UNIVERSIDADE FEDERAL
[0 KIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS (PPGCTA)

Conservacao e condimentacao de alimentos por Ocimum gratissimum L.

(“alfavacao”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae (Lamiaceae).

Marcelo Gonzalez Passos

Porto Alegre, Brasil
Fevereiro 2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS (PPGCTA)

Marcelo Gonzalez Passos
(Engenheiro de Alimentos/UFRGS)

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pés
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos como um dos requisitos para
obtengdo do grau de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. José Maria Wiest

Co-orientador: Dra. Heloisa Helena Chaves
Carvalho

Porto Alegre
Fevereiro 2008



Marcelo Gonzalez Passos
(Engenheiro de Alimentos/UFRGS)

DISSERTACAO

Conservacéao e condimentagéo de alimentos por Ocimum gratissimum L.

(“alfavacao”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae (Lamiaceae).

Submetida como parte dos requisitos para obtengao do grau de

MESTRE EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS.

Programa de P6s Graduagédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA)

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre, RS, Brasil.

Aprovada em:...../[....... oerrnnnn.
Pela Comissdao Examinadora:

Prof.Dr.Jose Maria Wiest
Orientador — PPGCTA/UFRGS

Dra.Heloisa Helena Chaves Carvalho
Co-orientadora — ICTA/UFRGS

Profa.Dra. Isa Beatris Noll
PPCTA/UFRGS

Prof.Dra.Ingrid B. Inchausti de Barros
Faculdade de Agronomia/lUFRGS

Prof.Dr. Guiomar Pedro Bergmann
Faculdade de Veterinaria/lUFRGS

Homologada em: ...../....... l......
Por:

Erna Vogt de Jong
Coordenador do Programa de Pos
Graduacgao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos (PPGCTA)

ADRIANO BRANDELI
Diretor do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. ICTA/UFRGS



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela bencao da vida.

Ao inestimavel professor José Maria Wiest, por ter me ensinado, em meus
momentos de angustia a olhar para as dificuldades como barreiras a serem
transpostas. E também por sua visdo profissional, sempre contribuindo com
conhecimentos e conselhos que tornaram essa etapa mais suave e agradavel.

A querida Co-orientadora Heloisa Helena Chaves Carvalho pela amizade e
orientacdo sem as quais este trabalho n&o seria realizado.

Aos professores Eduardo Cesar Tondo e Emna Vogt de Jong que na
coordenacao do Programa de Pds Graduagao em Ciéncia e Tecnologia viabilizaram
a elaboracao deste trabalho.

Aos colegas de mestrado pela amizade e companheirismo nas aulas.

As bolsistas do laboratério de Laboratério de Higiene de Alimentos do ICTA
pela amizade e apoio.

Aos funcionarios da biblioteca e do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos (ICTA) pelo apoio e suporte técnico prestados.



Dedico este trabalho aos meus pais,
Pedro e Vera, minha amada Marines;
meus irmaos Aramis e Fernanda,
cunhados Virna e Lucas e sobrinhos Julia

e Davi.



Titulo: Conservacéo e condimentacado de alimentos por Ocimum gratissimum

L. (*alfavacéo”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae (Lamiaceae).

Autor: Marcelo Gonzalez Passos
Orientador: Prof. Dr. José Maria Wiest
Co-orientador: Dr. Heloisa Helena Chaves Carvalho

RESUMO

Através de Testes de Diluigdo em Sistema de Tubos Multiplos determinou-se a
Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (lINIB/bacteriostasia) e a
Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB/bactericidia) de solugdes
conservantes contendo extragdes etandlicas  (alcoolatura/planta  verde,
hidroalcoolatura/planta seca) e hidricas (decoctos/planta verde ou seca) de Ocimum
gratissimum L. (“alfavacao”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae - (Lamiaceae),
sobre inoculos padronizados de Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Escherichia
coli (ATCC 11229) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Testou-se também, a
partir da formulacédo de quatro bebidas, duas alcodlicas e duas nao alcodlicas, com e
sem acgucar respectivamente, a partir de extrato reconstituido (alcoolatura/planta
verde) desta planta, em diferentes concentragdes (5%, 15% e 30%), através de
Testes de Suspensdo em Sistema de Tubos Multiplos, a Intensidade de Atividade de
Inativacdo Bacteriana (lINAB/bactericidia), sobre Salmonella Enteritidis (ATCC
11076), bem como a aceitabilidade/preferéncia sensorial por Escala Hedbnica
destes quatro produtos. Todas as diferentes formas de extracdo apresentaram
capacidade de inibicdo e/ou inativacao seletivas sobre os trés inéculos bacterianos,
tendo a forma de extragdo alcodlica apresentado a atividade antibacteriana mais
intensa (inibicdo/inativagéo) frente aos trés agentes. A bactéria mais sensivel a
atividade antibacteriana em todas as solugbes conservantes foi Salmonella
Enteritidis. Staphylococcus aureus apresentou a menor sensibilidade as formas de
decoccdo, enquanto Escherichia coli apresentou a menor sensibilidade frente a
forma de extracdo hidroalcodlica. Todas as formulagdes apresentaram atividade
bactericida para Salmonella Enteritidis, diretamente proporcional as concentragdes
do extrato e ao tempo de exposi¢cao da bactéria as bebidas, destacando-se neste
sentido a formulacdo n&o alcodlica com agucar. Na analise sensorial a preferéncia
aumentou com o decréscimo da concentragcédo de extrato de Ocimum gratissimum na
formulacdo. A bebida ndo alcodlica com agucar, na concentragado de 5% de extrato,
destacou-se na preferéncia sensorial/aceitabilidade.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, Ocimum gratissimum, inibicao bacteriana,
inativagdo bacteriana por Ocimum gratissimum, inativagdo de Salmonella em
bebidas, sensorialidade de alfavaca em bebidas.



ABSTRACT

Conservation and spicing by Ocimum gratissimum L. (“African basil”) -
Labiatae - (Lamiaceae).

Through Dilution Tests in Multiple Tubes System, the intensity of bacterial inhibition
activity (lINIB/bacteriostasys) and the intensity of bacterial inactivation activity
(INAB/bactericidie) from preservatives solutions containing etanolic extractions
(alcoholature/green plant, hidroalcoholature/dry plant) and hydric extractions
(decoctions/green or dry plant) of Ocimum gratissimum L. (African basil) - Labiatae -
(Lamiaceae), on standardized inocula of Salmonella Enteritidis (ATCC 11076),
Escherichia coli (ATCC 11229) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923) was
determined. In the same way, the Activity Intensity of Bacterial Inactivation
(INAB/bactericidie), in four drinks formulations, two alcoholic and two no-alcoholic,
with and without sugar respectively, from reconstituted extract (alcoholature/green
plant) of the same plant, at different concentrations (5%, 15% and 30%), on
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) was determined by Suspension Tests in
Multiple Tubes System, and the acceptability/sensory preference by Hedonic Scale of
these four products. All differents extractions forms had showed selective capacity of
inhibition or inactivation on the three bacterial inocula. The alcoholic extraction form
presented the antibacterial activity more intense (inhibition/inactivation) against the
three agents. The sensitivest bacteria by all preservatives solutions was Salmonella
Enteritidis. Staphylococcus aureus showed a lower sensibility to the decoction types,
while Escherichia coli showed a lower sensibility to the hydroalcoholic extraction. All
food formulations showed bactericidal activity on Salmonella Enteritidis, directly
proportional to the extract concentrations and the exposure time of the bacterium in
beverages, pointing the not alcohol with sugar formulation. In the sensorial analysis
the preference increased with the decrease of the extract concentration of Ocimum
gratissimum. The non-alcoholic beverage with sugar, in the extract concentration of
5%, pointed in the sensorial preference// acceptability.

Keywords: antibacterial activity, Ocimum gratissimum, bacterial inhibition, bacterial
inactivation by Ocimum gratissimum, inactivation of Salmonella in beverages,
sensoriality of African basil in beverages.
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1.1 INTRODUGCAO

A producao de alimentos que ndo causem doencas € um importante desafio
de saude publica; o desenvolvimento de um sistema de seguranga para os produtos
alimenticios é uma responsabilidade que comeca na cadeia de produgdo chegando
ao consumidor final. A adoc&o de estratégias tais como: Boas Praticas Agricolas
(BPAs) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) entre outras, se
somam aos esfor¢cos para assegurar a inocuidade dos alimentos (TAUXE, 2002;
FORSYTHE, 2002). Kaferstein e Abdussalam (1999), previram um aumento dos
casos de doencgas transmitidas pelos alimentos, tanto em paises industrializados
como em paises em desenvolvimento durante os primeiros decénios do século XXI.

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com plantas utilizadas na
medicina e na gastronomia tradicional, avaliando sua composigdo quimica, bem
como suas atividades bactericidas e fungicidas (AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007;
MOREIRA et al, 2005; NGUEFACK, BUDDE; JAKOBSEN, 2004; SAHIN et al., 2004;
TEPE et al., 2004; JIROVETSZ et al, 2003; SAGDIC; OZCAN, 2003, HAMMER,
CARSON; RILEY, 1999). Uma possivel explicacdo para a tendéncia a utilizagcao de
plantas, como conservante, € sugerida por Shandamis et al., (2001) que salientam a
possivel preferéncia dos consumidores por aditivos de origem natural, evitando
assim os compostos sintéticos.

O Ocimum gratissimum L. (“Alfavacédo”, “Alfavaca”, “Alfavaca-Cravo”) —
Labiatae (Lamiaceae), conhecido popularmente como “alfavacédo”, € uma dessas
especies estudada na busca de um composto de origem natural que iniba o
crescimento de fungos e bactérias, a partir da extracdo de seu 6leo essencial. Outro
aspecto relevante, na planta, € o seu uso medicinal com acéo anti-séptica pulmonar
e expectorante, bem como analgésica (LORENZI; MATOS, 2002).

Estudos com Ocimum gratissimum L. relatam alta atividade bactericida e
antifangica demonstrando a capacidade preservativa dessas plantas na conservacgao
de alimentos (FARIA et al., 2006; NGUEFACK, BUDDE; JAKOBSEN, 2004;
ORAFIDIYA et al., 2001).
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1.2 OBJETIVO GERAL

A partir de conhecimentos tradicionais, fundamentar o desenvolvimento de

alimentos seguros e sensorialmente qualificados, pelo uso de Ocimum gratissimum

L. (“alfavacdo”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae (Lamiaceae) como

conservante antibacteriano e condimento natural.

