias do pubtioasumidor para alimentos adicionados de
OEs, avaliar a acéo antimicrobiana do OE de camaléogurte, adicionado em concentracao
méxima aceitavel sensorialmente (CMAS) e assoc@mo EDTA e/ou polietilenoglicol,
verificar a existéncia de ag&o antimicrobiana d&s @e canela, cravo e menta na CMAS
contra oLactobacillus rhamnosus culturastarter de iogurte durante a vida de prateleira de
leite fermentado, determinar a Concentracéo Inilitblinima (CIM) e visualizar os efeitos
do OE de canela contralo rhamnosusOs OEs foram obtidos por destilagdo a vapor e
caracterizados quimicamente por cromatografia gas@spectrometria de massa. A primeira
parte do projeto consistiu em pesquisa de mercadm geterminar a melhor associacao de
OEs com o sabor de frutas no iogurte e os 0Oleos remsociados ao queijo. A maxima
concentracdo aceitavel de OE (estipulado na pesqies mercado) para o iogurte foi
determinada na andlise sensorial pela Escala Hal@d 0 a 9 pontos, com amostras de
concentragdes crescentes de OE, tendo-se comenefdrde aceitacdo a mediana minima
igual a 7 pontos, referente gostei moderadamentilessa concentracao foi verificada a acao
antimicrobiana do OE sozinho e associado com EDJoAgtilenoglicol e ambos, além do
tratamento controle. Foram realizadas as contagdms aerdbios mesdfilos totais,
psicrotroficos e bolores e leveduras. A segundéepdw projeto consistiu na realizacdo da
curva de sobrevivéncia do. rhamnosuse culturastarter em leite fermentado, isolados e
associados, sendo realizadas contagens microlasdsatamentos controle e tratados com a
CMAS dos OEs de canela, cravo e menta. Os tempasalise foram de 0, 1, 2, 3, 4,5, 7, 9,
13, 21, 29, 37, 55, 73, 168 (7 dias), 136 (14 dB) (21 dias) e 672 (28 dias) horas apés o
inicio de fermentacéo e adicdo dos OEs. Determesadé acidez titulavel foram realizadas
nos tempos 0, 5, 7, 168 (7 dias) e 672 (28 diassh& a terceira e parte do projeto consistiu
na analise de microscopia eletronica de transmisa&oa cultura de. rhamnosugratada por

2 horas com 0,04 e 1,0% de OE de canela, juntanoemtea contagem de células viaveis
apos 2 horas (momento da analise microscopicad® 2p horas. O OE de canela apresentou
67,58% de cinamaldeido como componente majoritéiod.associado ao sabor banana no

logurte e a CMAS foi de 0,04%. Entretanto, nessaceontracdo ndo foi detectada acédo



antimicrobiana significativa nas contagens microag totais do iogurte em relagdo ao
controle, mesmo quando o OE foi associado com oA @Tpolietilenoglicol e ambos. Os
OEs de canela, cravo e menta nao interferiram ntagem dd.. rhamnosusmas observou-

se reducéo significativa na cultwstarter e acidez titulavel nos tratamentos adicionados com
0os OEs quando comparados ao controle. A concentdeg®,04% de OE de canela exerceu
atividade bacteriostatica durante a incubacédo terads, apresentando alteracbes leves na
estrutura celular, mas foi considerada bacteripioiapossibilitar uma reducéo significativa
apos 24 horas. Ja a concentracdo de 1,00% redilaguapos 2 horas de incubacéo e nao foi
detectada contagem de células viaveis apos 24 .hAsaobservacdes por microscopia
eletrénica de transmissao revelaram que as céhataslas com 1,00% de OE de canela foram
drasticamente danificadas, apresentando rupturametabrana celular e extravasamento
citoplasmatico. Desse modo, na CMAS, o OE de can&aexerceu acdo antimicrobiana,
apenas flavorizante. No entanto, os OEs de can@a) e menta na CMAS néo interferiram
no desenvolvimento da bactéria probiéticahamnosuem leite fermentado, apesar da acéo
antagonista contra a cultusdarter, 0 que provocou queda de producdo do acido latico.
Entretanto, nas condi¢cdes vitro utilizadas na microscopia eletronica o OE de @anel
demonstrou acao bactericida coritrahamnosusEvidencia-se a continuidade de alternativas
tecnologicas para potencializar o uso de OEs cartimi&robianos em produtos lacteos, mas
aplicados em concentragfes que sejam aceitas sdmsote.

Palavras-chave antimicrobianos, 6leos essenciais, produtos décte



ABSTRACT

Essential oils (EOs) show as new technology optionbe used as preservatives in foods.
However, the use in necessary concentrations tat exetimicrobial activity causes
undesirable sensory changes, and this action isdasirable when applied to probiotic
products. The study aimed to identify and recosl gheferences of the consuming public to
foods added with EOs, to evaluate the antimicrodgdilon of cinnamon EO in yogurt, added
to the higher acceptable sensory concentration E)A&hd associated with EDTA and/or
polyethylene glycol, to verify the existence of iamtrobial action of cinnamon, clove and
mint EOs in the HASC againkfctobacillus rhamnosuand yogurt starter culture during the
shelf life of fermented milk, to determine the mimim inhibitory concentration (MIC) and to
view the effects of cinnamon EO agaistrhamnosusThe EOs were obtained by steam
distillation and chemically characterized by gasoamatography and mass spectrometry. The
first part of project involved in market researchdetermine the best combination of EOs
with the taste of fruit in yogurt and oils assoedtwith cheese. The maximum acceptable
concentration of EO (stipulated in market reseatclthe yogurt was determined by sensory
analysis scale of 0 to 9 points, with samples ofaasing concentrations of OE, haven been
as reference the median minimum acceptance equadsn®, referring tdiked moderately
This concentration was found to antimicrobial acto§ EO alone and associated with EDTA,
polyethylene glycol, and both, beyond a controbtmeent. Counts were performed total
mesophilic aerobic, psychrotrophilics, and yeasis molds. The second part of the project
consisted in the survival curve bf rhamnosusnd starter culture in fermented milk, isolated
and associated microbial, with counts made of cbmteatments and treateds with the HASC
of cinnamon, clove and mint EOs. The analysis timeee O, 1, 2, 3, 4,5, 7, 9, 13, 21, 29, 37,
55, 73, 168 (7 days), 136 (14 days), 504 (21 dagd)672 (28 days) hours after the start of
fermentation and addition of EOs. Acidity deterntioas were performed on days 0, 5, 7, 168
(7 days) and 672 (28 days) hours. And the third pard of the project was the analysis of
transmission electron microscopy for the culturé.ahamnosusreated for 2 hours with 0.04
and 1.0% cinnamon EO, along with a count of viabédls after 2 hours (the time of
microscopic analysis) and after 24 hours. The c¢imoraEO showed 67.58% cinnamaldehyde
as the major component. Was associated with thanaaflavor in yogurt and HASC was
0.04%. However, this concentration was not detesiguificant antimicrobial activity in total
microbial counts of yoghurt compared to controleewvhen the EO was associated with

EDTA, polyethylene glycol or both. The of cinnamaigve and mint EOs did not affect the



counting ofL. rhamnosusbut there was significant reduction in the stactdture and acidity
in the treatments added with the EOs, comparedotdr@. The concentration of 0.04%
cinnamon EO exerted bactericidal activity during ihcubation of 2 hours, showed mild
changes in cellular structure, but was consideradtenicidal by allowing a significant
reduction after 24 hours. The concentration of %a(@duced 3 log after 2 h incubation and
was not detected viable cell count after 24 ho@Bservations by transmission electron
microscopy revealed that cells treated with 1.0@8amon EO have been severely damaged,
with disruption of the cell membrane and cytoplasteakage. Thus, in the HASC, cinnamon
EO did not have antimicrobial activity, only flaweg. However, the of cinnamon, clove and
mint EOs in the HASC did not interfere with the depment of probiotic bacteriurh.
rhamnosusn fermented milk, despite the antagonistic actigainst the starter culture, which
caused a drop in production of lactic acid. Howewervitro conditions used in electron
microscopy, cinnamon EO demonstrated bactericidévity againstL. rhamnosust is
evident the continuity of technological alternafvéo maximize the use of EOs as

antimicrobial in dairy products, but applied at centrations acceptable sensory.

Keywords: antimicrobials, essential oils, dairy products
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INTRODUCAO

Os oOleos essenciais (OEs) de plantas sdo comuroemtercializados em funcéo de
sua capacidade aromatizante. No entanto, tem dadpegrande interesse devido as
propriedades funcionais que também apresentam aatimoicrobianos.

Como agentes ativos farmacologicamente, os OEdranosgrande espectro de
atuacdo, contra virus, fungos, parasitas e bast&@ggundo Lanciotti et al. (2004) o interesse
na possibilidade de uso de compostos naturaisevepcdo do desenvolvimento microbiano
em alimentos tem notavel crescimento como resgogi@ssdo do consumidor para reduzir
ou até mesmo eliminar os aditivos sintéticos admilms nos alimentos industrializados.

Coerentemente com a imagem saudavel, os consesvaatarais vém adquirindo
expressividade na aplicacdo em alimentos (Busaith,e2007). No mercado europeu estao
disponiveis conservantes alimenticios composto$@¥r de OEs (alecrim, artimisia e citrus)
e 50% de glicerol (Mendonza-Yepes et al., 1997 r@uprodutos sdo encontrados também
nos Estados Unidos a base de OEs dispersos endaslde citrato de sddio ou cloreto de
soédio, reconhecidos como aditivos alimenticios sEgu(Cutter, 2000). Entretanto,
insignificante quantidade desses conservantes rdliones contendo OEs esté disponivel no
mercado quando comparada aos demais conservanias.uBurt (2004) evidenciou a
necessidade do enfoque de pesquisas para os aspegtos do uso dos OEs e seus
componentes em alimentos, em funcdo das acOesogarast que podem apresentar, além de
estudos que demonstrem o0s mecanismos de acdo dos, @ossibilitando adequadas
aplicacdes tecnologicas.

Apesar da oportunidade de agregacao de valorlmesnéos quando adicionados de
OEs, principalmente contra micro-organismos patmg8nassociados aos alimentos, ha a

necessidade de detalhamento para o aspecto sédsgui@duto.

1 Atividade antimicrobiana dos OEs

A atividade antimicrobiana dos OEs tem sido testadiacipalmente sobre fungos
patogénicos (Cheng et al., 2008; Angioni et alQ&2®akkali et al., 2005; Sacchetti et al.,
2005) e bactérias causadoras de doencas transwiidalimentos, como as Gram negativas
Escherichia coli O157:H7, Shigella sonnei S. flexner, SalmonellaTyphimurium e

Pseudomonas aeruginogMoreira et al.,, 2005, Bagamboula, Uyttendaele &b&eere,
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2004). Além das Gram negativas, Pereira et al.§g00ussalah et al. (2007) e Bruni et al.
(2004) também verificaram a acdo de OEs contraébast Gram positivas, como
Staphylococcus aurepsListeria  monocytogenes Enterococcus faecalisatravés da
determinacdoda concentracao inibitéria minima @ésalos métodom vitro de difusdo em
disco e microdiluigdo.

Entretanto, visando a aplicacdo como conservaltitasraicios, estudos tém buscado
a verificacao da acao antimicrobiana dos OEs ajiiairetamente em alimentos.

Mendonca (2004) verificou inibicdo significativa soescimento détaphylococcus
aureus quando inoculado em ricota com adicdo de 1% ded@Byzygium aromaticum
(cravo-da-india), com reducédo de 4,27 ciclos ldgécbs quando comparada ao crescimento
de S. aureusem ricota sem adicdo de 6leo. Em ricota adiciorted% de OE de orégano
houve reducéo de 3,36 e 1,88 ciclos logaritmicopapulacdo dé&taphylococcus aurelss
Escherichia colirespectivamente (Alarcon, 2007).

Aplicando o OE deataria multiflora Boiss, uma planta tipica do Ird, em sopa de
cereais como modelo de sistema alimentar, Moosawyl. €2008) verificaram que houve
reducao significativa na taxa de cresciment&@adkenonellalyphimurium com o aumento das
concentracdes de OE e sua combinagdo com condadrde nisina a temperatura de 8°C.
Para Staphylococcus aureusuma inibicdo na contagem de células viaveis foi
significativamente observada também com a adicd@Eenisina e suas combinacdes, tanto a
temperatura de 8°C como a 25°C. Através do auntgenliberacao dos constituintes celulares
para o meio, tanto d&. Thyphimurium como dé&. aureuse de observacdes das células por
microscopia eletronica de varredura, os autoresrgbsam que a acdo do OE em estudo e de
nisina, assim como suas combinagdes, promoveuisghios danos morfolégicos na parede
celular e rompimento da membrana.

Busatta et al. (2007) obtiveram resultados queotstnaram que a adicdo de OE de
orégano Qriganum vulgarg em linglica pode ser um via promissora para acao
bacteriostatica, no entanto, a aceitacdo senstg@kesce com o aumento da concentracdo de
Oleo adicionada.

Avaliando o OE de manjeronadDijganum majoranal.) Busatta et al. (2008)
observaram que esse 6leo aplicado em linguica exeunn efeito bacteriostatico quando
adicionado em concentracdo equivalente a Concdéwetragbitéria Minima (CIM) e em
concentracdes maiores exerceu um efeito bacterieidtretanto, ocorreram alteracdes no

paladar do produto.
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Barbosa et al. (2009) determinaram a ggylde OEs extraidos de condimentos para
Staphylococcuswureus Listeria monocytogenegscherichiacoli e SalmonellaEnteritidis.
Nessas concentracdes os OEs foram aplicados era ovaida e hamburguer irradiados e
inoculados com os patdégenos testados. Entretastaprcentracdes inibitorias testadas
vitro com capacidade de inibicdo em 90% nao demonstrana@sma efetividade na carne e
no hamburguer, sendo que as reducdes mais alt@a®n foe 1,3 e 1,0 log para os OEs de
gengibre e tomilho, respectivamente.

Em meios de cultura como sistemas alimentaresieges et al. (2008 e 2009)
investigaram a influéncia de diferentes componegiésiicos sobre a agdo antimicrobiana de
diversos 6leos aplicados isoladamemiecombinados, sendo que os OE foram mais efidente
frente a bactérias patogénicas quando aplicadan&nos com elevado teor de proteina e alta
acidez. Por outro lado, verificou-se necessitameaores teores de gorduras e carboidratos
bem como niveis moderados de agucares simples.

Filmes de polietileno de baixa densidade (LDPHE)t&odo agentes antimicrobianos
foram também relatados como alternativas aumentada de prateleira de alimentos. A
adicdo de linalol e metilcavicol, principais cotgtites do OE de manjericdo, em queijo
Cheddar demonstraram efeito inibitério da micradbioatural e de amostras inoculadas com
Escherichia colie Listeria innocua durante um periodo de 21 dias. Foi aplicado tetes
triangular durante 1, 2, 3, 4 e 6 semanas comoisangkensorial e os painelistas ndo
detectaram significativamente o linalol em relagéo tratamento controle, até o final do

periodo de estocagem (Suppakul et al., 2008).

2 Influéncia dos OEs na aceitacéo sensorial dosrakntos

Apesar do fato de que Smith-Palmer, Stewart & F#898) obtiveram efeito
bactericidain vitro com concentragbes menores que 0,1% de OEs desabvplantas, mas
Smith-Palmer, Stewart & Fyfe (2001) evidenciarane goncentracdes de 0,5 e 1% desses
Oleos séo necessarias para inibir com éxito a sonégdo de alimentos. Além disso, o uso de
concentracgdes insuficientes permitiu o restabelestnde células injuriadas ndo letalmente e
foi verificado que a composicao quimica, em relag@mwrdura, da matriz alimentar mostrou
ser um importante fator na determinacdo da efi@édos OEs. Assim, acredita-se que a

necessidade do uso de altas concentracdes de OEalimentos do que em meios
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laboratoriais € devido a um ambiente de crescimerds complexo no alimento, o qual
providencia grande protecdo as células microbieoaga os agentes antimicrobianos.

O uso de OEs, nas concentracdes necessariasepana afetivos como conservantes
em alimentos, despertam o interesse de adequacéelagfio as alteracbes nas propriedades
sensoriais do produto. Smith-Palmer, Stewart & F@#B601) expuseram algumas visdes
tecnoldgicas para essa adequacao.

% O OE nao é apenas um conservante, mas também uporente flavorizante,

como muitas ervas e condimentos que aromatizanufmegh existentes.

% Incorporar os OEs em produtos que ja tenham ume farboma, para assim
mascarar a presenca do mesmo.

& Aplicar alguns dos principais componentes ativosnaés do 6leo completo. Com
isso espera-se reduzir as alteracbfes sensoriaigytemd® a atividade
antimicrobiana.