1.2.1 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade bacteriostatica/inibicao e bactericida/inativacdo de Ocimum
gratissimum L. (“alfavacdo”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae
(Lamiaceae) através de Testes de Diluicdo em Sistema de Tubos Multiplos,
em diferentes tipos de extragdo, a saber, extrato alcodlico (planta fresca),
hidroalcoodlico e decocgdes (planta seca e planta verde), sobre os seguintes
microrganismos: Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus ATCC (American Type Culture Colection);

Avaliar a atividade bactericida/inativacdo de Salmonella Enteritidis, através de
Teste de Suspensdo, em quatro bebidas formuladas a partir de diferentes
concentragbes de extrato reconstituido de Ocimum gratissimum L.
(“alfavacao”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae (Lamiaceae), na
presenca ou auséncia de alcool e de agucar, respectivamente;

Avaliar a sensorialidade/aceitabilidade das concentragdes de uso do extrato
reconstituido de Ocimum gratissimum nas diferentes formulagdes alimentares
sob a forma de bebidas em teste, com e sem alcool, com e sem acucar,

respectivamente.



CAPITULO 2
Revisao bibliografica.

16



17

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Plantas Condimentares

As plantas condimentares conferem sabor e aroma aos alimentos, contudo
diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com varias plantas, com o objetivo de
avaliar a sua atividade bactericida e fungicida destas (FARIA et al. 2006; SAHIN et
al., 2004; NAKAMURA et al.,, 2004; LORENZI; MATOS, 2002; SKANDAMIS;
TSIGARIDA; NYCHAS, 2002; KUBO; FUJITA, 2001; ALIGIANNIS et al., 2001). Shan
et al. (2007) analisaram a atividade antibacteriana de 20 extratos de plantas
condimentares sobre: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, e Salmonella anatum. Ja Kubo et al. (2004) testaram o

coentro como anti-salmonella sobre S. choleraesuis.

2.1.2 Ocimum gratissimum

O género Ocimum pertence a familia Labiatae (Lamiaceae), possuindo 30
espécies de ervas que sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais. Ocimum
gratissimum L. € uma planta que possui aroma forte e agradavel popularmente
chamada de “alfavacédo”, “alfavaca” e “alfavaca-cravo”, com origem no oriente
(LORENZI; MATOS, 2002).

Ocimum gratissimum €& utilizada contra varias doengas tais como:
leishmanioses, infeccbes do trato respiratério superior, diarréia (antidiurese),
desordem gastrintestinal, febre tiféide, dor de cabega e doencas de pele e
oftamoldgica, sendo muito comum na medicina caseira o uso de seu cha como
carminativo, sudorifico e diurético. A planta apresenta inimeros compostos, sendo o
eugenol o composto majoritario (UEDA-NAKAMURA et al., 2006; SARTORATTO et
al. 2004; LORENZI; MATOS, 2002; ILORI et al. 1996).

O percentual de Eugenol pode variar em fungdo da técnica de extragcdo e do
acesso da planta. Este composto apresenta uma série de atributos tais como: agente
aromatico para alimentos, anticonvulsivo, anestésico, analgésico dentario,
antibactericida e fungicida (TREVISAN et al., 2006; UEDA-NAKAMURA, 2006; JAY,
2005; SARTORATTO et al., 2004; LORENZI; MATQOS, 2002).

O oleo essencial € uma mistura complexa de compostos naturais de

metabdlitos secundarios volateis isolados de plantas e tempero que no Ocimum
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gratissimum pode chegar a 3,5% de rendimento (TREVISAN et al., 2006). Os
compostos majoritarios encontrados nas folhas de Ocimum gratissimum sao:
eugenol, 1,8-cineol, b-cariofileno, (Z)-ocimeno sendo adequados para a elaboragéo
de licores e sucedaneo de cravo-da-india (SANTORO et al 2007; SARTORATTO et.
al, 2004; LORENZI; MATOS, 2002).

Em estudo preliminar, Souto et al (2006) testaram trés espécies de Ocimum,
incluindo Ocimum gratissimum, avaliando a atividade antibacteriana (IINIB e 1INAB)
a partir de extrato hidroalcodlico destas plantas, sobre os seguintes agentes
zoonoticos transmissiveis por alimentos: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 11229) e Salmonella Enteritidis (ATCC 11076). As extracdes
das diferentes plantas apresentaram capacidade de inativagdo e/ou de inibigao
seletivas sobre os diferentes indculos bacterianos estudados, permitindo antever sua
aplicagao pratica em formulagdes alimentares.

A utilizagcdo de 6leos essenciais de plantas como redutor de microrganismos
patogénicos na conservacdo de alimentos vem crescendo devido o interesse de
substituir compostos quimicos sintéticos por substancias naturais. Estes compostos
podem ser responsaveis por atributos carcinogénicos e teratogénicos como também
por toxicidade residual (MOREIRA et. al., 2005). Outro fator relevante para a busca
por conservantes naturais € que muitos microrganismos patogénicos adquirem
resisténcia aos antibidticos havendo a necessidade de se encontrar substitutos
(SARTORATTO et al., 2004). Muitos estudos vem sendo realizados para avaliar a
atividade antimicrobiana e antifungica de plantas medicinais (CHAH et al., 2006;
FARIA et al.,, 2006;). Ocimum gratissimum por sua vez apresenta também esta
propriedade conservante devido a substancias encontradas em seu 6leo essencial
tais como: cimen-8-ol, eugenol e trans-cariofileno entre outros (SARTORATTO et al.,
2004; NGUEFACK et al., 2004.; NAKAMURA et al., 1999; ILORI et al., 1996).

2.1.3 Microrganismos x alimentos

Os alimentos sao fonte de nutrientes para os microrganismos que necessitam
destes para seu crescimento. Os microrganismos mais comuns em alimentos sao as
bactérias e fungos. O leite € um meio ideal para o crescimento de bactérias, sua

flora intrinseca varia de 10%-10* UFC/mL. As carnes sdo altamente pereciveis
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apresentando como um dos componentes mais abundantes as proteinas. A elevada
atividade de agua, juntamente com o conteudo protéico, favorecem o crescimento da
maioria dos microrganismos nas carnes. Nos vegetais a flora microbiana reflete a
qualidade sanitaria das etapas de processamento e as condi¢ées microbiolégicas do
produto fresco (GUENTZE et al., 2008; JAY, 2005; FORSYTHE, 2002; MARRIOTT,
1997).

As doengas de origem alimentar sdo um problema para a saude publica e
para a economia de paises industrializados e em desenvolvimento. A vigilancia
epidemioldgica tem revelado um constante aumento de doengas transmitidas por
alimentos, sendo registrado inumeros surtos com efeitos danosos (KAFERSTEIN;
ABDUSSALAM, 1999).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. Sédo bacilos
gram-negativos, moéveis (com algumas poucas excegdes), anaerdbios facultativos.
Os sintomas caracteristicos de doencas de origem alimentar causadas por
Salmonella incluem diarréia, nauseas, dor abdominal, febre branda e calafrio (ACHA,;
SZYFRES, 2003). A Salmonellose € uma das mais frequentes doengas transmitidas
por alimentos e existem mais de 2500 sorovares de Salmonella, todos considerados
patogénicos (KUBO et al, 2004). Segundo Nadvorny; Figueiredo e Schmidt, (2004) a
Salmonella sp. foi o agente prevalente nos surtos de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA’s) investigados no estado do Rio Grande do Sul, em 2000,
chegando a 74,7% dos casos ocorridos. Jansen, Frank e Stark, (2007) relatam que
no periodo dos anos de 2001 a 2005 ocorreram cinco grandes surtos de
salmonelose na Alemanha envolvendo carne suina. A Salmonella também pode
estar presente em alimentos de origem vegetal como espinafre e alface (GUENTZE
et al., 2008).

A Salmonella Enteritidis € atualmente um sorotipo predominantemente
causador de infecgdes alimentares, estando envolvida em surtos com alimentos
congelados a base de ovos (HOLTBY et al., 2006). Ela foi a causadora de 70% dos
casos de doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) no Japao no periodo de 1996
a 1999 (OSAKA et al., 1999). Somente na prefeitura de Shiga, no Japao, ocorreram
trés surtos nesse periodo (MATSUNE et al., 2001). No ano de 2004, na Austria, em
83% dos casos registrados de salmonelose estavam relacionados a Salmonella
Enteritidis (MUCH et al. 2005).
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Escherichia coli forma parte da familia Enterobacteriaceae. Ela é um
componente normal da flora do intestino grosso de animais de sangue quente,
incluindo o homem. E. coli € um bacilo gram-negativo, anaerdbio facultativo.
Classificam-se em diferentes sorotipos apresentando mais de 170 sorogrupos. O
periodo de incubacdo da doenca no homem é de 2 a 9 dias. A doenca pode
manifestar-se por diarréia ou até uma colite hemorragica severa, com fortes dores
abdominais, com pouca ou nenhuma febre. Os alimentos relacionados a
enfermidade sao carne picada insuficientemente cozida, leite cru, sanduiches frios e
batata crua (ACHA, SZYFRES 2003; FORSYTHE, 2002).

Mora et al. (2007) isolaram E. coli O157 de carne crua, queijo e vegetais
frescos. E. coli O157 foi suspeita de 14 surtos de DTA's ligados a produtos carneos
e de laticinios na Escocia no periodo de 1994 a 2003 (STRACHAN et al., 2006).
Guentze et al., op.cit. desenvolveram pesquisa para reduzir o conteudo de E. coli
0157:H7 da superficie de alfaces e espinafres.

Staphylococcus aureus causa intoxicacao alimentar por uma enterotoxina pré-
formada no alimento. A grande maioria dos surtos se devem a cepa de S. aureus
coagulase-positivas. O género Staphylococcus consta de bactérias gram-positivas
em forma de cocos, agrupados em cacho. A bactéria ndo € muito resistente ao calor,
porém a sua enterotoxina é resistente ao calor. O periodo de incubagdo da doenga
no homem é curto, geralmente de trés horas depois da ingestdo do alimento. Os
sintomas principais sdo nauseas, vOmitos, dores abdominais e diarréia. Os
estafilococos podem contaminar, mesmo em pequenas quantidades, quase todos os
alimentos de origem animal ou, naqueles diretamente manipulados (ACHA;
SZYFRES, 2003; JAY, 2005). Pesquisas relatam surto de Staphylococcus aureus
causado por manipulacado inadequada na preparacao de alimentos em restaurantes,
bem como presenca de enterotoxina estafilococia nesse tipo de estabelecimento
(CARMO. et al., 2003; SORIANO et al. 2002). Leite e produtos derivados podem
apresentar presenga de enterotoxina de Staphylococcus aureus (MORANDI et al.,
2007; CARMO et al., 2002).
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CAPITULO 3
Artigo: Inibicdo e inativacdo bacterianas in vitro de diferentes formas de

extracdo de Ocimum gratissimum L. (“alfavacé&o”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”)
— Labiatae (Lamiaceae), frente a bactérias de interesse em alimentos.

Submetido a Revista Brasileira de Plantas Medicinais (RBPM).



22

Inibic&o e Inativagcao Bacterianas in vitro de diferentes formas de extragao de
Ocimum gratissimum L. (“Alfavacao”, “ Alfavaca”, “ Alfavaca-Cravo”) — Labiatae
(Lamiaceae), frente a bactérias de interesse em alimentos.
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'Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de
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RESUMO: Através de Testes de Diluicio em Sistema de Tubos Multiplos
determinou-se a Intensidade de Atividade de |Inibicdo Bacteriana
(IINIB/bacteriostasia) e a Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana
(INAB/bactericidia) de solugbes conservantes contendo extratos etandlicas
(alcoolatura/planta in natura, hidroalcoolatura/planta seca) e hidricas (decoctos
/planta in natura ou seca) de Ocimum gratissimum L. (“alfavacdo”, “alfavaca”,
“alfavaca-cravo”) — Labiatae - (Lamiaceae), sobre indculos padronizados de
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Escherichia coli (ATCC 11229) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Todas as diferentes formas de extracéo
apresentaram capacidade de inibicdo e/ou inativacdo seletivas sobre os inoculos
bacterianos, tendo a forma de extracdo alcodlica apresentado a atividade
antibacteriana mais intensa (inibicao/inativagao) frente aos trés agentes. A bactéria
mais sensivel a atividade antibacteriana em todas as solugcbes conservantes foi

Salmonella Enteritidis. Staphylococcus aureus apresentou a menor sensibilidade as
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formas de decocgdo, enquanto Escherichia coli apresentou a menor sensibilidade

frente a forma de extracao hidroalcodlica.

Palavras-chave: Ocimum gratissimum, atividade antibacteriana, inibicao bacteriana,

inativacao bacteriana.

ABSTRACT: Through of Dilution Tests in Multiple Tubes System it was determined
the intensity of bacterial inhibition activity (lINIB/bacteriostasy) and the intensity of
bacterial inactivation activity (IINAB/bactericidie) from solutions containing etanolic
extractions (alcoholature/plant in nature, hidroalcoholature/ dry plant) and hydric
extractions (decoctions/in natura or dry plant) of Ocimum gratissimum L.
("Alfavacao", "Alfavaca", "African basil") - Labiatae - (Lamiaceae), on standardized
inocula of Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Escherichia coli (ATCC 11229) and
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). All differents extractions forms had showed
secletive capacity of inhibition or inactivation on the bacterial inocula,. The alcoholic
extraction form presented the antibacterial activity more intense (inhibition/
inactivation) against three agents. The sensitivest bacteria by all preservatives
solutions was Salmonella Enteritidis. Staphylococcus aureus showed a lower
sensibility to the decoction types, while Escherichia coli showed a lower sensibility to
the hydroalcoholic extraction.

Keywords: Ocimum gratissimum, antibacterial activity, bacterial inhibition, bacterial

inactivation.
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INTRODUCAO

Os recursos naturais renovaveis representados pelas plantas medicinais,
condimentares e aromaticas, participam do cotidiano das agdes de saude e de
alimentacao, através de seus inumeros principios ativos e biocomplexos extraidos
de diferentes modos e processos incluindo os decoctos, os infusos, os macerados,
as tinturas, as alcoolaturas, envolvendo diferentes solventes, permitindo o estudo
dos extratos na condigdo de droga crua ou purificada, partindo-se de plantas in
natura ou verdes ou plantas desidratadas, entre outros processos (Sullivan, 1997).

O género Ocimum pertence a familia Labiatae (Lamiaceae), abrangendo
trinta espécies que sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais. Ocimum
gratissimum L. € uma planta que possui aroma forte e agradavel, popularmente
chamado de “alfavacéo”, “alfavaca” ou “alfavaca-cravo”, com origem no oriente,
subespontaneo em todo o Brasil e do qual existem diversos quimiotipos. Varias
espécies de Ocimum sao plantas classicamente fornecedoras de dleos essenciais,
largamente utilizados como temperos de pratos especiais e como aromatizantes de
licores e de perfumes finos (Lorenzi & Matos, 2002).

Medicinalmente, Ocimum gratissimum é utilizado frente a varias doencgas tais
como: leishmanioses, infecgdes do trato respiratério superior, diarréia/antidiurese,
desordem gastrointestinal, febre tiféide, dor de cabega, doencas de pele e
oftamoldgicas, sendo muito comum na medicina caseira 0 uso de seu cha como
carminativo, sudorifico e diurético. A planta apresenta inumeros compostos, sendo o
eugenol o composto majoritario (Ueda-Nakamura et al., 2006; Sartoratto et al. 2004;
Lorenzi & Matos, 2002; llori et al. 1996).

A utilizagao de 6leos essénciais de plantas como redutor de microrganismos

patogénicos para a conservagao de alimentos vem crescendo devido ao interesse
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em substituir compostos quimicos sintéticos por substancias naturais. Estes
compostos podem ser responsaveis por atributos carcinogénicos, teratogénicos e
também apresentar toxicidade residual (Moreira et. al., 2005). Outro fator relevante
para a busca por conservantes naturais € que muitos microrganismos patogénicos
adquirem resisténcia aos antibiéticos, havendo a necessidade de serem substituidos
por produtos de origem natural (Sartoratto et al., 2004). Estudos vém sendo
realizados para avaliar a atividade antimicrobiana e antifungica de plantas
medicinais (Chah et al., 2006; Faria et al., 2006). Ocimum gratissimum, por sua vez,
apresenta esta propriedade conservante devido as substancias encontradas em seu
Oleo essencial tais como: cimen-8-ol, eugenol e trans-cariofileno, entre outras
(Sartoratto et al., 2004; Nguefack, 2004; Nakamura et al., 1999; llori et al., 1996).
Orafidiya et al., (2002) descrevem atividade antibacteriana em formulagdées com 6leo
essencial de Ocimum gratissimum utilizadas como antissépticas no tratamento de
feridas ou lesdes com solugao de continuidade. Oussou et al., (2004) testaram dleo
essencial do género Ocimum, entre estes O. gratissimum, frente a 14 bactérias
diferentes originarias da Costa do Marfim demostrando atividade bacteriostatica e
bactericida relevantes nesta planta.

Eugenol é o composto quimico em maior percentual no 6leo essencial da
planta Ocimum gratissimum, podendo este valor variar em fungdo da técnica de
extracdo e do acesso. Este composto apresenta uma série de atributos
farmacolégicos tais como: agente aromatico para alimentos, anticonvulsivo,
anestésico, analgésico dentario, antibactericida e fungicida (Ueda-Nakamura, 2006;
Sartoratto et al., 2004; Lorenzi & Matos; 2002).

Este trabalho tem como objetivo determinar in vitro a atividade antibacteriana

de extratos etandlicos (alcoolatura/planta verde e hidroalcoolatura/planta seca, com
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evaporagao do etanol em sistema rota-vapor com reconstituicao hidrica posterior sob
condigdes de assepsia) e extratos hidricos (decoctos de planta verde e seca, idem
quanto a reconstituicdo) de um acesso de Ocimum gratissimum, constituido de um
“pool” de exemplares subespontaneos, originarios do Municipio de Eldorado do
Sul/RS, frente a agentes bacterianos padrdes internacionais de interesse em
alimentos, respectivamente Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 11229) e Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), atividade esta expressa como
IINIB (Intensidade de Inativacdo Bacteriana/bacteriostasia) e como [INAB
(intensidade de Inativagao Bacteriana/bactericidia), relacionando-a, outrossim, com o
tempo de confrontagao bactérias versus diferentes extratos. Em sintese, manipulam-
se as variaveis: bactérias, os diferentes tipos de extracdo, os tempos de
confrontagao e a presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos, permanecendo
constante em 50% a concentragdao final de uso dos diferentes extratos nas

denominadas solugdes conservantes.

MATERIAL E METODO

A planta Ocimum gratissimum foi colhida em propriedade
agroecologica familiar em Parque Eldorado, Municipio de Eldorado do Sul, regido
metropolitana de Porto Alegre, RS/Brasil, Depressao Central (coordenadas de 30°
05 S e 51° 40’ W), constituindo um “pool” de partes vegetativas e reprodutivas de
exemplares subespontaneos, ruderais. Segundo a escala ACFOR de Kent & Coker
(1992), nesta propriedade Ocimum gratissimum se classificou na categoria de
“frequente”. Aplicando a escala de sociabilidade de Braun-Blanquet (1979) a planta

se apresentava em pequenos grumos ou tufos de individuos nao cultivados.
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O material foi herborizado segundo Ming (1996) e catalogado pela bidloga
Silvia Marodin (CRBIio/RS n° 17268), sendo a duplicata botanica incorporada ao
Herbario do Departamento de Botanica, do Instituto de Biociéncias, da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, recebendo numero de registro 150160.

Talos, folhas e flores da planta foram submetidos aos processos de extragao
alcodlica (alcoolatura/planta in natura), extragcao hidroalcdolica
(hidroalcoolatura/planta seca) e decocgao (planta seca e in natura) para obtengao
das solugdes conservantes ou antibacterianas, segundo Farmacopéia (1959). As
amostras vegetais recém colhidas foram trituradas grosseiramente e colocadas em
alcool etilico, de cereais (Farmaquimica, Porto Alegre/RS/BR) a 96 °GL, na
proporcdo de 400 g de planta para 1000 mL de alcool, na extragdo alcodlica. O
extrato hidroalcodlico foi elaborado a partir de planta seca, colocado em alcool
etilico, de cereais, a 70 °GL, na propor¢gao de 100 g de planta para 1000 mL de
alcool. Apés um periodo de quinze dias, ambos os extratos foram submetidos a
destilagao fracionada sob pressao reduzida em sistema rota vapor, desprezando-se
a porgao alcodlica e reidratando-se o extrato resultante com agua destilada estéril,
reconstituindo-se as concentragdes iniciais da planta. O decocto de planta seca foi
preparado a partir da planta desidratada na proporcao de 100 g de planta para 1000
mL de agua destilada estéril, mantido sob fervura durante 20 minutos em aquecedor
com refluxo repondo-se o volume inicial. J& o decocto de planta in natura foi
realizado no momento da chegada da planta ao Laboratério de Higiene, Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, sendo realizado na proporgdo de 400 g da planta para 1000 mL de agua
destilada estéril. Para viabilizar a extracao hidroalcodlica e o decocto de planta seca,

parte da planta foi pesada e colocada em estufa com circulacido de ar forgcada e
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temperatura constante de 40 °C, procedendo-se varias pesagens até a estabilizacao
de seu peso. Para o controle permanente da assepsia destes procedimentos de
extracdo e reconstituicdo, determinou-se a esterilidade de todos as solugdes
conservantes ou antibacterianas, retirando-se aliquota de 5 mL, semeada em tubos
de Caldo BHI (Brain Hearth Infusion, ACUMEDIA, Maryland/Baltimore/USA),
incubados aerdobiamente a 37 °C por até 48 horas, confirmando-se por
plagueamento em Agar Nutriente (Nutrient Agar, ACUMEDIA,

Maryland/Baltimore/USA).