% Desenvolvimento de combinacdes sinérgicas, tartte éois OEs ou um OE com
outro antimicrobiano. Moosavy et al. (2008) propémo alternativa a reducéo da
quantidade total de 6leo incorporado nos produtwseaticios, diminuindo o
efeito sensorial indesejavel, e obtendo um foré@fnibitorio sinérgico entre OE
e nisina, mantendo a ag&o antimicrobiana.

L Os OEs podem ser combinados com agentes quelantesp o &cido
etilenodiaminotetracético, embora esse nao sejsidEnado um conservante, eles
podem potencializar outros agentes antimicrobianos.

& Utilizar os OEs com agentes dispersantes, comdietifenoglicol, para aumentar
0 contato com as células microbianas, especialmamtalimentos com um alto

teor lipidico.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve o objetivo geral de poénar o uso de OEs em alimentos,

especificamente em produtos lacteos fermentadudo tesomo objetivos especificos:

& Identificar a preferéncia de consumo para alimentoa adicdo de conservantes
naturais, bem como registrar as preferéncias quastassociacdes entre os OEs
em dois sistemas alimentares (iogurte e queijogssado), avaliados pela analise
sensorial dos alimentos, de acordo com as formetaesétabelecidas previamente.

& Determinar a concentragdo maxima de OE de canetsidmyada aceitavel
sensorialmente em iogurte e avaliar se nessa cwacéa o OE € capaz de exercer
atividade antimicrobiana, isolado ou associado cstitenodiaminotetracético
(EDTA) e/ou polietilenoglicol.

& Verificar a atividade antimicrobiana dos OEs deetancravo e menta sobre a
bactéria probidticd.actobacillus rhamnosustilizando o leite fermentado como
modelo alimentar durante o seu periodo de vida rdéelpira, sendo os OEs
adicionados na concentracdo maxima aceitavel detada por analise sensorial,
bem como ensaids vitro para determinacdo da Concentragcao Inibitoria Manim
(CIM).

& Verificar a sensibilidade da cultura de rhamnosusquando tratada com OE de
canela através de enumeracdo de células viaveisualizacdo celular por

microscopia eletronica de transmisséao.
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Aceitacdo de produtos alimenticios contendo 6leosssenciais como

antimicrobianos e flavorizantes

Resumo

Nosso grupo tem investigado o potencial dos Olessereiais (OES) como
conservantes naturais e flavorizantes em sistenieserdares. Trezentos
entrevistados de ambos os sexos opinaram sobreratism com OEs e suas
preferéncias pelas combinacdes dos OEs em ioguptei@ foram determinadas
e foi aplicada uma analise sensorial (Escala Heddmara as combina¢cdes dos
produtos definidas pelo questionario. Os OEs fotamacterizados quimicamente
por cromatografia gasosa e espectrometria de n{&sSeEM). Consumidores
com idade acima de 41 anos de ambos 0s sexos festabelecidos como
consumidores potenciais para os produtos avaliddgsrte sabor banana com
OE de canela e gueijo associado com os OEs demrégananjericdo foram
investigados e a maior concentracdo aceitavel del®©Eanela em iogurte com
polpa de banana foi de 0,04% (p/p). Para o quaigmncentracdo aceitavel de OE
de orégano foi de 0,08% (p/p) e de OE de manjerioaae 0,06% (p/p). A
industria lactea tem o potencial de inovacdo teigioch utilizando Oleos
essenciais como conservantes antimicrobianos, guéém conferem sabor e
aroma aos produtos. Entretanto, pesquisas complareersdo necessarias para
potencializar o efeito antimicrobiano nas conceies aceitaveis determinadas
neste estudo.

Palavras-chave: aceitacdo, acado antimicrobianas @ssenciais, flavorizantes e
alimento
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1. Introducéo

A seguranca de alguns conservantes quimicos eagée® negativas de consumidores em
relacdo a conservantes quimicos e artificiais tespgrcionado um aumento no interesse para
alternativas naturais para aumentahelf-lifedos produtos alimenticios e reduzir o potencial
dos alimentos serem veiculos de toxinfec¢des atemes, através da realizacdo de pesquisas
gue buscam novos métodos para assegurar 0 codgoiricro-organismos patogénicos e
deteriorantes (Nedorostova, Kloucek, Kokoska, 8¢ & Pulkrabek, 2009; Moosavy et al.,
2008; Souza, Stamford, Lima, Trajano, & Barbos&d;il2005; Lanciotti et al., 2004; Cox,
Mann, & Markham, 2000). Desse modo, uma das egtestéitilizadas pelo setor alimenticio

€ 0 estimulo ao consumo de produtos naturais.

Oleos essenciais (OES) de plantas podem apresgividade antimicrobiana, atraindo
o interesse das pesquisas cientificas, especiansatre fungos patogénicos (Cheng, Liu,
Chang, & Chang, 2008; Angioni, Barra, Coroneo, D&<abras, 2006; Bakkali, Averbeck,
Averbeck, Zhiri, & Idaomar, 2005; Sacchetti et @005) e bactérias causadoras de doencas
transmitidas por alimentos, contescherichia coliO157:H7, Shigella sonneiS. flexner
SalmonellaTyphimurium ePseudomonas aeruginogsloreira, Ponce, Valle, & Roura, 2005,
Bagamboula, Uyttendaele, & Debevere, 2004). Baabsal. (2009), Bruni et al. (2004),
Oussalah, Caillet, Saucier and Lacroix (2007) eeiPeret al. (2008) reportaram a acédo dos
EOs contra bactérias Gram positivas, cdstaphylococcuaureus Listeria monocytogenes
Enterococcus faecalisEssas pesquisas determinaram a Concentracadofi@bMinima
(CIM) através dos meétodos de difusdo em disco eodilcicdo. Entretanto, visando a
aplicacdo em alimentos, estudos verificaram a ag@onicrobiana dos Oleos essenciais
guando aplicados em alimentos, como vegetais mmange processados (Gutierrez, Bourke,
Lonchamp, & Barry-Ryan, 2009; Lanciotti et al., 2D0suco de brécolis (Mundz, Guevara,
Palop, Tabera, & Fernandez, 2009), cevada (Moostaay., 2008), linguica (Busatta, Mossi,
Rodrigues, Cansian, & Oliveira, 2007; Busatta et 2008), carne moida e hamburguer
(Barbosa et al., 2009) e queijo (Smith-Palmer, &te& Fyfe, 2001).

Em sistemas de modelos alimentares, Gutierrezy#Baran e Bourke (2008, 2009)
investigaram a influéncia de diferentes componegq@sicos sobre a acdo antimicrobiana de
diversos OEs aplicados isoladamente ou combinaéosio que os OEs foram mais eficientes
contra bactérias patogénicas quando aplicados €éos mem elevado teor de proteina e alta
acidez. Por outro lado, houve necessidade de baeooses de gorduras e carboidratos bem

como niveis moderados de acucares simples.
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Desse modo faz-se necessério identificar a aéeitaip consumidor quanto a
utilizacédo dos 6leos essenciais como antimicrolsigpois além de agirem como conservantes
também irdo conferir aos alimentos sabores e araarasteristicos. Mingoti (2001) referiu-
se a utilizacado de pesquisas de mercado com ogtome obter informacdes sobre a opinido
dos consumidores em relacéo aos produtos ja etastan mercado ou prototipos.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi identifica publico consumidor para
alimentos com adicdo de conservantes naturais,coemo registrar as preferéncias quanto as
associacdes entre os OEs em dois sistemas alimenfergurte e queijo processado),
avaliados pela andlise sensorial dos alimentogcdedo com as formulacfes estabelecidas

previamente.

2. Material e métodos

2.1. Pesquisa de mercado

A pesquisa de mercado envolveu a coleta de dadoans junto a potenciais consumidores,
que também foram analisados quanto ao perfil eemsfp de compra para os produtos
propostos.

Para identificar as combinacgfes preferidas de @& @s produtos lacteos, além de
estabelecer o mercado alvo consumidor para alirmex@m o apelo de conservantes naturais,
procedeu-se uma pesquisa de mercado delineadaepantamento de dados primarios
baseados nos parametros propostos por Pieniak,eké&erbvanhonacker, Guerrero and
Hersleth (2009).

Foi aplicado um questionério direto formado porgl2stdes sobre as caracteristicas
do consumidor (sexo e idade), comportamento deuoongfrequéncia de consumo semanal
de iogurte e queijo, além da influéncia exercida ppelo de produtos naturais) e preferéncia
da combinacéo de sabor de OEs com sabores de frarta® iogurte e OEs em combinacao
com o queijo. Esse questionario foi aplicado a 800evistados, sendo jovens e adultos de
diferentes faixas etarias, de ambos os sexos @idosl no meio universitario, cujo universo
corresponde a 2.500 individuos.

Para evidenciar possiveis falhas na redacdo dstignério, como complexidade das
questbes, imprecisdo na redagdo, nao necessidadepiabtoes, exaustdo entre outros
aspectos, aplicou-se um pré-teste a aproximadarB@ntééementos pertencentes a populagéo

pesquisada.
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2.2. Andlise sensorial

Apoés andlise dos resultados e observacdo das cagies sugeridas pela pesquisa de
mercado, foi realizada a analise sensorial comefiaias néo treinados, pelo teste da Escala
Hedbnica, com 9 pontos variando entre as opgBestei Extremamente Desgostei
ExtremamentgPoste, Mackie, Butler, & Larmond, 1991). Este detdioi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual Pauligta eealizado de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos em 1964 na Declaracdo denkiel3iodos os individuos informaram
seus consentimentos previamente para sua inclesé® estudo.

O iogurte foi preparado com o fermento lacidwermophilic Yoghurt Culturé/o-
Flex® (Christian Hansen — Brasil) com incubacao de ietiegral com 3% de gordura e 10%
de acucar, até a formacédo de 0,8% de acido |&euajo entdo homogeneizado com a polpa
de fruta e o OE (de canela em funcédo da escollahastida pela pesquisa de mercado). O
queijo processado foi preparado a partir de 75%uggo tipo mussarela, fundido com 1% de
citrato de sdodio e adicionado de 17% de cremeitiede’% de agua. Apoés a fuséo, o OE (de
orégano e manjericdo em funcdo da escolha estatselpela pesquisa de mercado) foi
adicionado durante o resfriamento da massa, aotesiehse. Em ambos os produtos foram
utilizadas as concentrac¢des 0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,1, 0,2 e 0,4% (p/p) dos OEs.

Os OEs foram extraidos por destilacdo a vapor gametho tipo Clevenger (modelo
MA480 — Marconi). A densidade dos OEs foi deterrdan@Fonseca & Librand, 2008) e a
analise quimica por cromatografia gasosa-espectriamie massa (CG-EM) foi realizada
com o auxilio do equipamento Shimazu GC-MS QP505@MAzando uma coluna capilar
CBP-5 de 50m de comprimento, 0,25mm de diametssniote 0,26m de espessura do filme.
A temperatura do injetor foi de 250°C, a tempeeatia interface foi de 250°C, o detector foi
operado em mod&lectron Impact(El) a 70eV e utilizou-se hélio como gas de aerads
condicdes cromatogréficas para o OE de canela fotemperatura inicial de 60°C,
aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C'mimuecimento até 220°C a uma taxa de
15°C.min* e manutencdo dessa temperatura por 20 minutoa. dDE de orégano as
condicdes foram: temperatura inicial de 60°C, aiquerto até 160°C, com taxa de 3°C.min
aquecimento até 180°C a uma taxa de 10°C.reimanutencdo dessa temperatura por 5
minutos, aquecimento até 200°C a uma taxa de 15¥&enmanutencdo dessa temperatura
por 3 minutos e aquecimento até 220°C a uma taxa08€.min* e manutencdo dessa
temperatura por 10 minutos. J& para o OE de meageias condigcbes foram: temperatura
inicial de 60°C, aquecimento até 160°C, com tax&°@emin’, aquecimento até 220°C a uma
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taxa de 15°C.mih e manutencdo dessa temperatura por 10 minutoslerificacdo dos
componentes do 6leo essencial foi feita com baskibimteca NIST (National Institute of
Standards and Technology, MD,USA) para analise edpectros de massas e também nos
dados da literatura (Adams, 1989).

Cada produto foi analisado em dias distintos a&s de seu processamento. Duas
sessoes foram realizadas para evitar fatiga sahslos painelistas, entre 9:00 e 11:00 horas e
entre 15:00 e 17:00 horas. Em cada periodo foramidss 4 amostras de concentracdes
intercaladas.

Os provadores avaliaram as amostras escolhendocpda uma a opgao que mais se
adequava a sua aceitabilidade. Dados de 28 prasgara o iogurte e 30 provadores para o

queijo foram coletados.

2.3. Andlise estatistica

Os dados da pesquisa de mercado foram analisathistesmmente através de analise de
correspondéncia (Mingoti, 2005), categorizando lesnentos de acordo com as variaveis
sexo e idade. Essas categorias foram associadesnaamo semanal de cada produto, ao
interesse ou ndo de compra do produto por conteseceante natural e também em relagéo
ao aumento de compra pelo mesmo motivo. Andliseedgéncia e teste de Friedman foram
aplicados para as combinacdes de Oleos e sabosegraidutos (Poste, Mackie, Butler, &

Larmond, 1991). Os dados da analise sensorial f@abmetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey. Todas as andlises estatssforam realizadas utilizando-se o
softwareSAS (SAS, 2009).

3. Resultados e discussao
Os entrevistados foram categorizados quanto aq &&aae, consumo e 0s produtos, iogurte e
gueijo, sendo essas categorias relacionadas &nmuadde consumo semanal (Tabela 1).

De acordo com a analise de correspondéncia, a eaitico da distribuicdo qui-
quadrado com 45 graus de liberdade foi de 100¢28,x<0,05. Como o valor tabular do qui-
quadrado nessa significancia é de 64, verificoopse existe associacdo entre 0 consumo
semanal e as categorias baseadas no sexo, idadedetog, queijo e iogurte. Essas

correspondéncias podem ser visualizadas na Figura 1
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Tabela 1. Consumo semanal de iogurte e queijoael@acom o sexo e idade.

Categorii N&o consum 1 ve: 2 ou 3 veze Todos os dic
logurte — Feminino até 18 an 7 9 5 4
logurte — Feminino 19 até 30 anos 15 60 44 8
logurte — Feminino 31 até 40 anos 4 14 7 1
logurte — Feminino acima de 41 anos 4 5 8 6
logurte — Masculino até 18 anos 5 8 6 0
logurte — Masculino19 até 30 anos 17 27 13 0
logurte — Masculino 31 até 40 anos 4 1 3 1
logurte — Masculino acima de 41 anos 2 6 5 1
Queijo — Feminino até 18 anos 3 7 10 5
Queijo — Feminino 19 até 30 anos 12 50 48 17
Queijo — Feminino 31 até 40 anos 2 8 12 4
Queijo — Feminino acima de 41 anos 1 1 11 10
Queijo — Masculino até 18 anos 5 6 7 1
Queijo — Masculino19 até 30 anos 12 15 24 6
Queijo — Masculino 31 até 40 anos 1 2 4 2
Queijo — Masculino acima de 41 anos 1 3 7 3

Uma avaliacdo subjetiva do posicionamento dasdemadas para a correspondéncia
das categorias quanto ao consumo de queijo, ohsserque ha um consumo equilibrado em
2 ou 3 vezes por semana para todas as categouastdao iogurte, o sexo masculino
demonstrou-se um consumidor de baixo potenciajseue as categorias mais jovens nao
consomem e a categoria acima de 40 anos apresemtatonsumo de apenas 1 vez por
semana. Esse baixo consumo também foi visualizada@ategorias femininas entre 19 e 40
anos. Entretanto, a categoria feminina acima dands destacou-se no consumo de iogurte,
considerado médio/elevado. Essa disposicéo oferefmmacdes para definir o publico alvo
adulto para o consumo de queijo em todas as fakasas e para o consumo de iogurte
principalmente a categoria feminina na faixa etaciana de 41 anos.