Foram utilizadas amostras de indculos padrées American Culture Colletion
(ATCC), para a avaliagdo da atividade antibacteriana (IINIB/bacteriostasia e
IINAB/bactericidia) dos diferentes extratos de plantas tendo sido estas:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11229) e Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076), provenientes da colegao-bacterioteca do Laboratério de
Higiene de Alimentos do ICTA/UFRGS. Os in6culos foram reativados em meio de
cultura BHI a 37 °C por um periodo de 18 a 24 horas de incubacao aerdbia, com o
objetivo de atingir uma concentracdo = 1,0 x 108 UFC/mL para confrontagdo com os
diferentes extratos de O. gratissimum , através de diluicdes seriais logaritmicas
(Avancini, 2002). A avaliagao da concentracéo inicial foi realizada através da técnica
da microgota segundo Romeiro (2007) e a contagem de microrganismos viaveis foi
concretizada em placas de Petri contendo meio de cultura PCA (Plate Count Agar,
HIMEDIA, Mumbai/india). Foram realizadas diluicbes seriadas, a partir do inéculo
inicial, transferindo-se 1 mL deste para tubos de ensaio contendo 9 mL de agua
peptonada 0,1% (BIOBRAS, Montes Claros/MG/BR) para obter a diluicdo 107, e
assim sucessivamente até a diluicdo 107%. De cada diluigdo foram transferidas trés

gotas para placas de Petri utilizando micropipetas de 15 uL e a leitura realizada em
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24 horas de incubacao aerébia a 37 °C. O valor final considerado constituiu-se da
média das contagens das gotas triplicadas, avaliadas biometricamente segundo
Cavalli-Sforza (1974).

Para a determinacdao da atividade antibacteriana dos extratos de Ocimum
gratissimum, lida como Intensidade de Atividade de Inibicao
Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagao
Bacteriana/bactericidia (IINAB), utilizou-se o Teste de Diluicdo segundo Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft/Sociedade Alema de Medicina Veterinaria (DVG,
1980), com base na Técnica do Sistema de Tubos Multiplos, modificada por Avancini
(2002), confrontando-se os quatro diferentes extratos com 12 diluigdes seriais
logaritmicas (10" a 107" UFC/mL) dos diferentes inéculos bacterianos.

Entende-se por IINIB/bacteriostasia, o resultado do confronto da bactéria com
a solugao antibacteriana em meio especifico, e por IINAB/bactericidia, o mesmo
resultado, porém sob a influéncia dos desinibidores bacterianos acrescidos ao BHI
(DVG, 1980; Andrade & Macedo, 1996; Reybrouck,1979, Reybrouck, 1998). Estes
valores sdo, segundo Avancini (2002), representacdes da atividade bioldgica
inibitéria/bacteriostasia ou inativadora/bactericidia de diferentes solucdes
antibacterianas sobre 0s microrganismos.

Os resultados de Intensidade de Atividade de Inibicao
Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagao
Bacteriana/bactericidia (IINAB) foram representados por variaveis ordinais
arbitrarias, que assumiram valores de 12 a 0, sendo que o valor de 12 (doze)
representa atividade maxima e 0 (zero) a nao-atividade, como demonstra a Tabela 1

a segquir.
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TABELA 1 — Representagao dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade atribuidos
as variaveis Intensidade da Atividade de Inibigdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de
Atividade de Inativacédo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas correspondentes diluicbes e doses
infectantes dos indculos.

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0  Variaveis
ordinarias de
intensidade de
atividade

10" 102 10® 10* 10%° 10° 107 10® 10° 10™ 10" 10" na UFC/mL-
diluigdes de
inoculo inibidas
ou inativadas

10" 10° 10° 10* 10* 10* 10" 1 10" 102 10°® 10* na UFC/mL-doses
infectantes
inibidas ou
inativadas

n.a: auséncia de atividade antibacteriana;
UFC/mL: unidades formadoras de col6nias por mL.

Os resultados da avaliagdo da atividade antibacteriana (lINIB e [INAB) das
diferentes solugdes conservantes extraidas de Ocimum gratissimum foram tratados
através do programa de analises estatisticas Sisvar 5.0. Os resultados foram

avaliados através da Analise de Variancia (Anova) e teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antibacteriana das quatro formas de
extragdo de Ocimum gratissimum a 50%, independentes dos fatores tempo de
confrontagcdo, espécies bacteriana e presenga ou auséncia de desinibidores

bacterianos, encontram-se na Tabela 2.
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TABELA 2 - Intensidade da Atividade de Inibicao Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade da
Atividade Inativacdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) de diferentes extratos a 50% de Ocimum

gratissimum-(“alfavacao”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae (Lamiaceae) - segundo diferentes
tempos de exposicdo e a presenga ou auséncia de desinibidores bacterianos, observados em

triplicata.

Staphylococcus Salmonella

aureus Enteritidis Escherichia coli

Tipo de Tempos

Extrato (h) IINIB IINAB IINIB IINAB IINIB IINAB

11 1 11
Alcoolatura 48

Hidroalcoolatura 48

Decocto Verde 48

Decocto Seco 48

[N
i
N
OO -aNOOOOWNNNRNWW
OO -ANOOOO|WNNNI=RNWW
OO -_2NOOOOIWNNNEAENWW
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Quando avaliada a sensibilidade das trés espécies bacterianas frente a
solugdes conservantes de Ocimum gratissimum, independentemente das demais
variaveis manipuladas, houve diferenga significativa entre as bactérias, como mostra
a Tabela 3. A bactéria que apresentou maior sensibilidade a atividade antibacteriana
foi Salmonella Enteritidis, bem superior as demais, seguida de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.

TABELA 3 — Avaliagdo da sensibilidade de trés espécies bacterianas de interesse em
alimentos frente a solugbes conservantes de Ocimum gratissimum, independente dos fatores
tipo de extracdao, tempo de confrontacdo, presenga ou auséncia de desinibidores

bacterianos.

Espécies bacterianas Numero Arbitrario
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,91°
Escherichia coli (ATCC 11229) 2,34°
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 4,50°

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( ? ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as espécies
bacterianas para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).

Quando avaliados os dois tratamentos com desinibidores/bactericidia (IINAB)

e sem desinibidores/bacteriostasia (IINIB), independentemente das demais variaveis
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manipuladas, observou-se diferencas significativas como mostra a Tabela 4. O
tratamento IINIB (bacteriostasia/inibicdo pela auséncia de desinibidores) apresenta
resultado superior ao de IINAB (bactericidia/inativacdo pela presenga de
desinibidores), ou seja, a acado bacteriostatica das solugdes conservantes de
Ocimum gratissimum € superior a agao bactericida. Souza (2005), Girolometto
(2005) e Carvalho (2005) testando outras plantas e aplicando a mesma metodologia

também obtiveram resultados superiores para IINIB em relacido ao |INAB.

TABELA 4 - Avaliagdo da presengca ou da auséncia de desinibidores bacterianos na
atividade antibacteriana de solugbes conservantes de Ocimum gratissimum, independente
dos fatores tempo de confrontagdo, tipo de extracio e espécie bacteriana.

Tratamentos com presenga ou auséncia de desinibidores Numero Arbitrario
IINAB / bactericidia (presencga dos desinibidores bacterianos) 1,312
IINIB / bacteriostasia (auséncia de desinibidores bacterianos) 3,85°

Letras minUsculas diferentes sobrescritas ( # ) na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os
tratamentos para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).

A Tabela 5 avalia a atividade antibacteriana dos extratos de Ocimum
gratissimum obtidos a partir de diferentes tipos de extragdo sobre as principais
bactérias causadoras de toxinfecgbes alimentares. Dentre estas Staphylococcus
aureus apresentou diferenga significativa em todos os tipos de extragdo. A maior
atividade antibacteriana sobre esta bactéria foi obtida na forma de extragao
alcodlica, seguido da forma hidroalcodlica e da decocgéo de planta seca, sendo que
a atividade antiestafilocécica do extrato obtido através da decocg¢do de planta in
natura foi nula. Salmonella Enteritidis apresenta diferenga significativa entre todos os
tipos de extracdo, sendo que a atividade mais intensa foi observada na forma
alcodlica. Ja as atividades dos extratos obtidos por hidroalcoolatura e decoccéo de
planta seca sobre Escherichia coli ndo apresentam diferenga significativa. Observa-

se, novamente, maior agao antiescherichia no extrato obtido por alcoolatura.
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TABELA 5 — Avaliacéo da relagao entre as espécies bacterianas de interesse em alimentos e
os diferentes tipos de extracdo de Ocimum gratissimum, independente dos fatores tempo de
confrontagao, presencga ou auséncia de desinibidores bacterianos.

Espécies bacterianas

Tipos de Staphylococcus aureus Salmonella Enteritidis Escherichia coli
Extracao

Decocto com 0,007 2,007 0,75
planta verde

Decocto com 0,38 2,50 0,63
planta seca

Hidroalcoolatura 1,13% 3,63%° 0,88
(planta seca)

Alcoolatura 2,13% 9,88% 7,13

(planta verde)

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( ? ) na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tipos de
extragdo e letras mailsculas diferentes sobrescritas ( A ) na mesma linha indicam diferengas significativas entre as
espécies bacterianas para a andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).

Quando avaliadas as quatro formas de extragdo (Tabela 5),
independentemente das demais variaveis manipuladas, estas apresentam
diferencas significativas entre si. A extragdo alcodlica apresenta valor bem superior
aos demais tipos de extragdo, seguido pela hidroalcoolatura, pelo decocto de planta
seca e pelo decocto de planta in natura. Souza (2005) e Girolometto (2005), embora
testando outras plantas, com a mesma metodologia, também obtiveram resultados
superiores para a forma de extragao alcodlica e inferiores para os decoctos. Uma
hipétese para estas diferencas pode estar relacionada a perda de componentes
como Oleos essenciais, mais especificamente o eugenol, cimen-8-ol e trans-
cariofileno, nas extragdes por decocg¢do, quando se utilizam temperaturas mais
elevadas (ebulicdo) sdo utilizadas, em comparacdo com a hidroalcoolatura e
alcoolatura.

Quando avaliada a acdo antibacteriana individualmente, relacionada a cada
tipo de extracdo, sobre as trés diferentes bactérias, houve diferenga significativa em
todos os tipos de extracdo. Salmonella Enteritidis apresenta a maior sensibilidade

antibacteriana em relacdo a todos os diferentes tipos de extracdo. Staphylococcus
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aureus apresenta a menor sensibilidade a extracado alcodlica, a decocg¢ao da planta
verde e da planta seca. Ja na forma de extracdo hidroalcodlica, a menor
sensibilidade antibacteriana € demonstrada por Escherichia coli.

Em numeros absolutos, os trés maiores valores de sensibilidade
antibacteriana sdo encontrados, em ordem decrescente, nas formas de extracao
alcodlica atuando sobre a Salmonella Enteritidis e Escherichia coli, bem como na
forma de extracdo hidroalcodlica atuando sobre a Salmonella Enteritidis, embora
menor.

A Tabela 6 avalia a presenca ou auséncia de desinibidores atuando sobre as
diferentes bactérias. Os resultados apresentam uma maior atividade bactericida
(IINAB, com desinibidor) na Salmonella Enteritidis, seguida de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, sendo que todos os valores sao diferentes
significativamente entre si. J& a maior atividade bacteriostatica (IINIB, sem
desinibidor) é observada na Salmonella Enteritidis, seguida de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, sendo que todos os Vvalores sao diferentes
significativamente entre si. Nos resultados obtidos destaca-se, novamente, como na

Tabela 4, que a agao bacteriostatica € maior que a bactericida (IINIB>IINAB).

TABELA 6 - Avaliagdo da relagao entre a sensibilidade das espécies bacterianas de
interesse em alimentos e as solugdes conservantes de Ocimum gratissimum, na presenca
ou auséncia de desinibidores bacterianos, independente dos fatores tempo de confrontacao
e tipo de extragao.

Bactérias Tratamentos com presenga ou auséncia de desinibidores
IINAB [INIB
Staphylococcus aureus 0,502" 1,312°
Escherichia coli 0,81 3,88%
Salmonella Enteritidis 2,63% 6,38%

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as espécies
bacterianas e letras maiusculas diferentes sobrescritas ( A ) na mesma linha indicam diferengas significativas entre
os tratamentos com presenca e auséncia de desinibidor bacteriano, para a analise de variancia (Anova) e teste de
Tukey (p<0,05).

Outros autores descrevem atividade bactericida usando a planta Ocimum

gratissimum sobre as mesmas trés bactérias, porém com outras técnicas de
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avaliacao de sensibilidade antimicrobiana. Sartorrato et al. (2004) e Nguefack et al
(2004.) observaram atividade bactericida frente Staphylococcus aureus. Por sua vez,
Nakamura et al. (1999) também descreveram atividade bactericida significativa sobre
Staphylococcus aureus, porém menor frente a Salmonella Enteritidis e Escherichia
coli.

A Tabela 7 avalia os tipos de tratamento com e sem desinibidor , mostrando a
atuacao destes (lINIB/bacteriostasia e IINAB/bactericidia) relacionando-os as
diferentes formas de extragcdo, independentemente dos demais fatores. Os
resultados mostram que a forma de extracado alcodlica produz extratos de Ocimum
gratissimum com maior atividade bactericida (IINAB, com desinibidor), enquanto que
o extrato obtido por hidroalcoolatura apresenta atividade nula, sendo que todos os
valores sao diferentes significativamente entre si. A maior atividade bacteriostatica
(IINIB, sem desinibidor) é observada também na forma de extragdo alcodlica,
seguida da hidroalcodlica, da decocgéo de planta seca e da decocgao de planta in
natura, sendo que todos os valores foram diferentes significativamente entre si.
Quando avaliadas individualmente para cada tipo de extrato, as atividades
bactericida (IINAB, com desinibidor) e bacteriostatica (IINIB, sem desinibidor),

apresentam sempre diferengas significativas.

Tabela 7 — Avaliagao da relacdo entre as diferentes formas de extragdo das solugdes
conservantes de Ocimum gratissimum na presenga ou auséncia de desinibidores
bacterianos, independente dos fatores tempo de confrontagdo e espécie bacteriana de
interesse em alimentos.

Tratamento com presenga ou auséncia de desinibidores
Tipos de Extragéo IINAB IINIB
Decocto com planta verde 0,42 1,428+
Decocto com planta seca 0,67 1,67°°
Hidroalcoolatura (planta 0,00 3,75%®
seca)
Alcoolatura (planta verde) 417" 8,58

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( # ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as
diferentes formas de extracéo e letras maiusculas diferentes sobrescritas ( A ) na mesma linha indicam diferencas
significativas entre os tratamentos com presenca e auséncia de desinibidor bacteriano para a analise de variancia
(Anova) e teste de Tukey (p<0,05).
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Em sintese, todos os extratos de Ocimum gratissimum originados das
diferentes tipos de extracdo, apresentam capacidade de inibicdo e/ou inativagao
seletivas in vitro sobre os trés indculos bacterianos de interesse em alimentos
estudados, tendo a forma de extragdo alcodlica (etanol evaporado em sistema de
rota-vapor com reconstituicdo hidrica sob assepsia) apresentado atividade
antibacteriana mais intensa (inibicao/inativagcao) frente aos trés agentes. A bactéria
mais sensivel a atividade antibacteriana de todos os extratos € Salmonella
Enteritidis. Staphylococcus aureus apresenta a menor sensibilidade as formas de
decoccéao, enquanto que Escherichia coli apresenta menor sensibilidade ao extrato
de Ocimum gratissimum obtido por extragdo hidroalcodlica. Os resultados in vitro
sugerem a perspectiva da continuidade de estudos objetivando a aplicagao de
diferentes métodos de obtencdo de extrato de Ocimum gratissimum, tanto para
serem utilizados como solugcdo conservante como condimentos alimentares, com

perspectiva de qualidade, seguranca e sensorialidade alimentar.
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Capitulo 4
Artigo: Inativacdo bacteriana e sensorialidade em bebidas formuladas a

partir de extrato reconstituido de Ocimum gratissimum L. (“alfavacao”,
“alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae - (Lamiaceae).

Submetido a Revista da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (SBCTA).
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Inativac&o bacteriana e sensorialidade em bebidas formuladas a partir de
extrato reconstituido de Ocimum gratissimum L. (“alfavacdo”, “alfavaca”,

“alfavaca-cravo”) — Labiatae - (Lamiaceae).

PASSOS, M.G. % CARVALHO, H.H.*; WIEST, J.M. "
'Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre/ RS, Brasil. *Correspondéncia: J.M.Wiest — ICTA/UFRGS, Campus do
Vale, Avenida Bento Gongalves, 9500, Caixa Postal 15090, CEP 91505-970, Porto
Alegre — RS / Brasil. E-mail: jmwiest@ufrgs.br

RESUMO: A partir da formulagao de quatro bebidas, duas alcodlicas e duas nao
alcodlicas, com e sem acucar respectivamente, a partir de extrato reconstituido
(alcoolatura/planta verde) de Ocimum gratisimum L. (“alfavacdo”, “alfavaca”,
“alfavaca-cravo”) — Labiatae - (Lamiaceae) em diferentes concentragdes (5%, 15%
e 30%), foi determinada, através de Testes de Suspensédo em Sistema de Tubos
Multiplos, a Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB/bactericidia),
sobre Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), bem como a aceitabilidade/preferéncia
sensorial por Escala Hedbnica destes quatro produtos. Todas as formulagcdes
apresentaram atividade bactericida para Salmonella Enteritidis, diretamente
proporcional as concentragdes do extrato e ao tempo de exposi¢cdo da bactéria as
bebidas, destacando-se neste sentido a formulagdo ndo alcodlica com agucar. Na
analise sensorial a preferéncia aumentou com o decréscimo da concentracéo de
extrato de Ocimum gratissimum na formulagcédo. A bebida ndo alcodlica com
agucar, na concentragdo de 5% de extrato, destacou-se na preferéncia

sensorial/aceitablilidade.

Palavras-chave: analise sensorial, alfavaca, Salmonella Enteritidis.

ABSTRACT: From four drinks formulation, two alcoholic and two no-alcoholic, with
and without sugar respectively; from reconstituted extract (alcoholature/green plant)
of Ocimum gratissimum L. (African basil) - Labiatae - (Lamiaceae) at different

concentrations (5%, 15% and 30%) was determined by Suspension Tests in
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Multiple Tubes System the Activity Intensity of Bacterial Inactivation
(IINAB/bactericidie) on Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) and the
acceptability/sensory preference by Hedonic Scale of these four products. All
formulations showed bactericidal activity on Salmonella Enteritidis, directly
proportional to the extract concentrations and the exposure time of the bacterium in
beverages, pointing the not alcohol with sugar formulation. In the sensorial analysis
the preference increased with the decrease of the extract concentration of Ocimum
gratissimum. The no-alcoholic beverage with sugar, in the extract concentration of

5%, pointed in the sensorial preference//acceptability.

Keywords: sensorial analisys, alfavaca, Salmonella Enteritidis.
1. INTRODUCAO

A busca por alimentos seguros livre de microrganismos patogénicos e
degradadores, tem sido uma preocupacdo de Orgdos Governamentais e dos
consumidores. Neste sentido, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com
plantas utilizadas na medicina popular e na gastronomia tradicional, avaliando suas
atividades bactericidas e fungicidas (AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007;
MOREIRA et al, 2005; NGUEFACK et al. 2004; SAHIN et al., 2004; TEPE et al.,
2004; JIROVETSZ et al, 2003; SAGDIC; OZCAN, 2003, HAMMER, CARSON;
RILEY, 1999).