Os resultados também foram comparados quanto »ao esédade e relacionados a
preferéncia dos consumidores por produtos natwsisnulo para compra ou ndo do produto
contendo conservante natural e aumento do conseloaresmo motivo. A correspondéncia
foi verificada pelo valor critico do qui-quadradyual a 35,86 a p<0,05, maior que o valor
tabular do qui-quadrado igual a 32,67 para 21 gdaugerdade (Figura 2). Observou-se que
a opc¢ao de produtos com conservantes naturai®émsida na preferéncia, decisdo e aumento
do consumo para a faixa etaria acima de 41 ano$) tao sexo feminino quanto no
masculino. Verificou-se que com o aumento na fatéaia houve também um aumento no
senso critico quanto as escolhas dos alimentos wmad da experiéncia de vida,
conhecimentos acumulados, além de valorizacdo didados preventivos através da

alimentacdo. Todavia, a inovacdo de produtos aliities no mercado consumidor deve
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considerar os fatores de cultura, identidade eeidaala aumentar a seguranca, saude e

conveniéncia (Guerrero et al., 2009).
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Figura 1.Correspondéncia entre idade, sexo, queijo e iogewt@ o consumo seminal desses.
(IFaté18) logurte Feminino até 18 anos. (IF19a8@Quite Feminino 19 a 30 anos. (IF31a40) logurte
Feminino 31 a 40 anos. (IFacima4l) logurte Femimicima de 41 anos. (IMaté18) logurte Masculino
até 18 anos. (IM19a30) logurte Masculino 19 a 3#safiM31a40) logurte Masculino 31 a 40 anos.
(IMacima4l) logurte Masculino acima de 41 anos. @E8) Queijo Feminino até 18 anos.
(QF19a30) Queijo Feminino 19 a 30 anos. (QF31a4®ijQ Feminino 31 a 40 anos. (QFacima4l)
Queijo Feminino acima de 41 anos. (QMatél18) Quilgsculino até 18 anos. (QM19a30) Queijo
Masculino 19 a 30 anos. (QM31a40) Queijo Masculih@ 40 anos. (QMacima4l) Queijo Masculino
acima de 41 anos. (NC) Nao consome. (Alx) Uma wesemana. (A2ou3x) Duas ou trés vezes por

semana. (TD) Todos os dias da semana.
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Figura 2.Correspondéncia entre as categorias idade e semaqueferéncia, indugdo de compra e
aumento de consumo de produtos naturais. (Fat&8nino até 18 anos. (F19a30) Feminino 19 a 30
anos. (FW31a40) Feminino 31 a 40 anos. (Facima4&hirino acima de 41 anos. (Matél8)
Masculino até 18 anos. (M19a30) Masculino 19 a 86sa(M31a40) Masculino 31 a 40 anos.
(Macima41) Masculino acima de 41 anos. (SP) Serengmcia. (P) Preferéncia. (PD) Preferéncia e

decisdo. (PDA) Preferéncia, decisdo e aumento.

Ares, Giménez and Gambaro (2008), Pieniak, Verb®anhonacker, Guerrero e
Hersleth (2009) e Pohjanheimo e Sandell (206Rtaram que fatores associados a saude séo
considerados importantes pelos consumidores duaaegeolha de alimentos.

Outro aspecto importante € que o aumento da dempod produtos naturais e
seguros, tanto em paises desenvolvidos com emwdgamento, tem acompanhado também
o0 aumento do poder aquisitivo das populagbes enerppdgar o valor agregado desses
produtos (McGill, 2009).

De acordo com os dados obtidos, evidenciou-se ajuexploracdo do mercado
consumidor para o apelo de produtos com consewvanatiirais, a exemplo dos OEs, deve

priorizar as faixas etarias acima de 40 anos eogumdividuos do sexo masculino € uma
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categoria que deve ter atencdo mais consistenbge@iva, tanto para a escolha de produtos
naturais quanto para o aumento do consumo de faaspecialmente iogurte.

Como resultado importante da pesquisa de mereedoém foi possivel identificar as
combinacdes preferidas de OEs e os produtos ladtevselacdo ao iogurte foram testadas as
opcOes de sabores de frutas (abacaxi, banana, magddo, meldo, morango, péssego e
outros) em combinacdo com os Oleos essenciaisndéac&ravo e menta.

Além da indicacéo do sabor de fruta que mais squaa para cada OE, foi solicitada

a indicacdo da melhor combinacdo. Uma anadlise eguéncia dos dados foi realizada,

conforme resultados apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Combinacdes de OEs e sabores de frutasogagurte. (a) OE de cravo. (b) OE de canela.

(c) OE de menta. (d) Combinacéo preferida.
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Verificou-se que o 6leo de cravo teve associacads rdiversificada, porém com
predominancia do sabor de maca para um total dsnB8@vistados (29%). Por outro lado, o
0leo de menta foi predominantemente associado caabor abacaxi, escolhido por 191
entrevistados (64%). O Oleo de canela apresentmciagdo com o sabor banana para 153
entrevistados (51%) e foi a combinagcdo mais pedepara 144 entrevistados (48%),
sugerindo que um produto com essa combinacao devaetihor aceitabilidade pelo publico
consumidor devido a sua pré-concepcao de associacao

Quanto ao queijo, a analise dos dados referentgseferéncia dos sabores de
condimentos associados ao produto encontra-seb®ala. O condimento orégano foi o que
mais se destacou na preferéncia dos entrevistag@sar de ser estatisticamente igual,
p<0,05, ao condimento manjericdo. Entretanto, aianedpara o orégano encontrou-se na
nota 5 (6timo), enquanto que o manjericdo apreseatmota 3 (regular) como mediana.
Assim, da mesma forma que para o iogurte, a exgorala aplicagcdo de orégano como
agente antimicrobiano no queijo mostra-se com grapdssibilidade de aceitagédo pelo

consumidor devido ao forte conceito associativeeesndimento ao queijo.

Tabela 2. Teste de Friedman aplicado para a prefieréle condimentos associados com queijo.

Friedman (fr) =

535 7 Orégano Tomilho Manjericao Louro Gengibre
Soma dos Ranks 1.379,5 836,53 1,009,5 731,58 543
Mediana 5 3 3 2 1
Média dos Ranks 5 2.8 3.3 2.4 1.8
Desvio Padréao 0,9365 1,3688 1,3303 1,1262 0,9855

letras Iguals na mesma coluna indicam que as mesigao estatisticamente iguais (p<0,05).

Desse modo, o estudo prosseguiu com os OEs diagaara o iogurte e de orégano e
manjericao para o queijo processado, sendo erdfiva@a a caracterizacao do OEs.

O OE de canela apresentou densidade de 1,0048@nd andlise cromatografica esta
apresentada na Figura 4, sendo que 89,58% dos cemes foram identificados e os
compostos majoritarios foram o cinamaldeido, segp&lo acetato de cinamil e cineol.

O OE de orégano teve densidade de 0,9004g/ml ecmgoatograma (Figura 5)
demonstra que 78,26% dos componentes foram ideEmds e au-terpineno e o p-cimeno

foram os mais significativos.
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Figura 4. Cromatograma obtido para o OE de cartédiaado na identificacdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de ma&dSaEM); 88,59% dos compostos foram
identificados. 2u-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%)p5ineno (0,93%); 6: cymeno (0,17%); 7:

limoneno (1,11%); 8: cineol (3,31%); 9: linalool,%6%); 12: borneol (0,50%); 13: terpineno-4-ol

(1,22%); 15: o-terpineno (1,43%); 17: cinamaldeido (67,58%); I1®ugenol (1,82%); 22:

caryophylleno (0,88%); 23: acetato de cinamilaq®e¥ 25:a-humuleno (0,19%).
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Figura 5. Cromatograma obtido para o OE de orégéilimado na identificacdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de ma&dSaEM); 78,26% dos compostos foram
identificados. 3:a-pineno (0,84%); 5: octen-3-ol (3,88%); 7: mirce(®44%); 11:o-terpineno
(0,99%); 12: p-cimeno (14,96%); 13: limoneno (0,J6%6: a-terpineno (29,36%); 18: limalol
(7,13%); 20: borneol (0,66%); 25: timol (5,93%);: Zariofileno (7,81%); 29: germacrene (0,25%);

31: bisabolol (0,25%).
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O OE de manijericao teve densidade de 0,8828g/5dl,&0% dos compostos foram
identificados (Figura 6) com o linalool e o eugeqéntificados em elevadas quantidades.
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Figura 6. Cromatograma obtido para o OE de mag@jerigilizado na identificacdo de compostos
através de cromatografia gasosa e espectrometmigadsa (CG-EM); 54,60% dos compostos foram
identificados. 1o-pineno (0,41%); 2B-pineno (0,40%); 3: mirceno (0,75%); 5: limonengG@Y%s); 8:
linalol (38,07%); 9: canfora (2,00%); 13: eugentd,36%); 14: copaene (0,36%); I¢cariofileno
(0,93%); 24: germacreno (0,64%).

Quanto aos resultados dos testes de aceitabilidfeat®la 3), realizados de acordo
com a metodologia da Escala Hedobnica, foram adstealabinacdes de OE de canela com o
sabor de banana para o iogurte e os OEs de orégawanjericio para o queijo, que foram os
dois condimentos que se destacaram na analisefigdrcia. Tanto para os tratamentos com
OE de canela no iogurte quanto os tratamentos O@Es de orégano e manjericdo no
queijo, as notas atribuidas apresentaram decrésmmiuncdo do aumento da concentracao
de OE adicionado.

No iogurte, até a concentracdo 0,04% de OE delaam& houve diferenca
significativa (p<0,05), sendo que nessa concentrégdobtida média 6,28, equivalente na
escala Hedonica aBostei LigeiramenteNo entanto, a mediana foi 7,00 explicando 50% dos
dados referentes a opg@ostei Moderadamente
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Tabela 3. Andlise de variancia para a pontuacéoglote e do queijo na avaliagdo sensorial através

da Escala Hedobnica.

Tratamentos 0,01% 0,02% 0,04% 0,06% 008%  0,1% 0,2%0,4%
logurte védia (82 6,89°+ 6,28+ 557°+ 457+ 428%°+ 261°+ 19%+
(Canela) 0,92 1,75 1,82 2,25 2,14 2,26 1,91 1,43
Mediana 8 7,5 7 6 4,28 4 2 1
Queijo Média 6,2°+ 6,26°+ 6,73+ 626°+ 596+ 563C+ 48+ 43F+
(Orégano) 1,97 1,99 1,81 2,01 2,07 2,18 2,36 2,27
Mediana 7 7 7 7 7 6 5 4
Queijo vedia  L* 6,66°+ 576+ 566+ 519+ 5239+ 403°+ 256+
(Manjericéo) 1,42 1,68 2,04 1,93 1,98 2,26 1,95 1,52
Mediana 7 7 6 6,5 6 5,5 4 2

letras iguais na mesma linha indicam que as mesliséi@ estatisticamente iguais (p<0,05).

No queijo processado, entre os tratamentos comd®©Brégano até a concentracao
0,1% nao houve diferenca estatistica (p<0,05). efarito, a concentracdo definida como
maxima a ser aplicada ao queijo processado foiaa82o, que correspondeu ao valor médio
de 5,97 (equivalente a@Bostei Ligeiramendee mediana igual a 7,00 (equivalenteGastei
Moderadamenfe Para o OE de manjericdo, até a concentraca®OrtEd houve diferenca
estatistica (p<0,05). Essa concentracédo foi defigioimo maxima a ser aplicada ao queijo
processado, com média de 5,80, ou seja, equivae@estei Ligeiramentes mediana igual
7,00, equivalente aBostei Moderadamente

Para as concentracfes méaximas de OEs obtidasaststd, pesquisas evidenciaram
que sao suficientes para garantir efeito bactexicidvitro (Di Pasqua, Hoskins, Betts, &
Mauriello, 2006; Dorman & Deans, 2000; GutierrequBEe, Lonchamp, & Barry-Ryan,
2008; Helander et al., 1998; Oussalah et al., 2P@reira et al., 2008). No entanto, a inibicao
in vitro foi verificada com concentracdes acima dos valoreé&ximos aceitaveis
sensorialmente neste estudo (Busatta, Mossi, RaljgCansian, & Oliveira, 2007; Busatta
et al., 2008; Hammer, Carson, & Riley, 1999; MagiPonce, Valle, & Roura, 2005), além
de pesquisas determinarem o efeito antimicrobiawo alimento somente quando a
concentracdo seja em torno de 1,0% (Burt, 2004 tHSRalmer, Stewart, & Fyfe, 2001).
Neste estudo, a maior concentracdo empregada f0j4dé, inferior a que na literatura tem
sido relatada por apresentar efeito antimicrobiamalimento, mas que no estudo apresentou
rejeicao significativa pelos provadores, com valameédia de 1,9DEsgostei Muitppara o
OE de canela no iogurte, 4,3Bgsgostei Ligeiramentepara o OE de orégano e 2,83
(Desgostei Moderadamentgara o 6leo de manjericdo no queijo processado.
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Os dados de aceitabilidade de certa forma diracopara a aplicacdo dos OEs em
alimentos, especialmente como flavorizantes. Eantef pesquisas tém buscado alternativas
tecnoldgicas para aumentar o efeito antimicrobidw® OEs nos alimentos em concentracdes
aceitaveis sensorialmente. Desse modo, enfatizanseessidade de estudos posteriores para
a verificagcdo da atividade antimicrobiana nas cotragdes determinadas neste estudo, assim
como da associacdo da aplicacdo dos OEs com aNeshéecnoldgicas para potencializar a

acao antimicrobiana.

4. Conclusdes

A definicdo do publico alvo consumidor facilita esgnvolvimento de produtos que tenham
maior possibilidade de aceitacdo no mercado. Acesso de produtos e conservantes
naturais aos alimentos tem maior aceitacdo peloligpilcom maior faixa etaria e
principalmente pelo sexo feminino. Através destsgpisa pode-se observar que o segmento
de produtos lacteos tem o potencial de inovacauwltégica para esse setor do mercado de
alimentos — produtos lacteos, utilizando EOs comaservantes antimicrobianos, além de
conferirem sabor e aroma caracteristicos aos pedétssim, as associacoes entre OE de
canela e sabor banana para o iogurte e a aplickec@&s de orégano e manjericdo em queijos
despontam com grande possibilidade de aceitaca@adeao forte conceito prévio de
associacdo para esses sabores, mas que necessit@@sglisas complementares para

verificar e potencializar o efeito antimicrobianmsrconcentracdes determinadas neste estudo.
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dispersantes. Este estudo objetivou determinar agd@ionicrobiana de OE de canela
(Cinnamomum zeylanicul.) em amostras de iogurte quando adicionado naecdragao
maxima aceitavel sensorialmente, isolado ou asdocieom etilenodiaminotetracético
(EDTA) elou polietilenoglicol. A andlise quimica dOE de canela foi realizada por
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CjceEEMaliada a acdo antimicrobiana do
na concentracdo de 0,04% (p/p), estabelecido conmmnaentracdo méaxima aceitavel
sensorialmente, através da contagem de aerdbiosfilogs psicrotroficos e bolores e
leveduras em amostras de iogurte com polpa natigrddanana. Os tratamentos foram (1)
controle, (2) OE, (3) OE + 0,01% de EDTA, (4) OB,2% de polietilenoglicol e (5) OE +
0,01% de EDTA + 0,2% de polietilenoglicol, em tiggltas. O composto majoritario do OE
de canela foi o cinamaldeido. A adi¢cao do polietiicol como um coadjuvante tecnolégico
reduziu as contagens de aerdbios mesofilos e BBolerdeveduras, mas sem diferenca
estatistica. O crescimento de psicrotréficos naddtectado.

Palavras-chave 6leo essencial de canela, iogurte, atividaderaatbbiana.

1. Introducéo

Os produtos alimenticios devem ser protegidosraatdterioracdo microbiana durante
sua vida de prateleira e estarem isentos de paisgéndemanda de produtos seguros e
naturais, sem conservantes quimicos, tem cresoit® @ consumidores. Assim, ressalta-se a
necessidade de pesquisas que avaliem técnicasatites de preservacdo da qualidade
microbiolégica e que garantem a seguranca dos m®dumantendo suas propriedades
nutricionais e sensoriais (Gofi et al., 2009).

Os oOleos essenciais (OE) apresentam-se como opg¢ées tecnologicas para serem
aplicados como conservantes. Apresentam largo espae atuacdo contra bactérias, virus,
fungos, parasitas e insetos, com aplicacbes medhicimn cosméticas e com potencial de
utilizacdo nas industrias farmacéutica, sanitac@gmeética, agricultura e alimenticia. Em
funcdo do modo de extracdo, normalmente por dedtila vapor, eles contém uma variedade
de moléculas volateis como terpenos, terpendidespostos aromaticos derivados do fenol e
componentes alifaticos (Bakkali, Averbeck, Averhe&kdaomar, 2008).

A canela Cinnamomum zeylanicuBlume) da familia Lauraceae tem sido utilizada
como especiaria por milhares de anos, sendo olukervaferéncias biblicas e mencdes de sua

aplicacdo em fluidos balsdmicos no Egito. Sua agio é relacionada com a acao
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antibacteriana, fungicida e antioxidante (Barce]d@0609). O OE de canela é constituido de
cinamaldeido como constituido majoritario, alénpetariofileno, linalol e outros terpenos. E
usado largamente como aditivo alimenticio e agdlaeorizante e considerado como
Generally Recognized as S#&RAS) pelaFood and Drug Administratio(Barceloux, 2009;
Tzortzakis, 2009).