O género Ocimum pertence a familia Labiatae (Lamiaceae), possuindo 30
especies de ervas que sao encontradas em regides tropicais e subtropicais.
Ocimum gratissimum L. € uma planta que possui aroma forte e agradavel
popularmente chamado de “alfavacao”, “alfavaca” e “alfavaca-cravo” com origem
no oriente, subespontdneo em todo o Brasil e do qual existem diversos
quimiotipos. Varias espécies de Ocimum s&o plantas classicamente fornecedoras
de Oleos essenciais, largamente utilizados como temperos de pratos especiais e
aromatizantes de licores e de perfumes finos (LORENZI; MATOS, 2002).

Diferentes autores comparam as atividades bactericida e fungicida de plantas
com indicativo medicinal ou condimentar, incluindo Ocimum gratissimum (FARIA et
al., 2006; NGUEFACK, BUDDE; JAKOBSEN, 2004; NAKAMURA et al., 2004;
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SARTORATTO et al.,, 2004; ORAFIDIYA et al., 2001; NAKAMURA et al., 1999).
Chah (2006) avaliou as propriedades antibacterianas e cicatrizantes de plantas
medicinais, sobre Staphylococcus aureus e E. coli. Nguefack et al. (2004) testaram
a atividade antifungica sobre agentes degradantes e produtores de micotoxina,
sugerindo o uso de Ocimum gratissimum, na formulacdo de bebidas nao
alcodlicas.

Segundo a normatizagédo brasileira de bebidas, um dos tipos referidos, que
pode ser alcodlico ou ndo, € o aperitivo a base de plantas. A legislagdo, ainda
refere, que aperitivo € uma bebida com graduagao alcodlica de meio a cinqlenta e
quatro por cento em volume, a vinte graus Celsius, contendo principios amargos
ou aromaticos, com caracteristicas aperitivas ou estimulantes do apetite, obtidas a
partir de extratos de um ou mais vegetais, ou parte dos mesmos. Ao aperitivo
podera ser adicionado agucares, bem como substancias saborizantes,
aromatizantes, corantes e outros aditivos permitidos. O aperitivo cujo sabor seja
predominantemente amargo se denominara de: "Fernet" , "Bitter", amargo ou
amaro (BRASIL, 1994).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a Intensidade de Atividade de
Inativacao Bacteriana (IINAB/bactericidia) de bebidas alcodlica e nao alcodlica, na
presenca ou auséncia de agucar respectivamente, formuladas a partir de extrato
reconstituido de Ocimum gratisimum (alcoolatura/planta verde) sobre Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076), bem como determinar, através de analise sensorial, a

aceitabilidade/preferéncia destes produtos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta da planta e elaborac¢éo do extrato reconstituido

A planta Ocimum gratissimum foi acessada em propriedade agroecoldgica
familiar em Parque Eldorado, Municipio de Eldorado do Sul, regido metropolitana
de Porto Alegre RS/Brasil (coordenadas de 30° 05’ S e 51° 40’ W), constituindo-se
de um “pool” de partes vegetativas e reprodutivas de exemplares subespontaneos
e ruderais. Nesta propriedade, segundo a escala ACFOR de Kent e Coker (1992),
Ocimum gratissimum se classifica na categoria de “frequente”. Aplicando-se a
escala de sociabilidade de Braun-Blanquet (1979) a planta se apresentava em

pequenos grumos ou tufos de individuos nao cultivados.
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O material colhido foi herborizado segundo Ming (1996) e catalogado pela
bidloga Silvia Marodin (CRBio/RS n° 17268), sendo a duplicata botanica
incorporada ao Herbario do Departamento de Botanica, do Instituto de Biociéncias,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, recebendo numero de registro
150160.

Talos, folhas e flores da planta foram submetidos ao processo de extracao
alcoodlica (alcoolatura/planta fresca), para obtencdo do extrato reconstituido,
segundo Farmacopéia (1959). As amostras vegetais recém colhidas foram
trituradas grosseiramente e colocadas em alcool etilico, de cereais, a 96 °GL, na
proporgao de 400 g de planta para 1000 ml de alcool. Apés um periodo de quinze
dias, o extrato alcodlico foi submetido a destilacdo fracionada sob presséo
reduzida em sistema rotavapor, desprezando-se a porgao alcodlica e reidratando-
se o0 extrato resultante com &gua destilada estéril, reconstituindo-se as
concentracdes iniciais da planta, sendo esta solugcédo utilizada como base para

formulacao das bebidas.

2.2 Preparacao das bebidas

As bebidas foram formuladas a partir do extrato reconstituido da planta
Ocimum gratissimum nas concentragdes de 5%, 15% e 30%. Para cada uma das
concentragdes de extrato foram preparados quatro tipos de formulag¢des (Figura 1),
a saber: bebida alcodlica com presenga de agucar (aperitivo doce/ “I”); bebida
alcodlica com auséncia de agucar (aperitivo amargo/ “II’), bebida nao alcodlica com
presenca de acgucar (aperitivo doce/ “llI”) e bebida n&o alcodlica com auséncia de

acucar (aperitivo amargo/ “IV”).
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Extrato
Reconstituido

Bebida H,O Bebida .
Sem Agucar Com Agticar Calda
Aperitivo Aperitivo Aperitivo Aperitivo
Alcodlico (5%) N3o Alcodlico Alcodlico (5%) [« Nao Alcodlico
Amargo** Amargo** Doce™* Doce**
u”n HIVH “I” ul”l!
Alcool Alcool

* Calda na proporgéo de 1:1 de agucar e agua destilada, autoclavada durante 15min a 121°C.
** Cada bebida foi preparada em trés concentragdes de extrato reconstituido (5, 15 e 30%).

Figura 1- Fluxograma de elaboracao dos quatro tipos de bebidas (aperitivos)

Foi realizado ensaio preliminar para a determinacéo de teor alcodlico utilizado
nas bebidas que ndo interferisse na atividade bactericida posteriormente testada.
As concentracdes avaliadas foram elaboradas com alcool etilico, de cereais, a 96
°GL, em agua destilada estéril, nas graduagdes alcodlicas, (%/V) a 20° C de: 0,0
(branco); 0,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0; 40,0; 45,0; 50,0 e 54,0. Em
5mL de cada uma destas concentracdes foi inoculado 500 uL de Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076) com 1,27 x 10° UFC/mL. Apds 24hs de exposicdo em
incubacado aerdébia a 37 °C foram transferidas aliquotas de cada concentragéo
testada, através da técnica de microgota (ROMEIRO, 2007), para placas de Petri
contendo meio de cultura "Plate Count Agar" (PCA®), efetivando-se avaliagao final
de crescimento bacteriano, novamente apés 24 horas de incubagao aerébia a 37

°C. Este procedimento foi repetido para os tempos de exposi¢cao de 48, 72 e 144
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horas. A graduacao alcodlica definida pelo teste como in6cua ao crescimento de
Salmonella foi de 5%/V, sendo adotada como constante na formulagdo das

bebidas em estudo.

2.3 In6culo bacteriano

Para o desenvolvimento do Teste de Suspensao foi utilizada amostra padrao
American Type Culture Colletion (ATCC) de Salmonella Enteritidis (ATCC 11076),
proveniente da colegdo-bacterioteca do Laboratorio de Higiene de Alimentos do
Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). A amostra foi reativada em meio de cultura “Brain Heart
Infusion” (BHI OXOID®) a 37°C por um periodo de 18 a 24 horas de incubacgéo
aerdbia, com o objetivo de atingir uma concentragdo = 1,0 x 10 UFC/mL, através
de diluicbes seriais logaritmicas (AVANCINI, 2002). A avaliagdo da concentragao
inicial foi realizada através da técnica da microgota (ROMEIRO, 2007) e a
contagem de microrganismos viaveis concretizada em placas de Petri contendo
meio de cultura "Plate Count Agar" (PCA®). Foram realizadas diluigbes seriadas, a
partir do indculo, transferindo-se 1 ml deste para tubos de ensaio contendo 9 ml de
agua peptonada 0,1% para obter a diluigdo 10™". Este procedimento foi realizado
sucessivamente até a diluicdo 10® para definir a melhor diluicdo de contagem.
Para cada diluicdo foram transferidas trés gotas das suspensdes para as placas
utilizando micropipetas de 15 uL e a leitura realizada em 24 horas de incubagao
aerébia a 37°C. O valor final considerado como UFC/mL constituiu a média das
contagens das gotas triplicadas, avaliadas biometricamente segundo Cavalli-
Sforza (1974).

2.4 Teste de Suspenséao

Para avaliagdo da intensidade da atividade antibacteriana presente nos
quatro tipos de bebidas formuladas com extrato reconstituido de Ocimum
gratissimun, lida como Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB),
utilizou-se o Teste de Suspensao, segundo Deutsche Veterindrmedizinische
Gesellschaft (DVG, 1980), com base na Técnica do Sistema de Tubos Multiplos,
modificada por Avancini (2002), acrescido dos desinibidores bacterianos segundo
DVG (1980), Andrade e Macedo (1996), Reybrouck (1979; 1998), buscando desta

maneira garantir a preditividade dos resultados de isolamentos negativos
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interpretados como bactericidia verdadeira (CORTES, 1993). O controle
permanente da assepsia destes procedimentos de montagem do Sistema de
Tubos Multiplos realizou-se por autoclavagem. Todas as formulagdes, a partir do
extrato reconstituido da planta (em concentragcdes de 5%, 15% e 30%), foram
confrontadas com oito diluicdes seriais logaritmicas (10" a 102 UFC/mL) do inéculo
de Salmonella ativada a partir da bacterioteca. A sensibilidade ou resisténcia das
diferentes diluicbes de Salmonella confrontadas com o extrato reconstituido em
suas diferentes concentragcdes nas bebidas formuladas foi verificado através da
presenca ou auséncia de bactérias viaveis em aliquotas transferidas de todos os
tubos do Teste de Suspensao, por alga bacterioldgica calibrada (0,05 ml), apés 24,
48, 72 e 144 horas de incubagdo aerébia a 37 °C dos diferentes Testes de
Suspenséao, a tubos de ensaio, contendo 5 mL de meio de cultura “Brain Heart
Infusion” (BHI OXOID®) e incubadas por sua vez, durante 24 horas em aerobiose
a 37° C, efetivando-se, finalmente, a avaliagdo de crescimento bacteriano ou de
bactericidia/inativagao.

Os resultados do confronto de Salmonella com as diferentes formulacdes de
bebidas foram representados por variaveis ordinais arbitrarias (Tabela 1), que
assumiram valores de 8 (oito) a 0 (zero), indicando a intensidade da atividade de

inativagao bacteriana das bebidas.

TABELA 1 - Valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade atribuidos a variavel
Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas
correspondentes diluigdes e doses infectantes dos indculos.