Considerando a planta da canela, OE e resinasrpseeextraidas de folhas e cascas.
Singh, Maurya, DeLampasona e Catalan (2007) obsarvgue o OE de folhas e cascas tem
acdo antifungica, enquanto que o OE e a resinaltasf ttm acdo bactericida. Os autores
também mencionaram que resinas, de folhas ou dasmam uma excelente atividade contra
oxidacdo primaria e secundaria em Oleo de mostguindo foram empregados na
concentracao de 0,02%.

Kim, Park e Park (2004) isolaram o cinamaldeid€Cdeamomum cassiB. e a sua
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para o creseito deEscherichia coliO157: H7 foi
de 250mg/ml e Wong et al. (2008) encontraram a @#M26,2pug/ml contra linhagens de
Mycobacterium aviunsubsp.paratuberculosisA CIM do OE de canela variou entre 0,5 e
1,0% contra linhagens d&taphylococcus epidermidisoladas de espécimes humanas
(Nuryastuti et al., 2009) e a CIM foi de 3,2mg/nalrS. aureus>1,6mg/ml paraBacillus
subtilis), 3,2mg/ml par&lebsiella pneumonige>1,6mg/ml pard&roteus vulgarisz0,8mg/ml
para Pseudomonas aeruginosa >1,6mg/ml paraEscherichia coli (Prabuseenivasan,
Jayakumar, & Ignacimuthu, 2006).

Numerosos estudom vitro de OEs contra bactérias patogénicas veiculadas por
alimentos foram realizados, principalmente utild@ros métodos de difusdo em disco e
microdiluicdo. Entretanto, em menor propor¢céo s@alizados estudos sobre a atividade
antimicrobiana de OEs aplicados diretamente emealios, como vegetais minimamente
processados (Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 20@@ciotti et al., 2004), suco de brocolis
(Munhoz et al., 2009), cevada (Moosavy et al., 2008juica (Busatta et al., 2008; Busatta et
al., 2007), carne moida e hamburguer (Barbosa,&2@9) e queijo (Smith-Palmer, Stewart,
& Fyfe, 2001).

Embora os OEs e seus componentes sejam altanfesdstes contra patdogenos e
micro-organismos deteriorantes de origem alimestameios de cultura, o mesmo efeito foi
encontrado somente quando as concentracbes md®f@Es foram utilizadas em alimentos,
0 que implicou em um impacto organoléptico por decdimite sensorialmente aceitavel
(Burt, 2004).
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Busatta et al. (2007) reportaram que o OE de o@ariganum vulgargem linguica
pode ser uma via promissora pelo o efeito bactétios, entretanto, a aceitacdo sensorial
decresceu com o aumento da concentracdo do Olem.o0P@E de mangeron®iiganum
majorang em linguica, Busattat al (2008) também obtiveram um efeito bacteriostatiao
CIM determinadan vitro e efeito bactericida quando empregado em con@émsamaiores,
entretanto, alteracoes sensoriais foram observadas.

Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (1998) observaranitoefleactericidain vitro em
concentracbes menores que 0,1% de OEs e Smith4#Patma. (2001) mostraram que
concentragbes de OEs de 0,5 até 1,0% foram neess§fra inibir a contaminagéo de
alimentos. Além disso, 0 uso de concentracdesigienfes permite a restauracdo de células
nao danificadas letalmente e foi verificada queramosicdo quimica do alimento, em relacéo
a gordura, € um fator determinante na eficiéncia @&s. Assim, acredita-se que sejam
necessdarias altas concentracbes de OEs em alimemtosrelacdo as concentracdes
determinadas em testass vitro para exercer atividade antimicrobiana em virtuee od
alimento ser um sistema complexo quimicamente gapopciona protecao para as ceélulas
microbianas.

Diferentes compostos mostraram influéncia na@de antimicrobiana dos OEs. Em
modelos de sistemas alimenticios, Gutierrez, BBygn e Bourke (2008, 2009)
demonstraram que o0s Oleos foram mais eficientesracdvactérias patogénicas quando
aplicados em meios de alto contetudo protéico eeaciiodavia, houve necessidade de baixo
conteudo de gordura e carboidratos, assim como nadoke niveis de aglcares simples para
manter a efetividade dos OEs.

Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (2001) descreverapr@sostas de incorporar os 6leos
essenciais em produtos que ja tenham um forte arpara assim mascarar a presenca do
mesmo; aplicar alguns dos principais componente®satao invés do 6leo completo;
desenvolver combinagdes sinérgicas, tanto entre @ebs essenciais ou um 0Oleo essencial
com outro antimicrobiano; combinar os 6leos esséncom agentes quelantes, como o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), embora esse nda sonsiderado um conservante, ele
pode potencializar outros agentes antimicrobianosliear os 0leos essenciais com agentes
dispersantes, como o polietilenoglicol, para auareatcontato com as células microbianas,
especialmente em alimentos com um alto teor lipidic

Ojagh et al. (2009) aplicaram revestimento deogaiha e OE de canela em trutas e
observaram inibicdo da oxidacdo lipidica e o aumetd vida de prateleira de 12 dias

(controle) para 16 dias de armazenamento a 4°C.andilése sensorial foi realizada apoés trés
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dias de estocagem e as amostras foram preparadassatie aquecimento por 10 a 20 min. a
98°C, adicionadas de 1,5% de sal. Os resultadoganmath que as peliculas foram
imperceptiveis e a pelicula com o OE de canelgpnéauziu depreciacdo sensorial.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi deteeiménconcentracdo maxima de OE
de canela considerada aceitavel sensorialmenteguoté e avaliar se nessa concentragdo o
OE ¢é capaz de exercer atividade antimicrobiana,ladso ou associado com

etilenodiaminotetracético (EDTA) e/ou polietileniogl

2. Material e métodos

2.1. Extracao e caracterizacdo quimica do OE deaan

O OE de canelainnamomum zeylanicynoi extraido por arraste de vapor em
destilador (modelo MA480 - Marconi) e a densidadiedninada pela pesagem do volume de
1ml (Fonseca & Librand, 2008). A caracterizacdongca foi realizada em cromatografo
gasoso acoplado em espectrometro de massa (CGradtielo QP5050A - Shimazu), com
uma coluna capilar CBP-5 de 50m de comprimento, didmetro interno de 0,25mm e
0,25um de espessura do filme. A temperatura do injetordé 250°C, a temperatura da
interface foi de 250°C, o detector foi operado ewdonelectron impact (EI) a 70eV e
utilizou-se He como géas de arraste. As condicommatograficas para o OE de canela foram
temperatura inicial de 60°C, aquecimento até 16696, taxa de 3°C.mih aquecimento até
220°C a uma taxa de 15°C.mire manutencdo dessa temperatura por 20 minutos. A
identificagdo dos componentes do 6leo essenciafeith com base na biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology, ,MBA) para analise dos espectros de

massas e também nos dados da literatura (Adam8).198

2.2. Analise sensorial

Este teste foi realizado com 28 painelistas ndoades, de ambos 0s sexos e com
idade entre 20 e 50 anos. Foi aplicado o testesdal& Hedbnica com 9 pontos, 0s quais
variaram entre as opco€®stei Extremamen(®) e Desgostei Extremamentg) (Poste et al.,
1991). Este estudo foi aprovado pelo Comité deaFti Universidade Estadual Paulista e foi

realizado de acordo com os padrdes éticos estadmdeem 1964 na Declaracao de Helsinki.
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Todos os individuos informaram seus consentimeptesiamente para sua inclusdo neste
estudo.

logurte foi obtido por inoculagédo de leite pasteado comThermophilic Yoghurt
Culture Yo-Fle® (Christian Hansen-Brazil), sendo incubado a 42fC cue foi formado
0.80% de &acido latico, seguido de homogeneizacdo 206% (p/v) de polpa de fruta,
preparada com banamanatura e 10% (p/v) de agucar. Os tratamentos foram elgeidos
com a adi¢céo de OE de canela nas concentra¢cdesdg@l 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2 e 0,4%
(p/p).

Apoés 48 horas do processamento, duas sessOeslite aensorial foram realizadas
para evitar fadiga sensorial dos painelistas, s&sdas entre 09:00 e 11:00 horas e entre
15:00 e 17:00 horas. Em cada periodo quatro ansostra concentracdes intercaladas foram
servidas.

Os resultados foram submetidos a anélise de w@ai§ANOVA) e teste de Tukey
utilizando osoftwareSAS e a concentracdo maxima aceitavel sensorisgnaenOE de canela
em iogurte foi considerado a que teve uma pontuagdima igual a 7,0, equivalente ao
Gostei Moderadamente

2.3. Avaliagdo antimicrobiana do OE de canela

A concentragdo de OE de canela utilizada no esttaiode 0,04% (p/p),
correspondente a concentracdo maxima aceitavéledstada durante a analise sensorial.

O iogurte foi obtido como descrito previamenteng@ades analiticas de 200g foram
separadas em recipientes assépticos e os tratamfeméon estabelecidos: (1) tratamento
controle, (2) adicdo de OE, (3) adicdo de OE aadooatom 0,01% (p/p) de EDTA, (4) adigéao
de OE associado com 0,2% (p/p) de polietilenogledb) adicdo de OE associado com
0,01% de EDTA e 0,2% de polietilenoglicol (ambosp)p/As unidades analiticas
permaneceram sob refrigeracdo a 4°C por 48 horas ale serem realizadas as andlises
microbiolégicas e apos diluicdo seriada os indcfdosm semeados em meio apropriado. A
contagem total foi realizada por semeadura de Bajgepara aerdbios mesoéfiloBlate Cout
Agar — Difco, 37°C/48hs), psicrotroficos(ate Count Agar Difco, 7°C/10 dias) e bolores e
levedurasRotato Dextrose Difco, 25°C/3 a 5 dias) (Downes, 2001).

O experimento foi realizado em triplicata e osatatbram submetidos & ANOVA e

teste de Tuckey utilizando o software SAS.
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3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacéo quimica do OE de canela
O OE de canela apresentou densidade 1,0049g/ndoenposicédo quimica por CG-

EM é mostrada na Fig. 1, sendo 89,58% dos comptmtas identificados e o cinamaldeido,
seguido do acetato de cinamila e ceneol foram pgipais componentes. De acordo com
Domadia et al. (2007), o efeito bactericida do riakleido ocorre durante a divisdo celular,
interferindo na reacdo de agregacédo das protélaasentation temperature sensitive protein
Z (FtsZ) e inibicdo da hidrolise de GTP necesspaica a polimerizagdo da FtsZ. A FtsZ é
uma proteina procariética homologa da tubulinggeleea divisdo celular através da formacao
do disco Z no plano de divisdo celular. O cinamidoldiga-se com a FtsZ perturba a
formacdo citocinética do disco Z e inibe sua dirt@naie arranjo, consequentemente a divisdo

celular.
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Fig. 1. Cromatograma obtido para o OE de canela utilized@entificacdo de compostos através de
cromatografia gasosa e espectrometria de massaEM)G-88,59% dos compostos foram
identificados. 2o-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%)p5%ineno (0,93%); 6: cymeno (0,17%); 7:
limoneno (1,11%); 8: cineol (3,31%); 9: linalool,%$8%); 12: borneol (0,50%); 13: terpineno-4-ol
cinamaldeido (67,58%); 1&ugenol (1,82%); 22:

(1,22%); 15: o-terpineno (1,43%); 17:
caryophylleno (0,88%); 23: acetato de cinamilaq4®e¥ 25:a-humuleno (0,19%).
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3.2. Andlise sensorial

A aceitacdo do iogurte pelos painelistas foi demado com o aumento da
concentracdo de OE de canela no alimento. De acowdo a Tabela 1, entre a menor
concentracdo de OE de canela até 0,04% nao hofererdia estatistica (p<0,05) e a média
6,28 para a concentracdo 0,04% foi equivalent&astei Ligeiramentale acordo com a
Escala HedoOnica. Entretanto, para essa concenteag@@diana foi igual a 7,00, explicando

50% dos dados referentes a opGastei Moderadamente

Tabela 1
Andlise de variancia para a pontuacao do iogude queijo na avaliacdo sensorial através da Escala
Hedébnica.
Tratamentos 0,01% 0,02% 0,04% 0,06% 0,08% 0,1% 0,2%0,4%
logurte Media (82 6,89°+ 6,28+ 557°+ 457+ 428%+ 261°+ 19F+
(Canela) 0,92 1,75 1,82 2,25 2,14 2,26 1,91 1,43
Mediana 8 7,5 7 6 4,28 4 2 1
Queijo Média 6,2°+ 6,26°+ 6,73+ 6267+ 596+ 563C+ 48+ 43F+
(Orégano) 1,97 1,99 1,81 2,01 2,07 2,18 2,36 2,27
Mediana 7 7 7 7 7 6 5 4
Queijo védia  L* 6,66°+ 576+ 566+ 519+ 5239+ 403+ 256+
(Manjericéo) 1,42 1,68 2,04 1,93 1,98 2,26 1,95 1,52
Mediana 7 7 6 6,5 6 55 4 2

letras iguais na mesma linha indicam que as mesliséi@ estatisticamente iguais (p<0,05).

Embora estudos tenham mostrado a atividade amtibiéma de OEs contra patdgenos
e deteriorantes quando adicionados em alimentayraentracdes encontradas séo elevadas
e causam depreciacdo sensorial no produto. Assiolmmdo a avaliagdo com a concentracao
aceitavel sensorialmente nés podemos trabalhar agties tecnolégicas que melhorem a

atividade antimicrobiana dos OEs a baixa conceétrac

3.3 Determinacao da atividade antimicrobiana do @E canela

A concentracdo de 0,04% de OE de canela foi dstaba para verificar a acéo
antimicrobiana no iogurte e os resultados das gentamicrobianas sdo mostrados na Tabela
2. De acordo com as contagens padrdes com aeme®&ilos e bolores e leveduras nao foi

detectada reducao de log para todos os tratamentos.
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Tabela 2
Analise microbioldgica para os diferentes tratamewio iogurte com adi¢cdo de dleo essencial (OE) de

canela. Médias sdo expressas em UFC/ml.

Tratamentos Mesobfilos Bolores e levedur®sicrotréficos
1: controle 7,2x10°°+ 635,0 3,3x10°+57,7  <10G'%0,0
2: OE de canela 7.4x16 + 11135 3,3x10°+57,7 <100+ 0,0
3: OE de canela + EDTA 6,0x1tf + 550,7 7,0x16%+200,0 <100+ 0,0
4: OE de canela + polietilenoglicol 5,4%FQ 351,2  2,4x10°+ 721 <100+ 0,0

5: OE de canela + EDTA + polietilenoglicol ~ 8,5%f® 871,8  5,3x18®+57,7  <100°+ 0,0

letras iguais na mesma coluna indicam que as maeslEdo estatisticamente iguais (p<0,05).

O OE de canela isolado e combinado com o EDTA €A polietilenoglicol néo foi
efetivo para reduzir a contagem de mesofilos, massociagdo do OE de canela com
polietilenoglicol diferenciou estatisticamente dmtagem do tratamento com o EO isolado,
em virtude da média desse tratamento ter apreseatadzalor mais elevado que o controle e
maior variacdo. De acordo com Smith-Palmer, Stewdyfe (2001), a acdo dispersante do
polietilenoglicol pode ter possibilitado maior catat do 6leo com as células, promovendo
sinergismo. Enquanto que a agdo quelante do EDTAcations presentes na membrana
citoplasmatica aumenta a acdo desestabilizante Elo c@usando morte celular por lise.
Entretanto, a associacdo do OE de canela com afjugaates testados aqui, EDTA e
polietilenoglicol, ndo teve efeito redutor e a naédpresentou-se acima da média obtida para
o tratamento controle. Esse mesmo comportamentob&ervado nas contagens de bolores e
leveduras.

O tratamento com o OE de canela isolado ndo redazcontagem de bolores e
leveduras, mas no tratamento do OE com o polietjkcol possibilitou uma pequena
reducédo, apesar de ndo apresentar diferenca éstato entanto, o OE de canela associado
com EDTA somente e com polietilenoglicol, tratanosn® e 5 respectivamente, proporcionou
maior desenvolvimento desses micro-organismos, feitoecontrario observado para as
bactérias mesodfilas. O tratamento de OE associado EDTA apresentou a média da
contagem de bolores e leveduras superior aos teatas)controle e adicdo de EO isolado,
com diferenca estatistica.

Tzortzakis (2009) observou reducdo no desenvohimede colbnias de
Colletotrichumcoccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbar&hjzopus stolonifee

Aspergillus niger in vitroquando utilizou 25ppm de OE de canela na faservapgmouve
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reducdo na producdo de esporos acima de 63% daasplaltivadas e quando uma
concentracdo de 100ppm foi empregada, a germirtig@sporos dA. Nigerfoi acelerada.

Com relacédo a contagem microbiana de psicrotr®fié foi verificado crescimento
na diluicdo 13, sendo considerado o valor menor que 100 UFCAntotnos tratamentos
guanto no controle. Deve-se considerar que assasaforam realizadas apés 48 horas da
preparacdo do produto e esse periodo em que perenanerefrigeradas ndo foi suficiente

para o desenvolvimento dos possiveis psicrotréftoogaminantes.

4. Conclusdes

A concentracdo de 0,04% de OE de canela, a maareda sensorialmente no
iogurte, pode ser comparada com as CIMs utilizaglas estudosn vitro, mas nessa
concentracdo nao foi detectada atividade antimianab no iogurte com significancia
estatistica e a presenca de polietilenoglicol cauadjuvante reduziu as contagens de
aerdbios mesdfilos e bolores e leveduras. No emtédt grandes desafios tecnologicos para
adequar a concentragdo de OE que ndo depreciacearéstica sensorial do alimento e exerca
a sua propriedade antimicrobiana.
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Resumo

A atividade antimicrobiana dos 0Oleos essenciaissj@Esperta grande interesse na aplicacéo
em alimentos em funcdo da acao antagonista para-ariganismos patogénicos. Entretanto,
ressalta-se que em alimentos probidticos a acaterimstatica ou bactericida dos OEs é
indesejavel para bactérias benéficas.L&tobacillus rhamnosugsaz parte do grupo de
bactérias do acido latico e € utilizado em prodiuosionais, isolado ou juntamente com uma
cultura starter. Objetivou-se verificar o perfil de sensibilidade L. rhamnosuse cultura

starter de iogurte em leite fermentado com adicdo de OEamela, cravo e menta. Os OEs
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foram preparados via destilacdo com arraste pasrvdipgua e caracterizados quimicamente
por cromatografia gasosa-espectrometria de masSaEM) e obtencdo das respectivas
densidades. As contagens bacterianas foram readizadisando tracar a curva de
sobrevivéncia dé. rhamnosuse culturastarter (isolados e associados) através da adicdo de
OEs na concentracdo de 0,04% (v/v), considerada ocan maxima aceitavel
organolepticamente através de andlise sensorialiaptente, em amostras de leite
fermentado. Paralelamente foi acompanhada a aditidavel durante os 28 dias de
experimentacdo. Também foram determinados os riapecvalores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) dos OEs utilizando a metddgia da microdiluicdo em meiBrain
Heart Infusion (BHI), sendo que os valores obtidos foram 0,022 € 0,4% (v/v),
respectivamente para OEs de canela, cravo e m¥et#icou-se que o OE de canela
apresentou maior atividade antimicrobiana, prifdoigate contra a culturastarter,
interferindo na producédo de acido latico. As coetegde células viaveis de rhamnosus
foram menores em relacdo aos controles nos tratamenm os trés OEs, mas ndo foram
diferentes estatisticamente, mantendo-se acima afgagem minima de 20UFC/ml
necessaria para que o produto seja considerad@pcob Nesse caso, a aplicacdo do OE de
canela em iogurte inviabiliza a fermentacdo daucalstarter, mas n&o desfavorece a
aplicagdo dd.. rhamnosusem leite fermentado probiotico. Além disso, os @Escravo e

menta causarastresssubletal para &. rhamnosus

Palavras-chave L. rhamnosusculturastarter, 6leos essenciais, leite fermentado.

1. Introducéo

A viabilidade das células probidticas € o fatorgmaportante a ser observado durante
o desenvolvimento de alimentos probidticos, sent dependente de outros fatores
secundarios, como 6timo crescimento e sobrevivéhaiante o processamento do alimento,
estocagem do produto, transito no trato gastrdin®s adesdo ao epitélio intestinal,
propriedades antimicrobianas e resisténcia anithi¢21).

Além das propriedades funcionais, 0s micro-orgaassprobioticos devem apresentar
caracteristicas tecnoldgicas que permitam a pradegd larga escala e que possam ser
incorporados em produtos alimenticios sem perdaatiédlidade e funcionalidade (16).

Os principais géneros bacterianos consideradobigticos saoLactobacillus e
Bifidobacterium sendo esses incorporados nos alimentos isoladanoenassociados. De

acordo com a legislacdo brasileira, para produtaitce benéfico as bactérias probidticas
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devem estar viaveis e com concentracdo entfee10J UFC/g de produto e seu consumo
deve ser associado com uma dieta balanceada e dstilvida saudavel (2). Diversas
propriedades funcionais associadas cotractobacillus rhamnosugm sido reportadas na
literatura, incluindo: efeito antiobesidade (18)lonizacdo do trato gastrointestinal (15, 17),
aumento da imunidade (22), diminuicdo de disturbiflamatorios do intestino (5) e efeitos
anticarcinogénicos (13).

Entretanto, a fermentacdo do leite por uma ou respgcies probidticas requer um
longo periodo de incubacédo e a qualidade do prockgoltante € inferior sensorialmente,
sendo esses 0s principais fatores para que norminse produza produtos probidticos
associados com a culturstarter do iogurte. Tradicionalmente o iogurte é obtidar po
fermentacdo da culturatarter composta poiStreptococcus thermophilus Lactobacillus
delbrueckiisubspbulgaricus(22).

Um dos principais fatores que afetam a viabilidads bactérias probioticas é a
competicdo com outros micro-organismos contamisandssim, é importante garantir a
inativacdo de células indesejaveis, mas sem imntenf® desenvolvimento de bactérias
benéficas (16).

A adicéo de 6leos essenciais (OE) com acdo amtbiana desperta grande interesse
na aplicacdo em alimentos em fungéo da acao anség@ara micro-organismos patogénicos
e deteriorantes. Entretanto, se faz importantefie@rise essa acdo ocorre contra células
probioticas em alimentos funcionais. Desse modee d@gbalho objetivou determinar a
atividade antimicrobiana dos OEs de canela, cranmeta (na concentracdo maxima aceita,
baseada em analise sensorial prévia) contta thamnosuse culturastarter, durante o
periodo deshelf lifede leite fermentado. Além disso, ensdwitro foram realizados para

obter a Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM) dosad em estudo.

2. Material e métodos
2.1. Oleos essenciais (OEs) e analise quimica pormatografia gasosa-espectrometria de
massa (CG-EM)

Os OEs de canel&Cinnamomum zeylanicymcravo Syzygium aromaticurh.) e
menta Mentha piperital.) foram extraidos por arraste de vapor em destilpara producéo
de OEs (modelo MA480 - Marconi) e suas densidaolesf obtidas pesando-se o volume de
1ml (10). A caracterizacdo quimica foi realizada emmatdgrafo gasoso acoplado a
espectrometro de massa (CG-EM) (modelo QP5050Am&tu), no qual foi utilizada uma

coluna capilar CBP-5 de 50m de comprimento, comnéiéo interno de 0,25mm e 0|28 de
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espessura do filme. A temperatura do injetor foRBB°C, a temperatura da interface foi de
250°C, o detector foi operado em mdglectron ImpaciEl) a 70eV e utilizou-se hélio como
gas de arraste. As condicOes cromatograficas p@& de canela foram temperatura inicial
de 60°C, aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C,mfguecimento até 220°C a uma taxa
de 15°C.mift e manutencdo dessa temperatura por 20 minutos. ®®@E de cravo a
temperatura inicial foi de 50°C, aquecimento at*C8com taxa de 3°C.mine manutencao
dessa temperatura por 40 minutos. E para o OE déamaetemperatura inicial foi de 70°C,
aquecimento até 240°C, com taxa de 4°Clménmanutencdo dessa temperatura por 20
minutos. A identificacdo dos componentes dos Oltdefta com base na biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology, ,MBA) para analise dos espectros de

massas e também nos dados da literatura (10).

2.2. Concentracgdo inibitéria minima (CIM)

Os ensaios de sensibilidade foram realizados gticéta para cada 6leo em estudo
utilizando a metodologia da microdiluicdo em midagps de ELISA (6) dos 0leos em meio
Brain Heart Infusion (BHI-Difco) mais 0,5% de Tween 80, tendo sido praplas as
concentra¢des 0,025, 0,04, 0,06, 0,08, 0,10, @2Zm, 0,80, 1,00, 1,50 e 2,00 (%v/v) em
volumes finais de 200ul. Foram realizados ensaasrales positivos (bactéria mais meio de
cultura) e negativos (meio de cultura) e contraessterilidade dos OEs (meio mais 6leos). O
in6culo bacteriano foi padronizado em solucdo aaln85% estéril na escala 0,5 de
MacFarland, obtendo suspenséo bacteriana ao reddrsd18UFC/mL, a partir de cultura
incubada a 3C/48horas. Foram inoculados volumes de 2uL da ssépe bacteriana
padronizada, obtendo assim no volume de 200pL usnégagem inicial ao redor de %0
UFC/ml. Apos incubacdo a 35°C/24h, procedeu-seitardedos ensaios com adicdo de
indicador redox (resazurina 0,01%), sendo que aragdio azul final em cada concentracao
indicava resultado negativo e a coloracdo rosalteeku positivo para o crescimento
bacteriano. Nesse caso, a CIM foi considerada aqgasl que ndo houve crescimento

bacteriano apds o periodo de incubacéao.

2.3. Analise sensorial para o iogurte contendo O& chnela
Foram utilizados 28 painelista ndo treinados, dbaaos sexos e com idade entre 20
e 50 anos. Foi aplicado o teste da Escala Hed@oita9 pontos, 0s quais variaram entre as

opcOesGostei Extremamente Desgostei Extremamen(20). Este estudo foi aprovado pelo
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Comité de Etica da Universidade Estadual Pauli$ta ealizado de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos em 1964 na Declaracéo denkielsi

logurte foi obtido por inoculacédo de leite pasteatio comThermophilic Yoghurt
Culture Yo-Fle® (Christian Hansen-Brazil), sendo entdo incubadd28C até que foi
formado 0,80% de acido latico, seguido de homogegéb com 20% (p/v) de polpa de fruta,
preparada com banamanatura e 10% (p/v) de acgucar. Os tratamentos foram elgeidos
com a adi¢cdo de OE de canela nas concentra¢cdesd@l 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2 e 0,4%
(p/p).

Apoés 48 horas do processamento, duas sessOeslite aensorial foram realizadas
para evitar fadiga sensorial dos painelistas, sesti#s entre 09:00 e 11:00 e a outra entre
15:00 e 17:00 horas, sendo que em cada periodm fegavidas quatro amostras do alimento

com concentragdes intercaladas

2.4. Curva de sobrevivéncia para L. rhamnosaipara a culturastarter

Como o iogurte é um produto lacteo preparado @it® pasteurizado, adaptou-se esse
modelo alimentar para a base lactea de leites feanies. A base lactea foi esterilizada para
garantir a fermentacdo apenas pelos micro-orgasisine foram empregados nos ensaios.
Assim, como meio de crescimento dogro-organismos, e tratamentos, foram preparados
frascos contendo 200ml de leite desnatado recoitkiita 12% (p/v) e adicionado de 10%
(p/v) de agucar, representando a base lactea doteogu de leites fermentados (Ferreira,
2001). Os frascos foram autoclavados a 121°C pomnithbtos e resfriado a 42°C. A linhagem
de L. rhamnosusATCC 9595 foi obtida da colecdo de micro-organisnde referéncia da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro — Brasiindulo bacteriano foi obtido em Caldo
Soy Tripticase(TSB) ap0s incubacdo a 35°C/48h, seguido de oftemte suspenséo
padronizada na escala 0,5 de MacFarland (154EC/mL) em solucao salina 0,85% estéril.
Dessa suspensdo foram tomados volumes de 1ml mratios diretamente nos frascos,
resultando em uma concentrac&o inicial nos frasoadimento ao redor de 7,5xX10FC/ml.

Como culturastarter para iogurte foi utilizada a cultura liofilizadBhermophilic
Yoghurt Culture Yo-Fle® (Christian Hansen-Brasil), sendo ativada previgdmena
concentracdo de 10g/L por fermentagcdo durante 4B8€ds. Como indculo foi utilizado 1ml
de cultura ativada, o qual apresentou concentréigalode 0,05g/L, conforme recomendacéo
do fabricante.

A concentracdo dos OEs utilizados na curva deesol@ncia foi de 0,04% (v/v),

determinada previamente com a andlise sensoria é@m o OE de canela adicionado a
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iogurte com polpa de banana e que foi considedal para ndo depreciar as caracteristicas
do produto e inviabiliza-lo para o consumo. O medipo de ensaios foi aplicado para os
OEs de cravo e menta para as contagens dmmnosusa curva de sobrevivéncia, para que
fosse possivel comparacdo entre os tratamentos amrmmenos trés diferentes OEs. A
concentracéo utilizada para ambos OEs foi a mesifiraada para o OE de canela.

Os tratamentos preparados foram os seguintesoritjote (sem adicdo de OE) LR
para oL. rhamnosus?2) tratado LR + 0,04% canela OE; 3) tratado LB,64% cravo OE; 4)
tratado LR + 0,04% menta OE; 5) controle CS pacalturastarter, 6) tratado CS + 0,04%
canela OE; 7) tratado CS + 0,04% cravo OE; 8)dmata 0,04% menta OE; 9) controle LR-
CS para d.. rhamnosus culturastarter, 10) tratado LR-CS + 0,04% canela OE; 11) tratado
LR-CS + 0,04% cravo OE; e 12) tratado LR-CS + 0,0vdéfita OE.

2.4.1. Contagem de células viaveis

Apo6s a adicdo dos in6culos nos substratos pammio®-organismos probiodtico e
culturastarter, foi feita a adicdo dos OEs nos respectivos fras@amentos ja descritos, e
estes foram mantidos em banho de agua a 42°C/ghjdeeda incubacdo a +4°C em
refrigerador, permanecendo nessa temperaturafatél @o experimento, ou seja, durante 28
dias.

Para a contagem de células viaveis, as superfimiasn semeadas em duplicatas em
em placas de Petri com meio de cultdgar Soy Tripticasg TSA) enriquecido com 1% de
extrato de levedura (6) nos tempos O, 1, 2, 3,4, 21, 37, 55, 73, 176 (7 dias), 344 (14
dias), 512 (21 dias) e 680 (28 dias) horas, arpdetidiluicOes seriadas de cada tratamento e
respectivos controles. O periodo de incubacdoqmareagem bacteriana foi de 35°C/48h.

E importante salientar que nos tratamentos errhguia mistura ou associacéo lde
rhamnosuscom a culturastarter, foi possivel realizar as contagens individuas@anbas as
bactérias, uma vez que as coldnias apresentavaut@asticas morfologicas distintas (Fig.
1), sendo que as colOnias Herhamnosusse mostravam circulares, uniformes, brancas e
brilhantes enquanto as coldnias da cultstater apresentam-se ovalares, ndo uniformes,
transparentes e opacas. Ambas apresentaram dideetpyoximadamente 1 milimetro cada.

Desta forma, para os tratamentos de 9 a 12 fofatnaglas duas contagens em cada
placa, totalizando assim 16 conjuntos de leiturawtoero de células viaveis (Tabela 1).
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Figura 1. Colbnias dd.actobacillus rhamnosus cultura starter de iogurte.