8 7 6 5 4 3 2 1 0 Variaveis ordinarias de
intensidade de atividade
10™ 102 10% 10" 10° 10° 107 10® n.a UFC/mL - diluigdes de
inoculo
inativadas

10’ 10°  10° 10* 10° 10®° 10" 10° n.a UFC/mL - doses
infectantes inativadas

2.5 Analise sensorial

Para a analise sensorial foi utilizada a escala hedbnica para avaliacido de
preferéncia e aceitabilidade das bebidas (aperitivos) por 27 provadores nao
treinados (DUTCOSKY, 1996). Para tal foi utilizada a escala de 09 (nove) pontos,
variando do “desgosto muitissimo” ao “gosto muitissimo”. A escala Heddbnica foi

aplicada em dias diferentes agrupando as bebidas com agucar e em agucar, com o
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objetivo que os provadores nao favorecessem, uma bebida em detrimento a outra

e para evitar também a fadiga sensorial dos provadores.

2.6 Andlise estatistica
Os resultados do teste de escala Hedbnica e do teste de suspensao foram
tratados através do programa de analises estatisticas Sisvar 5.0, sendo realizadas

a Analise de Variancia (Anova) e teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inativacé@o de Salmonella através do Teste de Suspenséo

O Quadro 1 demonstra a sintese dos resultados da atividade antibacteriana
de extratos reconstituidos (alcoolatura/planta verde) de Ocimum gratissimum, em
quatro formulacdes de bebidas com a presenga e auséncia de alcool e a presenca
e auséncia de agucar, respectivamente, sobre Salmonella Enteritidis (ATCC 11076,
relacionando os seguintes fatores: tempo de confrontagdo (exposigao) da bactéria
na bebida (5, 15, 30 e 60 min), tempo de incubacéo (24, 48, 72 e 144 horas),

concentracao final do extrato reconstituido.
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Extrato 30% Extrato 15% Extrato 5%

Bebidas z |z z|z z|z

CJ_)> CJ_)> Ol Ol Cj_)> <_j_)> Ol Ol Cj_)> cj_)> Ol Ol
S|e|Z|B|e|e|F|F|S|e|B|8
g|8|2|a|8|8|a|e|8|8|a|e

B B 9|9

® | © ® | ® | ©

Tempo de Incubagdo |Tempode confronto |~ |y lolwlolvlolvlolvlol v
(h) (min) oo || |0 || |0 |@® |0 |®@
S|3|3|3|3|3|3|3|3|3|3|3

b AP AP AP AR AR AR dRdPdPdRaPe

Q|0 |0 e |e e |e e |d. e | |

[y N [y s [y [y [y [y [y [y c [y
glaglalglalglalalalalalg
(8[R8 |82 9|8 8|8 |8

24 5 410/510|0l0|2|2|]0]0|1]1
15 6|4(5|/6[0|3[212|0(0]1]1

30 6|5/6|6[3|3[2(2|2[0]|1]0

60 716|774 3[2|2]2|1]1]|0

48 5 410(5|0]0l0|2|2|0|0]0]0O
15 6|4(5|/6]0|3[2|2|0(0]0]0O0

30 6|5(6|6|2|3[2(2|0[0]|0]0O0

60 716|772 3[2]2]0]1]0]|0

72 5 4/0|5(0(0|0|2|2|0|0|0]|O
15 6|14|5|/6|0|3|]2|]2|0|]0]0]O0

30 6|5|6|6|2|3|2|2|0|]0]0]O0

60 7|6|7|7|2|3[2|2|[0][1]0]O0

144 5 410(5|10]0|0|2|2|0|0]0]0O
15 6|4(5|/6]0|3[2|2|0(0]|0]0O0

30 6|5(6|6[]2|3[2|2|0[0]|0]0O0

60 716|772 3[2]2]0|1]0]|0

Quadro 1 - Intensidade da Atividade Inativacdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) de diferentes

concentragdes de extrato reconstituido (alcoolatura/planta verde) de Ocimum gratissimum-(“alfavacao”,
“alfavaca”, “alfavaca-cravo”) — Labiatae (Lamiaceae) sobre Salmonella Enteritidis (ATCC 11076)
determinada através de Teste de Suspensédo, em bebidas formuladas na presenca e auséncia de alcool
e de agucar, respectivamente, segundo diferentes tempos de incubacgéo e de confronto.

Quando avaliados os tempos de exposicdo da bactéria nas bebidas,

independentemente das demais variaveis manipuladas

(Tabela 2),

estes

apresentaram diferencas significativas entre si. Nesta Tabela, o tempo de

exposicao de 60 minutos apresentou valor superior aos demais tempos, seguido

de 30, 15 e 5 minutos. A atividade antibacteriana apresentou-se diretamente

proporcional ao tempo de exposi¢cao ou contato ao extrato da planta. Autores como
Sartorrato et al. (2004), Nakamura et al. (1999) e Akinyemi et al. (2004) também

descrevem atividade bactericida de extratos de Ocimum gratissimum sobre S.

Enteritidis, porém utilizando diferentes técnicas de avaliagao.
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Tabela 2 — Avaliacdo da atividade antibacteriana de extrato reconstituido de
Ocimum gratissimum sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) segundo
tempo de confrontagdo (exposigdo), independente dos fatores: tempo de
incubagdo, concentragdo do extrato, presenca ou auséncia de alcool e
presencga e auséncia de agucar nas bebidas.

Tempo de confrontagao (min) Numero Arbitrario
5 1,13%*
15 2,38°
30 2,75°
60 3,19°

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna indicam diferengas significativas
entre os tempos de confrontagédo (exposi¢éo) para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey
(p<0,05).

A Tabela 3 apresenta a avaliagdo dos tempos de incubacao da bactéria
nas bebidas, independentemente das demais variaveis manipuladas, estes
nao apresentaram diferengas significativas entre si. O tempo de incubacéao de
24 horas apresentou valor superior aos demais tempos, sendo que o0s

restantes apresentaram mesmo valor.

Tabela 3 — Avaliagdo da atividade antibacteriana de extrato reconstituido de
Ocimum gratissimum sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) segundo
tempo de incubagdo, independente dos fatores: tempo de confrontagcéo
(exposigao), concentracdo do extrato, presenca ou auséncia de alcool e presenca
e auséncia de agucar nas bebidas.

Tempo de incubacgao (h) Numero Arbitrario
72°* 2,29°
114 2,29°
48 2,29°
24 2,56°

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( # ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre
os tempos de incubagdo para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).

Quando avaliadas as diferentes concentragées de Ocimum gratissimum nas
bebidas, independentemente das demais variaveis manipuladas, estas
apresentaram diferengas significativas entre si (Tabela 4). A concentragao de 30%
apresentou valor bem superior as demais concentragdes, seguida de 15% e 5%. A
medida que aumentou a concentracdo de extrato aumentou a atividade
antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis. Estes resultados encontram-se em
concordancia com trabalhos de outros pesquisadores com a planta em questao

(Sartorrato et al., 2004; Akinyemi et al., 2004; Nakamura et al., 1999).
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Tabela 4 — Avaliagdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis
(ATCC 11076) segundo as concentra¢des de extrato de Ocimum gratissimum,
independente dos fatores: tempo de confrontagdo (exposi¢do), tempo de
incubacao, presenca ou auséncia de alcool nas bebidas e presenca e auséncia
de agulcar nas bebidas.

Concentragdes de extrato de Ocimum Nuamero Arbitrario
gratissimum

5* 0,22°

15 * 1,86"

30~ 5,00°

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( # ) na mesma coluna indicam diferencas significativas entre
concentragdes de extrato de Ocimum gratissimum para a analise de variancia (Anova) e teste de
Tukey (p<0,05).

Avaliando os tipos de bebidas quanto a presenca e auséncia de alcool,
independentemente das demais variaveis manipuladas, estas apresentaram
diferencas significativas entre si (Tabela 5). A bebida ndo alcodlica
apresentou valor superior a bebida alcodlica. Estes resultados reforcam a néo
interveniéncia antibacteriana do alcool presente em duas das formulacdes

estudadas, conforme ja fora determinado em testes anteriores.

Tabela 5 — Avaliacdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis
(ATCC 11076) segundo a presenga e auséncia de &lcool, independente dos
fatores: tempo de confrontagédo (exposi¢céo), tempo de incubagado, concentragao
de extrato de Ocimum gratissimum e presencga e auséncia de acucar nas bebidas.

Presencga e auséncia de alcool Numero Arbitrario
Alcodlica * 2,242
Nao Alcodlica 2,48°

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre
as bebidas alcodlica e ndo alcodlica para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).

Na Tabela 6, quando avaliados os tipos de bebidas quanto a presenca e
auséncia de agucar, independentemente das demais variaveis manipuladas, estas
apresentaram diferengas significativas entre si. A bebida com agucar apresentou
valor superior a bebida sem acucar. Uma possivel hipétese para esta observagao
poderia ser a interveniéncia da pressao osmotica mais elevada contribuindo com a
atividade bactericida, embora o acgucar, por sua vez, como matéria organica,
funcione potencialmente como protetor bacteriano diminuindo a eficacia de

solugdes antimicrobianas em geral segundo Schliesser e Strauch (1981).
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Tabela 6 — Avaliagao da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis
(ATCC 11076) segundo a presenga e auséncia de acUcar , independente dos
fatores: tempo de confrotagcdo (exposigao), tempo de incubagdo, concentragdo de
extrato de Ocimum gratissimum e presencga e auséncia de alcool nas bebidas.

Presenca e auséncia de agucar Numero Arbitrario
SEM * 2,19°
COM 2,53°

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( # ) na mesma coluna indicam diferencgas significativas entre as
bebidas com e sem agucar para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).

Ao analisar a concentracdo de 5% de extrato da planta nao foi
observada diferencga significativa entre os tempos de exposi¢ao (Tabela 7). Na
concentragéo de 15% de extrato ndo houve diferengas significativas entre os
tempos de exposigcao de 15 e 30 min e entre 30 e 60 min. Ja na concentragao
de 30% de extrato ndo houve diferengas significativas entre os tempos de
exposicao de 15 e 30 min. Quando avaliadas as concentracbes de extrato,
individualmente em cada um dos tempos de exposicdo, houve diferencas
significativas em todos eles. Os resultados sao superiores a medida que
aumentam os tempos de exposigdo e as concentragdes de extrato de

Ocimum gratissimum.

Tabela 7 — Avaliagao da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis
(ATCC 11076) segundo a correlagao entre o tempo de confrontagao (exposi¢ao) e
as concentragbes de extrato de Ocimum gratissimum, independente dos fatores:
tempo de incubacéo presenga e auséncia de agucar nas bebidas e a presenga
auséncia de alcool nas bebidas.