Tabela 1
Descricao dos tratamentos e contagens para obteinsadados da contagem de células viaveis. de

rhamnosus cultura starter durante a curva de sobrevivéncia

Contagem  Tratamento®escricédo

1 1 Controle LRI(. rhamnosus)

2 2 Tratado LR + 0,04% OE de canela

3 3 Tratado LR + 0,04% OE de cravo

4 4 Tratado LR + 0,04% OE de menta

5 5 Controle CS (culturstarter)

6 6 Tratado CS + 0,04% OE de canela

7 7 Tratado CS + 0,04% OE de cravo

8 8 Tratado CS + 0,04%O0E de menta

9 9 Controle LR + CS (contagem apenas ddiamnosups

10 9 Controle LR + CS (contagem apenas de custiarder)

11 10 Tratado LR + CS + 0,04% OE de canela (contaaygenas de. rhamnosup
12 10 Tratado LR + CS + 0,04% OE de canela (conmag@enas de cultustarten
13 11 Tratado LR + CS + 0,04% OE de cravo (contageemas de. rhamnosup
14 11 Tratado LR + CS + 0,04% OE de cravo (contageemas de cultustarter)
15 12 Tratado LR + CS + 0,04% OE de menta (contaaymenas dé. rhamnosups
16 12 Tratado LR + CS + 0,04% OE de menta (contaamsmas de cultura starter)

2.4.2. Acidez titulavel

A andlise de acidez titulavel foi realizada noages 0, 3, 5, 7, 176 (7 dias) e 680 (28
dias) horas. Procedeu-se a retirada assépticaigi@ot@s de 10ml para cada tratamento.
Foram adicionados 100ml de agua destilada e proessle titulacdo com solucdo Dornic
(NaOH N/9). O volume gasto de NaOH foi expressayeais Dornic (°D) (4).
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2.4.3. Andlise estatistica
Os resultados da andlise sensorial foram subnsefidmalise de variancia (ANOVA)

e teste de Tukey, e a concentracdo maxima aceis@vslorialmente de OE de canela em

iogurte foi considerada a que teve uma pontuac@amaiigual a 7,0, equivalente &@wstei

Moderadamente
Foi aplicado o teste de Friedman e comparacdongaanas pelo método de Dunn

para os dados obtidos em ambas as analises deggewnide células viaveis e de acidez

titulavel.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacao quimica dos OEs
O OE de canela apresentou densidade 1,0049g/ud eosnposicao quimica por CG-

EM sdo mostradas na Fig. 1, sendo que 89,58% dopasios foram identificadas e o
cinamaldeido, seguido pelo acetato de cinamil eetjfioram os componentes majoritarios.
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Figura 2. Cromatograma obtido para o OE de canela utilizeda@entificagcdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de m&GaEl); 88,59% dos compostos foram
identificados. 2u-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%)p5ineno (0,93%); 6: cymeno (0,17%); 7:

limoneno (1,11%); 8: cineol (3,31%); 9: linalool,%6%); 12: borneol (0,50%); 13: terpineno-4-ol
cinamaldeido (67,58%); 1&ugenol (1,82%); 22:

(1,22%); 15: a-terpineno (1,43%); 17:
caryophylleno (0,88%); 23: acetato de cinamilag&% 25:a-humuleno (0,19%).
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No OE de cravo, com densidade de 1,0121g/ml e cégpecromatograma (Fig. 2),
verificou-se que 99,66% dos compostos foram ideatibs, sendo o eugenol e acetato de
eugenol os principais componentes encontrados. Ql®@enta, densidade de 0.8830g/ml,

apresentou 76,72% dos compostos identificados @igcom mentona e pulegona como

componentes majoritarios.
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Figura 3. Cromatograma obtido para o OE de cravo utilizagladentificacdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de m&GaEl); 99,66% dos compostos foram
identificados. 1: eugenol (77,58%); 2: trans-céeab (2,68%); 3u-humuleno (0,57%); 4: acetato de

eugenol (18,83%).

3.2. Concentracao inibitéria minima (CIM)
De acordo com o método de microdiluicdo, a CIM dfinida como a menor

concentracdo necessaria para inibir o crescimeitmhbiano visivel. A leitura por turvagéo
ou indicador redox resazurina sdo os meios maigados para determinar a obtencéo e
visualizacéo do valor da CIM, sendo que a resaawapresenta como vantagem o fato de ndo
precipitar e permitir uma leitura direta (7). Atlea da CIM por resazurina ndo evidenciou
crescimento microbiano em qualquer concentracdadasdo OE de canela, sendo assim
estabelecido o valor de 0,025%v/v como a CIM pase €E, enquanto que para o OE de

cravo a CIM foi de 0,2%v/v e para o OE de mentalé&0,4%v/v.
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Figura 4. Cromatograma obtido para o OE de menta utilizadaentificagdo de compostos atraves
de cromatografia gasosa e espectrometria de m&GaEK); 76,72% dos compostos foram
identificados. 3:a-pineno (0,41%); 5: 3-octanono (1,16%); 7: 3-octa(®73%); 10: limoneno

(2,19%); 11: 1,8-cineol (1,40%); 16: mentona (4%)028: pulegona (19,19%); 32: cariofileno

(3,25%); 33w-cariofileno (0,29%).

Para outras bactérias Gram positivas foram eredodros valores de CIM de 0,05%
para o OE de canela passaphylococcus aureuwsListeria monocytogened9). A CIM do
OE de cravo foi de 0,25% e do OE de menta foi @&olparaS. aureug12). Gofii et al. (11)
relataram que para o OE de canela os valores den@lkase vapor foram de 18mg/L para
Bacillus cereus54mg/L para.. monocytogenes Enterococcus faecali®e 36mg/L paré.
aureusenguanto para o OE de cravo os valores de CIMrfdi@mg/L paraBacillus cereuse

L. monocytogene®0mg/L pard&nterococcus faecalis 27mg/L par&. aureus

3.3. Analise sensorial
Verificou-se que a aceitacdo do iogurte pelosgiaitas (Tabela 2) foi decrescendo

em funcdo do aumento da concentracdo de OE deacaoellimento. Assim, entre a menor
concentracdo de OE de canela até 0,04% nao hofererdia estatistica a 5% e a média 6,28
de aceitacdo para a concentracdo 0,04% foi equieal@o Gostei Levementéa Escala

Heddnica, mas para essa concentracdo a medialgaudbia 7,00, explicando 50% dos dados

referentes a opcaBostei Moderadamentédssim, considerou-se a concentracdo de 0,04%

como a maxima aceitavel sensorialmente.
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A concentracao de 0,04% foi maior que a CIM dod®Ecanela verificado paralo
rhamnosusEntretanto, essa concentracéo foi inferior a G4MOE de cravo e menta. Embora
atividade bactericida tenha sido detectadaitro nas concentracdes menores que 0,1% de
OEs (23), concentracbes de 0,5 a 1,0% de OEs foewessarias para inibir com éxito a

contaminagéao de alimentos (24).

Tabela 2

Medianas para a contagem de células viaveis deamnosu® culturastartere acidez titulavel.

Tratamentos Descrigcdo das Contagens Microbianas Llog °D
1 1: Controle LR (. rhamnosus) 8,15 29,8
2 2: Tratado LR + OE de canela 7,02° 25
3 3: Tratado LR + OE de cravo 7,87 31
4 4: Tratado LR + OE de menta 7,97 32"
5 5: Controle CS (culturstarter) 9,99 55
6 6: Tratado CS + OE de canela 4,73 28
7 7: Tratado CS + OE de cravo 8,45®° 52
8 8: Tratado CS + OE de menta 8,48" 512
9 9: Controle LR + CS (apenasrhamnosus 9,13 55
9 10: Controle LR + CS (apenas cultgtarter) 10,23 -
10 11: Tratado LR + CS + OE de canela (apénasamnosus 6,98° 26°
10 12: Tratado LR + CS + OE de canela (apenasraudtarter) <1,00 -

11 13: Tratado LR + CS + OE de cravo (apdnasiamnosu) 7,93 45
11 14: Tratado LR + CS + OE de cravo (apenas @dtarten 8,76 -

12 15: Tratado LR + CS + OE de menta (apenabamnosups 7,930° 49
12 16: Tratado LR + CS + OE de menta (apenas edtarter) 8,61" -

letras iguais na mesma coluna indicam que as maeslEdo estatisticamente iguais (p<0,05).

Assim evidenciou-se a necessidade de buscar atiteas tecnoldgicas que favoregcam
a acao antimicrobiana dos OEs quando aplicadoslimentos em baixa concentragédo, como
efeito sinérgico entre os OEs ou com outras tegmmode conservacdo. Contudo, €
importante assegurar que essa concentracao nam aehb sobre bactérias benéficas, para o

caso de aplicacdo de OEs em produtos com finalipiam®otica.

3.4. Curva de sobrevivéncia do L. rhamnosusulturastarter

O L. rhamnosusndo produziu acido latico significativamente paaancar as
caracteristicas tecnoldgicas na fabricacdo de tegur outros produtos lacteos fermentados,
tornando necessario associar essa bactéria coftueaatarter do iogurte (22). Os dados da
mediana para a acidez na Tabela 2 mostraram queezaitulavel nos tratamentos que

continham somentelo rhamnosusao houve diferenca significativa com o contrdRe Nos
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tratamentos LR com OE de cravo e menta (tratame®tes4) observou-se um pequeno
aumento em relagéo ao controle LR. No entanto, @ér@amento 2, LR com OE de canela, a

acidez se manteve proxima da acidez inicial (Big. 4

Acidez Titulavel

100 -

‘Domic

10 A

T T T T + Horas
3 5 T 176 EZ0

(7 diag) (28 diag)
—a#— Controlz LR —B— LR +0Ecansla —a&— LR +0Ecraw —B— LR +0Ementa
—#— Controle G5 —g—C5+0Ecanzla —&—C5+0Ecrava —2— C5 +0Ementa
—+— Controle LR +C% —E— LR +C5+0Ecanela —f@— LR +C3+0Ecrawo LR +C5 +0Ementa

Figura 5. Determinacédo da acidez titulavel émornic durante fermentacdo e estocagem de leite
fermentado com cultura starter (CS) de iogurte. hamnosugLR). Tratamentos com adicdo de

0,04% de 6leos essenciais (EOs).

A acidez titulavel foi significativamente maiorsiwratamentos em que havia apenas a
cultura starter de iogurte, inclusive nos tratamentos em que foaaimionados os OEs de
cravo e menta. Entretanto, os tratamentos com @digaculturastarter e OE de canela
(tratamentos 6 e 11) a acidez se manteve proxintiatiomento controle LR, em que continha
somente &.. rhamnosusmostrando uma inativagao da cultstarter pelo OE de canela.

Os comportamentos da rhamnosuse da cultursstarter para a producédo de acido
latico podem ser relacionados também de acordoacoontagem de células viaveis (Tabela
2). Apesar de nao ter ocorrido diminuicédo signtfiano Log de UFC/mL entre as contagens
LR com adicdo dos OEs e a contagem controle LRergbs-se uma diminuigdo mais
acentuada, aproximadamente 1 Log, no tratamentguenfioi adicionado o OE de canela. Em
relacdo a culturastarter, contagem 6 (CS tratado com OE de canela), vedfse uma
reducdo acentuada de aproximadamente 5 Log. Qaantontagens 7 e 8 (CS tratado com
OE de cravo e menta, respectivamente) houve undagie aproximadamente 1,5 Log, mas

nao foi estatisticamente significativa.
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Para os tratamentos contendo OE de canela (costahg e 12) houve uma
diminuicdo de 2,15 Log para a contagemlLdehamnosugtratamento 11) em relacdo ao
controle (tratamento 9) e a mediana para a cultager foi considerada menor que 10
UFC/ml, até mesmo na diluicido 18emeada apés 7 horas de incubacao (Fig 5).

De acordo com as Fig. 6 e 7, verificou-se quera flo experimento para a curva de
sobrevivéncia, as contagens referentes hamnosus culturastarter, quando tratados com
OEs de cravo e menta, foram inferiores as contagentoles 9 e 10, respectivamente,
porém, em todo o periodo de experimentacdo os @&s mostraram comportamentos
similares.

As medianas das contagens de células vidveisltiaecstarter mantiveram a reducéo
aproximada 1,5 Log, como ocorreu nos tratamentes comtagens 7 e 8 em relacdo ao
controle CS (contagem 5). Entretantol.orhamnosusapresentou maior sensibilidade aos
OEs de cravo e menta quando associado a cultader, pois houve reducdo de
aproximadamente 1 Log, valor este superior a redut&ervada nas contagens 3 e 4 em
relacdo ao controle LR (contagem 1), que foram,d8 6 0,24 Log para os OEs de cravo e

menta, respectivamente.

Oleo Essencial de Canela

e
o B N

Log (UFC/ml)
N w b (6] o ~N o (o]

- ; ; ; ; ; e A A 5 A Ao A Ao A Horas

0 1 2 3 4 5 7 21 37 55 73 176 344 512 680
(7 dias) (14 dias) (21dias) (28 dias)

—e— Controle LR —a— LR+ OE canela

—a— Controle CS —O— CS + OE canela

—X— Controle LR + CS (cont. LR) —g#— Controle LR + CS (cont. CS)
—6— LR + CS + OE canela (cont. LR) —A— LR+ CS + OE canela (cont. CS)

Figura 6. Contagem de células viadveis durante fermentacéstaagem de leite fermentado com
cultura starter (CS) de iogurteLe rhamnosugLR). Tratamentos com adicdo de 0,04% de OE de

canela.
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Oleo Essencial de Cravo

e
o B N

Log (UFC/mI)
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! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  Horas
0 1 2 3 4 5 7 21 37 55 73 176 344 512 680
(7 dias) (14 dias) (21 dias) (28 dias)

—e— Controle LR —a— LR + OE cravo

—a— Controle CS —&— CS + OEcravo

—%— Controle LR + CS (cont. LR) —3— Controle LR + CS (cont. CS)
—e— LR+ CS + OEcravo (cont. LR) —A— LR + CS + OE cravo (cont. CS)

Figura 7. Contagem de células viaveis durante fermentacéstaagem de leite fermentado com

cultura starter (CS) de iogurteLe rhamnosugLR). Tratamentos com adicdo de 0,04% de OE de

cravo.
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(7 dias) (14 dias) (21 dias) (28 dias)

—e— Controle LR —8— LR + OE menta

—a— Controle CS —0— CS + OE menta

—¥— Controle LR + CS (cont. LR) —ga— Controle LR + CS (cont. CS)
—e— LR + CS + OE menta (cont. LR) —A— LR + CS + OE menta (cont. CS)

Figura 8. Contagem de células viaveis durante fermentacést@agem de leite fermentado com
cultura starter (CS) de iogurteLe rhamnosugLR). Tratamentos com adi¢do de 0,04% de EO de
menta.
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Com excecao das contagens 6 (CS + OE de cangéiajeontagem da cultusdarter
em LR + CS + OE de canela), todas as contagensadayao 0,04% de OEs de canela, cravo
e menta, apresentaram o aumento minimo de 2 Lodinab dos 28 dias da curva de
sobrevivéncia. Hekmadt al (14) observaram durante 28 dias, em iogurte @uiclo desse
probiético, sendo a fermentacdo conduzida juntaenemnL. delbreukiissp.bulgaricuse S.
thermophilus Apds um dia de estocagem a 4°C verificaram centage 5x10 UFC/ml para
L. rhamnosusenquanto no final do estudo a contagem foi deD4kIFC/ml para a mesma
bactéria.

Lacroix e Yildririm (16) reportaram que a melhona sobrevivéncia e funcionalidade
dos probidticos € possivel com o uso de novas legias de fermentacdo, como por
exemplo, a fermentacdo continua, biorreatores denhbramas, células imobilizadas,
encapsulamento celular e aplicacdes de estresdetadubdurante a producdo celular,
aumentando a resisténcia das células para condigossess ambiental durante a producdo,
estocagem e digestéao.

Desse modo, os OEs de cravo e menta podem teorpropado um estresse subletal
para a producdo celular, pois a porcentagem 0,028%ed OEs adicionados nos tratamentos
foi inferior as respectivas CIM verificadas nosaasin vitro (0,2% e 0,4% para os OEs de
cravo e menta, respectivamente), permitindo unedasadaptacao verificada nas primeiras 3
horas em que houve estabilidade nas contagensluasceiaveis, seguida de uma fase de
propagacao celular nas primeiras 24 horas, mantasadmntagens estaveis até o final de 28
dias.

Relatos mostraram também que ha necessidade dentatdes mais elevadas de
OEs em relacéo as CIM obtidasvitro para exercerem acao antimicrobiana quando apkcado
diretamente nos alimentos (3, 24). No entanto, od®Eanela apresentou maior atividade
antimicrobiana na concentracdo 0,04% que OEs deoceamenta, mesmo sendo uma
concentracdo proxima a CIM obtida em condic@esvitro, o que possibilitou acao
significativa do OE de canela sobre a cultsti@ter quando aplicado no sistema alimentar e
determinacdo da curva de sobrevivéncia. Entretanttontagem dd.. rhamnosussolado
tratado com OE de canela apresentou reducdo deglnhantendo-se acima da contagem
minima de 10 UFC/ml que é preconizado como indispensavel pae @ produto seja
considerado probidtico. Nesse caso, a aplicacddHode canela em leite fermentado
inviabiliza a fermentacéo da cultwstarter, mas nao desfavorece a aplicacad ddnamnosus

em leite fermentado probiotico.
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4. Conclusdes

A aplicacdo de OEs em alimentos deve considerac& antimicrobiana sobre
bactérias probidticas e cultustarter, micro-organismos desejaveis tecnologicamente na
obtencéo dos produtos. A concentragcdo maxima aekis@nsorialmente de OEs no iogurte
neste estudo foi menor que as CIM verificadas par®Es de cravo e menta. Assim, um
efeito subletal foi observado desses OEs sbbmhamnosuse culturastarter, sendo que a
utilizacdo dos mesmos nao prejudicou o processoeigiativo durante a elaboracdo do
alimento lacteo e favoreceu a resisténcia dessa®+oiganismos. No entanto, a CIM do OE
de canela foi inferior a concentracdo testada e tfeito significativo na redugcdo da
contagem da culturstarter, interferindo em menor producdo de acido latico.edtanto, o

comportamento db. rhamnosu$oi 0 mesmo para os OEs de canela, cravo e menta.
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Enumeracédo celular e visualizagdo por microscopia leronica de
transmissdo do Lactobacillus rhamnosustratado com 0leo essencial de

canela Cinnamomum zeylanicum

Resumo

A aplicacdo de o6leos essenciais (OEs) em alimemtusonais que contenham
micro-organismos probioticos deve considerar aidatde antimicrobiana que
esses Oleos exerceram contra bactérias benéfieaap o Lactobacillus
rhamnosus Este estudo objetivou avaliar a sensibilidade cddura delL.
rhamnosusquando tratada com OE de canela, através de ewntag células
viaveis e visualizacdo celular por microscopia réléta de transmissdo. A
concentracdo de 0,04% desse Oleo exerceu atividaderiostatica durante a
incubacdo de 2 horas, apresentando alteracéesravestrutura celular, mas foi
considerada bactericida por possibilitar uma redwignificativa apos 24 horas.
Ja a concentracdo de 1,00% reduziu 3 log apoés &k e incubacdo e nao foi
detectada contagem de células viaveis apos 24 .hémsobservacdes por
microscopia eletrénica de transmissao revelaram apueélulas tratadas com
1,00% de OE de canela foram drasticamente dands;aabresentando rupturas
da membrana celular e extravasamento citoplasmattssas observacoes
revelam-se negativas para o uso de OEs em alimgmuisoticos, ja que é
indesejavel a acao bactericida contta chamnosus

Palavras-chave: 6leos essenciais; alimentos probsdtactobacillus rhamnosus
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1. Introducéo

Os Oleos essenciais (OEs) sdo constituidos por amplexo de compostos volateis
caracterizados por um forte odor e sdo formadospfantas aromaticas como metabdlitos
secundarios. Sado conhecidos por suas propriedade®micas, bactericidas, fungicidas,
antivirais e propriedades medicinais (Bakkali, Aezk, Averbeck, & Idaomar, 2008).

Os OEs também possuem aplicacdo em alimentos, «or@®& de canela que €
utilizado como flavorizante aromatizante e consaieranatural. A acdo antimicrobiana desse
oleo foi verificada contraStaphylococcus aureug Escherichia coli apresentando
Concentragdo Inibitéria Minima em 90% das amost@iMgge,) igual a 0,047% e 0,09%
(v/v), respectivamente (Silva, Ushimaru, Barbosal@, & Fernandes Juanior, 2009).

AplicacOes tecnoldgicas dos OEs como agentes i@nbibianos naturais para reducéo
de micro-organismos patogénicos veiculados em alioserequerem o estabelecimento das
condi¢des para a sua aplicacdo, como sensibilidagmtogeno ao OE, concentragdo 6tima e
tempo de contato entre o 6leo e o patégeno (MorEwace, Del Valle, & Roura, 2005). A
maior area de interesse da aplicacdo dos OEs éigam do crescimento e reducdo de
importantes patdégenos veiculados em alimentos, c8almonellaspp., Escherichia coli
0157:H7 eListeria monocytogend8urt, 2004).

Entretanto, a aplicacdo dos OEs em alimentos duaes deve considerar um efeito
antimicrobiano indesejavel contra as bactériasiptichs. Para realizar efeitos benéficos, as
bactérias probidticas devem estar vidveis e emeraragdo minima de $WFC/g de produto
(ANVISA, 2011).

Os principais géneros bacterianos utilizados comobifticos saolLactobacillus e
Bifidobacterium sendo esses incorporados nos alimentos isoladernarassociados (Shah,
2007), sendo diversas propriedades funcionais askmccom o lactobacilo Gram positiko
rhamnosus

O L. rhamnosusPL60 foi capaz de produzir acido linoléico conggacl2 em
camundongos obesos por dieta induzida. Apdés 8 sesmde alimentacao, lo. rhamnosus
reduziu o peso corporal e causou uma reducao isgtivg no tecido adiposo, produzindo um
efeito anti-obesidade (Lee et al., 2006).

Um estudo para avaliar a colonizagédo do tratorgasestinal porL. rhamnosuem
criancas entre 2 meses e 6 anos de vida, comidiagéda com dura¢cdo de no maximo 5
dias, mostrou que as linhagens lderhamnosusforam detectadas em 37 de 46 criancas
(80,43%) apos 5 dias e em 19 criancas (41,3%) apdadias apos o inicio do tratamento
(Henryk et al., 2006).
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A doenca inflamatéria intestinal (DIl) é caracteda por densas infiltragbes e
deficiente apoptose das células da mucdasetobacillus rhamnosusproduziu proteinas
soluveis de 5-30kDa que promoveram apoptose ddasé€lmunes sem afetar as células
epiteliais intestinais, sugerindo a prevencdo dB Hdravés de dieta suplementada com
probiéticos (Chiu, Hsieh, Liao, & Peng, 2010).

O L. rhamnosusGG foi associado com a intensificacdo de célulgesoras de
anticorpos especificos de IGA para rotavirus e régportado por ser mais efetivo no
tratamento da diarréia por esse virus do que pepes contendo apenas a cultura starter de
iogurte (Shah, 2007).

As enzimas bacterian@isglucosidadep-glucoronidase e urease podem contribuir no
desenvolvimento do cancer de colo por gerar cageinds. Uma reducdo na atividade dessas
enzimas por bactérias laticas é considerada urno dfenéfico. Durante a administracédolde
rhamnosusLC705 juntamente corRropionibacterium freudenreichgsp.shermaniiJS em
homens saudaveis durante quatro semanas, houwgioeda atividade dg-glucosidase em
10% e na atividade da urease em 13%, em relacqdaeebo. As contagens fecais dessas
bactérias aumentaram significativamente no finaéstodo (Hatakka et al., 2008).

Diante dos efeitos benéficos verificados pela agdd.. rhamnosus salienta-se a
importancia de preservar a integridade celular aléssctéria em produtos funcionais que
sejam de interesse para a aplicacao de OEs comsergantes. Assim, o objetivo deste estudo
foi verificar a sensibilidade da cultura de rhamnosugjuando tratada com OE de canela,
através de enumeracao de células viaveis e viagabzcelular por microscopia eletrénica de

transmissao.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencdo do OE de canela e analise quimica gomatografia gasosa-espectrometria
de massa (CG-EM)

O OE de canelaQinnamomum zeylanicynfioi extraido por arraste de vapor em destilador
para producdo de OEs (modelo MA480 - Marconi). #hetierminada a densidade do Oleo
pesando-se o volume de 1ml (Fonseca & Librandi,8R0A caracterizacdo quimica foi
realizada em espectrémetro de massas acopladoasmatdgrafo gasoso (CGMS) (modelo
QP5050A - Shimazu), no qual foi utilizada uma calupapilar CBP-5 de 50m de
comprimento, com diametro interno de 0,25mm e | M25de espessura do filme. A

temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatizranterface foi de 250°C, o detector foi
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operado em modo electron impact (El) a 70eV ezotiise He como gas de arraste. As
condicdes cromatograficas para o OE de canela foramperatura inicial de 60°C,
aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C'mimuecimento até 220°C a uma taxa de
15°C.min* e manutencéo dessa temperatura por 20min. A fiteigfio dos componentes do
6leo essencial foi feita com base na bibliotecaTN{(Sational Institute of Standards and
Technology, MD,USA) para andlise dos espectros assas e também nos dados da literatura
(Adams, 1989).

2.2. Preparacéo das culturas
Para o tratamento da cultura fe rhamnosuscom o OE de canela foi realizada uma
adaptacdo do meétodo descrito por Moosavy et ad8R0

A linhagem dd.. rhamnosusATCC 9595 foi obtida da colecdo de micro-organismo
de referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio dardan®rasil). Foi previamente inoculada
em meio deTriptic Soy Broth(TSB-Difco) e placas ddriptic Soy Agar(TSA-Difco) e
incubada a 35°C/48h para verificacdo de purezatalidade. Apos este periodo, uma alcada
da cultura foi inoculada em 3ml de meio BHI e iredi novamente a 35°C/48h. A escolha
dos meios foi baseada nos dados submetidos pdaBoga Jiménez-Valera, Moreno & Ruiz-
Bravo (2006), no quais linhagens isoladad dplantarum L. caseie L. fermentune outras
bactérias selecionadas mostraram maior quantidadecétlilas viaveis em meio TSA
enriguecido quando comparado com MRS agar.

Apoés incubacdo, a cultura obtida foi adicionada @E de canela em duas
concentragdes extremas, além do tratamento conoieenor concentracdo foi de 0,04%,
estipulada pela metodologia da microdiluicdo emropiacas de ELISA dos 6leos em meio
Brain Heart Infusion (BHI-Difco) mais 0,5% de Tween 80, tendo sido praplas as
concentracdes 0,025, 0,04, 0,06, 0,08, 0,10, @2Zm, 0,80, 1,00, 1,50 e 2,00 (%v/v) em
volumes finais de 200ul. Foram realizados ensaasrales positivos (bactéria mais meio de
cultura) e negativos (meio de cultura) e contraessterilidade dos OEs (meio mais 6leos). O
in6culo bacteriano foi padronizado em solucdo aaln85% estéril na escala 0,5 de
MacFarland, obtendo suspenséo bacteriana ao reddr5d18UFC/mL, a partir de cultura
obtida apés 3T/48horas. Foram inoculados volumes de 2uL da ssspebacteriana
padronizada, obtendo assim no volume de 200pL umtagem inicial ao redor de 10
UFC/ml. Apos incubacdo a 35°C/24h, procedeu-seitardedos ensaios com adicdo de
indicador redox (resazurina 0,01%), sendo que aragdio azul final em cada concentracao

indicava resultado negativo e a coloracdo rosalteeku positivo para o crescimento
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bacteriano. Nesse caso, a CIM foi considerada aqgasl que ndo houve crescimento
bacteriano apds o periodo de incubacéo (CSLI/NCRDE5).

Como maior concentracéo estabeleceu-se 1,00%eparecessaria uma concentracao
acima do CIM para exercer efeito antimicrobiano emdelos alimentares, conforme
observacdes de Smith-Palmer, Stewart, & Fyfe (208th)que concentracdes de 0,50 a 1,00%
dos OEs estudados foram necessérias para inibiégdma contaminac¢éo de alimentos.

As culturas tratadas com o OE de canela e o teatBmcontrole permaneceram em
temperatura ambiente, (aproximadamente 25°C) pais choras. Foram realizadas trés
replicatas destinadas a contagem de células viaveisna replicata para a andlise de

microscopia eletronica.

2.3. Contagem de células viaveis

Foram preparadas diluicdes seriadas a partir dfed&Ocada tratamento e controle, sendo a
primeira diluicdo preparada com aliquotas de Oybtiladas antes do momento de adi¢cdo do
OE, apods as 2h de contato com o 6leo e quanddazfima®4h de contato com o 6leo.

A partir das diluicdes procederam-se as semeadumasuperficie para contagens de
células vidveis em placas de Petri com meio deim@ultSA (Difco) enriquecido com 1% de
extrato de levedura. No tratamento com 1,00% del©€&anela procedeu-se a semeadura com
0,1ml de cultura diretamente nas placas com meiouttera para efeito de contagem em
funcao da atividade antimicrobiana intensa desse r@latada na literatura.

As placas foram incubadas a 35°C/48h e realizadmt@mgem de unidades formadoras
de colonia, expressas como Log (UFC/ml) (Downe8120

Os valores obtidos na contagem de células viaweent submetidos a andlise de

variancia (ANOVA) e teste de Tuckey utilizando dtsare SAS.

2.4. Microscopia eletrénica de transmisséo

Apdés as duas horas em que a cultura permanecewmata com o OE de canela, para as
replicatas das analises de microscopia eletromoeefdeu-se o preparo das amostras a partir
da adaptacdo do método apresentado por Moosavi €2088). Foi realizado um pré-
fixamento pela adicdo de 3ml de fixador glutaralde2,5% em tampé&o fosfato 0,1M (PBS,
pH 7,2) durante 24h. As culturas foram entdo cemgaidas a 15@0 por 20 minutos para
formacao depellets O sobrenadante obtido foi descartado e sobpelstsformados foram
adicionados mais 3ml de fixador preparado com &olude glutaraldeido 2% em tampéao

fosfato 0,1M (pH 7,3), permanecendo por 24 hord%G O material recebeu tratamento de



76

pés-fixagdo em solugcdo de tetroxido de osmium 1%tampédo fosfato 0,1M (pH 7,3),
permanecendo 2 horas, sendo entdo desidratadoriencrescente de acetona e embebido em
Araldite®. Secdes ultrafinas foram coradas com acetato atgilare citrato de chumbo. As

amostras foram analisadas e fotografadas com miapas eletrénico de transmissao (CM

100, Philips).

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacéo quimica do OE de canela
O OE de canela apresentou densidade 1,0049¢g/md eosnposi¢cdo quimica por CG-EM é

mostrada na Figura 1, sendo que 89,58% dos congpfaston identificadas, destacando-se o

cinamaldeido como componente majoritario (67,58%&Quido pelo acetato de cinamila

(6,49%).
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Figura 1. Cromatograma obtido para o OE de canela utilized@entificacdo de compostos
através de cromatografia gasosa e espectrometnamsea (CG-EM); 88,59% dos compostos
foram identificados. 2u-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%); fBpineno (0,93%); 6:
cymeno (0,17%); 7: limoneno (1,11%); 8: cineol (34; 9: linalool (0,55%); 12: borneol
(0,50%); 13: terpineno-4-ol (1,22%); 1&:terpineno (1,43%); 17: cinamaldeido (67,58%);
19: eugenol (1,82%); 22: caryophylleno (0,88%); a8etado de cinamila (6,49%); 2b:
humuleno (0,19%).

O perfil quimico dos 6leos essenciais mostroug®ocuma complexa mistura de
componentes que pode variar quantitativamente Btajilmente de acordo com o clima,
composicao do solo, idade e ciclo vegetativo datplaSao caracterizados por dois ou trés

compostos considerados como majoritarios, quandesaptam porcentagens entre 20 e 70%
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(Bakkali, Averbeck, Averbeck, & Idaomar, 2008). Buseenivasan, Jayakumar, &
Ignacimuthu (2006) encontraram 52,4% de cinamatdeia OE de canela e Chang et al.
(2001) determinaram 76% de cinamaldeido em OE dela@axtraido de folhas, mas apenas

0,51% de acetato de cinamila.

3.2. Contagem de células viaveis
As contagens realizadas nos tempos 0, 2 e 24 Apésso contato do 6leo com a culturd_de
rhamnosuspresentam-se na Tabela 1.

Inicialmente a cultura controle apresentou a gertade células viaveis menor que as
contagens dos tratamentos com 0,04% e 1,00% de éDEanela. Apdés 2 horas houve
aumento de aproximadamente 3 log, enquanto quetantento com 0,04% de OE de canela

praticamente se manteve estavel e o tratamentolg@ddo de 6leo apresentou reducao de 3

log.

Tabela 1. Contagem de células viaveis derhamnosusapos o tratamento da cultura com

Oleo essencial (OE) de canela.

Tempo (h) Descricédo Log

0 Controle 8,67+ 0,33
Tratado com 0,04% de OE 9°3& 0,16
Tratado com 1,00% de OE 9°840,06

2 Controle 11,48+ 0,28
Tratado com 0,04% de OE 9;270,09
Tratado com 1,00% de OE 6,380,06

24 Controle 9,29+ 0,21
Tratado com 0,04% de OE 47320,09
Tratado com 1,00% de OE <1%@00,00

letras iguals na mesma coluna indicam que as mesisao estatisticamente iguais (p<0,05).

Apobs 24 horas a cultura controle teve um decrésciancontagem, aproximando-se do
valor referente ao tempo 0. Ja o tratamento comi9®,68e OE de canela observou-se uma
reducao significativa de 5 log em relacéo aos ten@® 2 horas. Mesmo apresentando apenas
acao bacteriostatica apos 2 horas de contato, deD&anela em concentracdo referente ao

CIM demonstrou ser bactericida apos 24 horas, dstreodo que o tempo de contato entre
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bactéria e 0 OE é um dos fatores para a efetividadatividade antimicrobiana dos OE, de
acordo com os apontamentos de Moreira, Ponce, &l \& Roura (2005).

Quando considerado o tratamento de 1,00% de O€anela, apés as 24 horas de
incubacdo nao foi visualizada a formacéo de cofonas placas semeadas com as diluicdes e
com 0,1ml da proépria cultura, sendo consideradardagem como menor que 10 UFC/ml.
Essa concentragcdo de OE foi apontada por SmithdPalBtewart, & Fyfe (2001) e Burt
(2004) como necessaria para a aplicacdo de OEs amtimicrobianos em sistemas
complexos da matriz alimentar. Entretanto, essasrahcdes revelam-se negativas para 0 uso
de OEs em alimentos probidticos, j& que é indeskjavacdo bactericida contralo

rhamnosus

3.3. Microscopia eletrdnica de transmissao

Neste estudo, as células derhamnosusapresentaram-se com estrutura tipica de bactérias
Gram positivas quando visualizadas por microscege&ronica de transmisséo (Figura 2),
com parede celular uniforme. As células do tratameam 0,04% de OE de canela exibiram
certa perda de uniformidade da parede celular eigmexy pontos de extravasamento de

conteddo citoplasmaético (Figura 3).

(a) (b)
Figura 2. Células dd.. rhamnosudotografadas por microscopia eletronica. (a) aumeie
8400x. (b) aumento de 11500x. (c) aumento de 31.000x
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(a) (b) (c)
Figura 3. Células de.. rhamnosudratadas com 0,04% de OE de canela fotografadias po
microscopia eletrbnica. (a) aumento de 11500x.aflhento de 15500x. (c) aumento de
15500x.

AlteracBes mais severas foram observadas nasséhatadas com 1,00% de OE de
canela (Figura 4). Importantes pontos de rupturanganbrana citoplasmatica foram
observados, sendo mais pronunciado esse efeitoreggSes polares. Consequentemente
houve extravasamento citoplasmatico, como o obderymr Rasooli, Rezae, & Allameh

(2006) quando trataram célulasldsteria monocytogenesom OE de tomilho a 125ppm.

Figura 4. Células de.. rhamnosudratadas com 1,00% de OE de canela fotografadas po
microscopia eletronica. (a) aumento de 15500x.aflihento de 15500x. (c) aumento de
21500x.

Ao redor das células foi possivel visualizar penean que possivelmente houve
aumento da permeabilidade da membrana celularagbomerados externos de constituintes
celulares nas proximidades, efeitos observadosMmmsavy et al. (2008) em células de
SalmonellaTyphimurium eStaphylococcus aureusatadas com 3uL/ml de OE dataria

multiflora B., uma planta tipica do Ira.
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4. Conclusdes

O OE de canela exerceu atividade antimicrobiana ceitura de L. rhamnosus com
decréscimo nas células viaveis tanto em concemireglativa ao valor de CIM quanto em
concentracdo necessaria para ter efeito quandoadpliem alimentos, a qual apresentou
efeitos relevantes de perda de uniformidade dadpacelular com provavel ruptura da
membrana citoplasmatica, com extravasamento celilar se tratar de uma bactéria
probiotica, esses efeitos verificados vitro sdo considerados indesejaveis no caso da
aplicacado de OE de canela como conservante emmbméuncionais que contenhamlLo

rhamnosus
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Cell enumeration and visualization by transmissiorelectron microscopy of
Lactobacillus rhamnosudreated with cinnamon Cinnamomum zeylanicum

B.) essential oil

Abstract

The use of essential oils (EOs) in functional foodsntaining probiotic
microorganisms must consider the antimicrobial végtiof these oils against
beneficial bacteria such aactobacillus rhamnosudhis study aimed to evaluate
the sensitivity olL. rhamnosugultures treated with cinnamon EO through viable
cell counts and visualization by transmission e@@timicroscopy. Cinnamon EO
at a concentration of 0.04% had a bacteriostatiwigcafter 2 h of incubation.
Although slight alterations were detected in th# s&ucture, this concentration
was considered to be bactericidal since it led tsigaificant reduction in cell
numbers after 24 h. On the other hand, cinnamomaE® 1.00% concentration
decreased cell counts by 3 log units after 2 hbaton and no viable cell count
was detected after 24 h. Transmission electronaseopy indicated that cells
treated with 1.00% cinnamon EO were severely dachaagel presented cell
membrane disruption and cytoplasmic leakage.

Keywords: essential oils; probiotic foodsgctobacillus rhamnosus
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1. Introduction

Essential oils (EOs) are complex volatile compouciusracterized by a strong flavour. They
are formed as secondary metabolites in aromatictpland are known for their antiseptic,
bactericidal, fungicidal, antiviral and medicinabperties (Bakkali, Averbeck, Averbeck, &

Idaomar, 2008).

Essential oils have also been used in foods aeg tmve been employed as
flavourings and natural preservatives. Cinnamomha® shown antimicrobial actions against
Staphylococcus aureusnd Escherichia coliwith Minimum Inhibitory Concentrations for
90% samples (Mlggy) equal to 0.047% and 0.09% (v/v), respectivelyvégi Ushimaru,
Barbosa, Cunha, & Fernandes Junior, 2009).

However, the application of EOs in functional feothust consider any undesirable
antimicrobial effects against probiotic bacteria.drder to have beneficial effects, probiotic
bacteria must be viable and at high concentratidrat least 10 CFU/g product (Szynieski
et al., 2006).

The main microorganisms that are considered t@rbbiotic areLactobacillusand
Bifidobacterium which can be incorporated into foods alone or luoed (Shah, 2007).
Several functional properties are associated witthamnosus

The beneficial effects df. rhamnosuemphasize the importance of maintaining the
cell integrity of this bacterium in functional pnocts of interest when considering the
application of EOs as preservatives. Thus, the ainthis study was to investigate the
sensitivity of L. rhamnosuscultures treated with cinnamon EO based on viatdé

enumeration and visualization by transmission eb@cinicroscopy.

2. Results and Discussion
Cinnamon EO presented a density of 1.0049 g/mli@nchemical composition, obtained by
gas chromatography-mass spectrometry, showed t8&8% of the compounds were
identifiable: cinnamaldehyde was the major compon(@7.58%), followed by cinnamyl
acetate (6.49%). Prabuseenivasan, Jayakumar, &cifgnthu (2006) found 52.4%
cinnamaldehyde in cinnamon EO, while Chang, ChenCBang (2001) detected 76%
cinnamaldehyde in the EO extracted from cinnamawuds.

Cell counts were performed at 0, 2, and 24 h aftertact between the EO ahd
rhamnosuscultures. Initially, the control culture had a lewviable cell count than the
treatments with 0.04% and 1.00% cinnamon EO. ARdrn, there was an increase in the

control cell count of around 3 log units, wherelas treatment with 0.04% cinnamon EO
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remained almost stable and the treatment with 1.0@famon EO showed a decrease of 3
log units.

After 24 h, the control culture showed a decreadbe cell count, which was close to
the value obtained at 0 h. The treatment with 0.0ziBtnamon EO led to a significant
decrease of 5 log units relative to times 0 and Although the cinnamon EO only had a
bacteriostatic action after 2 h of contact, it wastericidal at the concentration corresponding
to the MIC after 24 h, demonstrating that the langftcontact between the bacterium and the
EO is a factor for the effectiveness of the antrofigal activity of the EO, as stated by
Moreira, Ponce, Del Valle, and Roura (2005).

Regarding the treatment with 1.00% cinnamon EGgalony formation was observed
on the plates sown with this dilution and with Orl of the culture itself after 24 h of
incubation, and the cell count was considered asgb&ower than 10 CFU/ml. This
concentration of the EO was reported by Burt (201peing necessary for an antimicrobial
action in complex food systems. However, theseiriggl are negative for the use of EOs in
probiotic foods, since bactericidal action agalnsthamnosuss undesirable.

In the present study, the structureLorhamnosus<ells treated with 0.04% cinnamon
EO showed a certain loss of cell wall uniformitydesmall areas of cytoplasmic leakage when
observed by transmission electron microscopy. Mexeere alterations were observed in cells
treated with 1.00% cinnamon EO. Important areasytdplasmic membrane disruption were
detected, especially in the polar regions. Consafyecytoplasmic leakage occurred, as
observed by Rasooli, Rezae, and Allameh (200&)steria monocytogene=ells treated with
thyme EO at 125 ppm.

Areas that were most likely to have increased nran# permeability were observed
around the cells, including in nearby outer clustef cell components, as observed by
Moosavy et al. (2008) isalmonella typhimuriunand Staphylococcus aureuslls treated

with 3 pl/ml of Zataria multifloraB. EO, a typical plant in Iran.

3. Conclusions

Cinnamon EO had antimicrobial activity dn rhamnosuscultures, causing decreased
numbers of viable cells both at the concentratielative to the MIC value and at the
concentration required to have an effect when adph foods. The 1.00% concentration had
damaging effects, i.e. a loss of cell wall unifaymivith probable cytoplasmic membrane

disruption and cell leakage. Becalsehamnosuss a probiotic bacteria, thegevitro effects
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are undesirable in the case of cinnamon EO beird as a preservative in functional foods

containingL. rhamnosus
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Cell enumeration and visualization by transmissiorelectron microscopy of
Lactobacillus rhamnosudreated with cinnamon Cinnamomum zeylanicum

B.) essential oil

Abstract

The use of essential oils (EOs) in functional foodsntaining probiotic
microorganisms must consider the antimicrobial végtiof these oils against
beneficial bacteria such aactobacillus rhamnosudhis study aimed to evaluate
the sensitivity olL. rhamnosugultures treated with cinnamon EO through viable
cell counts and visualization by transmission e@@timicroscopy. Cinnamon EO
at a concentration of 0.04% had a bacteriostatiwigcafter 2 h of incubation.
Although slight alterations were detected in th# s&ucture, this concentration
was considered to be bactericidal since it led tsigaificant reduction in cell
numbers after 24 h. On the other hand, cinnamomaE® 1.00% concentration
decreased cell counts by 3 log units after 2 hbaton and no viable cell count
was detected after 24 h. Transmission electronaseopy indicated that cells
treated with 1.00% cinnamon EO were severely dachaagel presented cell
membrane disruption and cytoplasmic leakage.

Keywords: essential oils; probiotic foodsgctobacillus rhamnosus
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1. Experimental

1.1. Cinnamon EO extraction and chemical analysising gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS)

Cinnamon Cinnamomum zeylanicui®.) bark was obtained from local plants, planted f
commercial purposes, and a voucher was depositethenBotany Department of the
Bioscience Institute (BOTU-3442). The EO was exgdosia hydro-distillation in a modified
Clevenger-type apparatus (model MA480 Marconi -zByaThe density of the oil was
determined by weighing the volume of 1 ml (Fonséca.ibrandi, 2008). The chemical
composition was analysed in a mass spectrometachatti to a Shimadzu - Japan model
QP5050A gas chromatograph (GC-MS) with a CBP-5n(50 0.25 mm x 0.25m) capillary
column. The temperature of both the injector ardititerface was 250 °C, the detector was
operated in the electron impact (El) ionization mad 70 eV, and He was used as the carrier
gas. The chromatographic conditions for the cinnaB® were 60 °C initial temperature,
heating up to 160 °C (at a rate of 3 °C Mjrheating up to 220 °C (15 °C rjn and
maintenance of 220 °C for 20 min. The componentthefEO were identified (Figure 1)
based on the NIST (National Institute of Standardd Technology, MD, USA) library for

mass spectrum analysis and also on the data alesiathe literature (Adams, 1989).

1.2. Culture preparation
The treatment of. rhamnosusultures with cinnamon EO was based on an adaptafithe
method described by Moosavy et al. (2008).

The L. rhamnosusstrain ATCC 9595 was obtained from the collectajrreference
microorganisms at Oswaldo Cruz Foundation (Rioateeifo, Brazil). It was first inoculated
in Tryptic Soy Broth(TSB, Difco) and Tryptic Soy Agar (TSA, Difco) artkden incubated at
37 °C for 48 h to assess its purity and viabilitiie choice of these media was based on the
data submitted by Bujalance, Jiménez-Valera, Mor&nBuiz-Bravo (2006), in which..
plantarum L. caseiandL. fermentumisolated strains and other selected bacteria sth@ve
higher number of viable cells in enriched TSA medicompared with MRS agar.

Then, a loopful was inoculated in 3 ml Brain Hdaftision medium (BHI, Difco) and
again incubated at 37 °C for 48 h to achieve tlgh lzellular concentration necessary for
preparing the sample for electron microscopy, atiogrto the method described by Moosavy
et al. (2008).



91

Following incubation, and besides the control, twgtreme concentrations of
cinnamon EO were added to the culture. The lowestentration was set at 0.04%, relative
to the MIC determined by the microdilution methad BLISA microplates (CSLI/NCCLS,
2005) using BHI medium plus 0.5% Tween 80; the eatrations of 0.025, 0.04, 0.06, 0.08,
0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.00, 1.50 and 2.00% (wieme prepared in final volumes of 200 pl.
Positive (bacteria plus culture medium) and negafoulture medium only) control assays
were carried out, as well as control assays forskg@lity (medium plus oils). The bacterial
inoculum was standardized in 0.85% sterile salwiat®n according to 0.5 on McFarland’s
scale, resulting in a bacterial suspension of atolirs x 18 CFU/ml from the culture
obtained after incubation at 37 °C for 48 h. Thandardized bacterial suspension was
inoculated in 2 pl volumes, producing an initialiob of around 10CFU/ml in a volume of
200 pl. After incubation at 35 °C for 24 h, a rediadicator (0.01% resazurin) was added for
the reading; a blue colouration indicated a negatsult for bacterial growth, whereas a pink
colouration indicated a positive result. In thisseathe MIC was considered as the
concentration that resulted in no bacterial groafter the incubation period.

The highest concentration was set at 1.00% becawsmcentration higher than the
MIC is required for antimicrobial effects in foodss reported by Smith-Palmer, Stewart, &
Fyfe (2001), who observed that concentrations betw@50 and 1.00% of the studied EO
were needed to successfully inhibit microbial f@eotitaminants.

The cultures treated with cinnamon EO and therobmtere kept at room temperature
(around 25 °C) for 2 h. Three replicates were dsethe viable cell count and one replicate

was used for electron microscopy.

1.3. Viable cell count

Serial dilutions were prepared from™46f each treatment and the control. The first dut
was prepared with 0.1 ml aliquots removed befoee atidition of EO, after 2 h of contact
with the oil and at the end of 24 h of contact with olil.

The dilutions were used for viable cell countsrbgans of surface sowing on Petri
plates containing TSA (Difco) medium enriched wi# yeast extract. For the treatment with
1.00% cinnamon EO, 0.1 ml of the culture was diyesbwn onto plates containing a culture
medium for cell counts based on the intense antohial activity of this oil reported in the

literature.
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The plates were incubated at 35 °C for 48 h aeathony-forming units were counted
and expressed as log units (CFU/ml) (Downes, 2001).

The values obtained in the viable cell count warkjected to analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test in SAS software; they at®own in Table 1.

1.4. Transmission electron microscopy

After 2 h of contact between the culture and cinoar&O, the samples were prepared for
transmission electron microscopy based on an aiaptaf the method described by
Moosavy et al. (2008). Prefixation was performeddoing 3 ml 2.5% glutaraldehyde in
phosphate buffer 0.1M (PBS, pH 7.2) for 24 h. Thhe,cultures were centrifuged at 1500 x
g for 20 min to obtain pellets. The supernatant digsarded and the pellets were added to 3
ml of fixative prepared with a solution of 2% gltallehyde in phosphate buffer 0.1M (pH
7.3), and kept at 4 °C for 24 h. The material wdgected to post-fixation in a solution of 1%
osmium tetroxide in phosphate buffer 0.1M (pH 7i8) 2 h; then, this material was
dehydrated in an increasing series of acetone ammkaded in Araldif® Ultra-thin sections
were stained with uranyl acetate and lead citrdiee samples were analysed and
photographed under a transmission electron micpes¢SM 100, Philips).
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Table S1. Viable cell count fdr. rhamnosuscultures treated with cinnamon essential oil

(EO) after a period of contact with the EO.

Time (h) Description Log units

0 Control 8.67+0.33
Treated with 0.04% EO 9.%8+ 0.16
Treated with 1.00% EO 9.84 0.06

2 Control 11.48+0.28
Treated with 0.04% EO 9.27 0.09
Treated with 1.00% EO 6.88 0.06

24 Control 9.2+ 0.21
Treated with 0.04% EO 4.8320.09
Treated with 1.00% EO <1.6& 0.00

same letters in the same column indicate statiistiequal medians (p<0.05).
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Figure S1. The GC-MS chromatogram obtained forammon EO that was used to identify its
compounds; 88.59% of the compounds were identifiedak 2:a-pinene (1.62%); 3:
camphene (0.79%); B-pinene (0.93%); 6: cymene (0.17%); 7: limonen&1%); 8: cineol
(3.31%); 9: linalool (0.55%); 12: borneol (0.50%3: terpinen-4-ol (1.22%); 1%-terpinene
(1.43%); 17: cinnamaldehyde (67.58%); 19: eugeh@2A%); 22: caryophyllene (0.88%); 23:

cinnamyl acetate (6.49%); 2&:humulene (0.19%).
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Figure S2.Lactobacillus rhamnosusells photographed by electron microscopy - x11500
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magnification: (a) control, (b) treated with 0.04&®mnamon EO, (c) treated with 1.00%
cinnamon EO.
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