Concentracdes de extrato

Tempo de 5% 15% 30%
confrontagao

5 0,13* 1,00%® 2,25

15 0,13 1,758 5,25°¢

30 0,19%* 2,310®8 5,75°¢

60 0,44%* 2,38%8 6,75

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( ) na mesma coluna indicam diferencas significativas entre
os diferentes tempos de confrontagdo e letras mailsculas diferentes sobrescritas ( A ) na mesma linha
indicam diferengas significativas entre as diferentes concentragdes de extrato de Ocimum gratissimum
para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).
3.2 Anélise sensorial
Quando avaliadas as bebidas quanto a concentragédo de extrato de
Ocimum gratissimum, independentemente dos outros fatores, estas
apresentaram diferengas significativas (Tabela 8). A concentracéo de extrato
preferida foi a de 5% recebendo a avaliacdo da escala hedbnica de “nao
desgostei nem gostei”. A concentragdo de 15% de extrato apresentou

avaliacdo de “desgostei ligeiramente” e 30% de “desgostei moderadamente”.
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Estes resultados podem ser explicados pela agdo da bebida amarga que

possivelmente reduza a media de aceitabilidade das bebidas de forma geral.

Tabela 8 - Avaliagdo das bebidas formuladas segundo a concentracdo de extrato de
Ocimum gratissimum independentes da presencga e auséncia de agucar e presenga e
auséncia de alcool.

Concentragéo de Extrato Aceitabilidade
30% 3,60°
15% 4,51
5% 5,40°

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( # ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as

E:;)gg%nst)r-agﬁes de extrato de Ocimum gratissimum para a andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey

A analise das bebidas quanto a presenca e auséncia de alcool em relagao as
diferentes concentragdes de extrato de Ocimum gratissimum descritas na Tabela
9, apresentou diferencas significativas nas bebidas nao alcodlicas, quando
comparadas somente as diferentes concentragbes de extrato. A bebida nao
alcoodlica com concentragdo de 5% foi superior na aceitabilidade (escala heddnica
nas categorias “ndo desgostei nem gostei’), seguida de 15% (“desgostei
ligeiramente”) e 30% (“‘desgostei moderadamente”). J& nas bebidas alcodlicas as
concentracbes de 15% e 30% de extratos n&o apresentaram diferencgas
significativas. A bebida alcodlica com concentracdo de 5% foi superior na
aceitabilidade (“ndo desgostei nem gostei”), seguida de 15% (“desgostei
ligeiramente”) e 30% (“desgostei moderadamente”). Quando comparadas as
bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas em cada concentracdo de extrato
individualmente, observou-se, na concentragdo de 5% diferenga significativa,

enquanto que nas concentragdes de 15% e 30% nao houve diferenca.
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Tabela 9 - Avaliacdo das bebidas formuladas segundo a concentracao de extrato de
Ocimum gratissimum correlacionada com a presengca e auséncia de 4alcool,
independentes da presencga e auséncia de agucar.

Bebida
Concentracdo de extrato (%) Alcodlica N&o Alcodlica
30 3,672 3,542
15 4,39%° 4,63
5 5,06 5,74%

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna indicam diferencgas significativas entre os

diferentes concentragdes de extrato reconstituido de Ocimum gratissimum nas bebidas e letras

maiusculas diferentes sobrescritas ( * ) na mesma linha indicam diferengas significativas entre as

?’;f;a(r)egé?s bebidas: alcodlicas e nédo alcodlicas para a andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey

A andlise das bebidas quanto a presenca e auséncia de agucar em relacao as
diferentes concentragdes de extrato de Ocimum gratissimum (Tabela 10)
apresentou diferengas significativas nas bebidas com acucar, quando
comparadas somente as diferentes concentragcbes de extrato. A bebida
agucarada com concentragcdo de 5% foi superior na aceitabilidade (“gostei
ligeiramente”), seguida de 15% (‘ndo desgostei nem gostei”) e 30%
(“desgostei ligeiramente”). Ja nas bebidas sem acucar as concentragdes de
15% e 5% de extratos n&o apresentaram diferencgas significativas. A bebida
ndo agucarada com concentracdo de 5% foi superior na aceitabilidade (“ndo
desgostei nem gostei”), seguida de 15% (“desgostei ligeiramente”) e 30%
(“desgostei moderadamente”). Quando comparadas as bebidas com e sem
agucar, segundo cada concentragcdo de extrato, individualmente, observaram-
se diferengas significativas em todos os extratos. As bebidas com agucar em
comparagao as sem acgucar obtiveram valores numéricos de aceitabilidade

superiores em todas as concentragdes.

Tabela 10 - Avaliagdo das bebidas formuladas segundo a concentragéo de extrato
de Ocimum gratissimum correlacionada com a presenca e auséncia de acgucar,
independentes do fator de presenga e auséncia de alcool.

Acucar
Concentracéo de extrato (%) COM SEM
30 4,09%* 3,11
15 4,93° 4,09°
5 5,96 4,83

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as
diferentes concentragbes de extratos reconstituido de Ocimum gratissimum nas bebidas e letras
maiusculas diferentes sobrescritas ( * ) na mesma linha indicam diferengas significativas entre as
diferentes bebidas: com presenga e auséncia de agucar para a analise de variancia (Anova) e teste de
Tukey (p<0,05).
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4. CONCLUSOES

Todas as bebidas apresentaram atividade bactericida frente Salmonella
Enteritidis. A agdo anti-salmonela aumentou a medida que aumentaram as
concentracdes de extrato da planta na bebida e o tempo de exposi¢cado da bactéria
a bebida. A bebida ndo alcodlica com a presencga de agucar apresentou a maior
atividade bactericida sobre Salmonella Enteritidis. Na analise sensorial a
preferéncia as bebidas cresceu com o decréscimo da concentracdo de extrato de
Ocimum gratissimum. A bebida preferencial foi a que apresentou 5% de
concentracao de extrato, ndo alcodlica e com presenca de acucar.

Os resultados indicam perspectivas de aplicagao de extratos reconstituidos de
Ocimum gratissimum no desenvolvimento de alimentos, pela sua acdo bactericida
e suas propriedades sensoriais. Dentre as bebidas destaca-se a formulagdo sem

alcool, licorosa, potencialmente direcionavel a faixa de populagao abstémia.
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5. REAPRESENTACAO DOS RESULTADOS E DISCUSSAO GERAL

Neste capitulo, os resultados gerais constantes dos artigos | e Il, serédo

reapresentados sob a forma de graficos, ensejando a discusséo geral.

5.1 Teste “in vitro”

O Grafico 1 apresenta o resultado da avaliacdo da atividade antibacteriana de
quatro formas de extragbes das solugdes conservantes de Ocimum gratissimum.
Todas as solugdes conservantes originadas das diferentes formas de extragao,
apresentam capacidade de inibicdo e/ou inativagao seletivas in vitro sobre os trés
inoculos bacterianos de interesse em alimentos estudados, tendo a forma de
extragao alcodlica (etanol evaporado em sistema de rota-vapor com reconstituicdo
hidrica sob assepsia) apresentado atividade antibacteriana mais intensa
(inibicao/inativacao) frente aos trés agentes (Staphylococcus aureus , Escherichia

coli e Salmonella Enteritidis).
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Grafico 1- Avaliacdo da atividade antibacteriana de quatro formas de extragdo das solugbes
conservantes de Ocimum gratissimum (valores médios de ftriplicatas), independente dos

fatores tempo de confrontacdo, espécie bacteriana, presenca ou auséncia de desinibidores
bacterianos.

Valor dos N° Arbitrarios

7,00

6,38

6,00

5,00

3,00

1,88
2,00-

0,92

1,00

0,00~

Alcoolatura Hidroalcooaltura Decocto Verde Decocto Seco

TIPOS DE EXTRAGCAO

O Grafico 2 apresenta a avaliagao da relacao entre as espécies bacterianas e
os diferentes tipos de extragdo das solu¢des conservantes de Ocimum gratissimum.
Ja o Grafico 3 apresenta avaliacido da sensibilidade das trés espécies bacterianas
frente a solugdes conservantes. Baseado nestes graficos a bactéria mais sensivel a
atividade antibacteriana em todas as solugdes conservantes é Salmonella Enteritidis.
Staphylococcus aureus apresenta a menor sensibilidade as formas de decocgéo,

enquanto Escherichia coli apresenta frente a forma de extracao hidroalcodlica.
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Grafico 2 — Avaliagéo da relacdo entre as espécies bacterianas de interesse em alimentos
e os diferentes tipos de extragdo das solugdes conservantes de Ocimum gratissimum,
independente dos fatores tempo de confrontagéo, presenga ou auséncia de desinibidores
bacterianos.

Valor dos N° Arbitrarios

12,00
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10,00 —
8.00 713
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200 1,13 :
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B1 ‘ B2 ‘ B3 | B1 ‘ B2 ‘ B3 | B1 ‘ B2 ‘ B3 B1 ‘ B2 ‘ B3
Alcoolatura Hidroalcoolatura Decocto planta verde Decocto planta seca

EXTRATO/BACTERIAS

B1 = S. aureus, B2 = Salmonella Enteritidis e B3 = Escherichia coli.
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Grafico 3 — Avaliagdo da sensibilidade de trés espécies bacterianas de interesse em
alimentos frente a solugdes conservantes de Ocimum gratissimum, independente dos
fatores tipo de extragdo, tempo de confrontagdo, presenca ou auséncia de

desinibidores  v/ai0r dos Ne Arbitrarios

4,50
4,00 +
3,50
2,34
2,50
1,50
0,91

0,50
0,06 T

Staphylococcus aureus Salmonella Enteritidis Escherichia coli

BACTERIAS

Os resultados do teste “in vitro” definem a solugdo conservante de alcoolatura
e a Salmonella Enteritidis como as escolhidas para prosseguimento dos testes de
suspensio e a analise sensorial. A alcoolatura foi preferida por apresentar a maior
acao antibacteriana e a Salmonella Enteritidis por apresentar maior sensibilidade

frente as solugcdes conservantes.

5.2 Teste de Suspenséao nas bebidas desenvolvidas

Todas as bebidas apresentaram atividade bactericida para a Salmonella
Enteritidis como mostra o Grafico 4, que avalia a atividade antibacteriana sobre a
Salmonella Enteritidis, relacionando a presenca e auséncia de agucar, bem como a
presengca ou auséncia de alcool nas bebidas, independente dos outros fatores.
Baseado neste Grafico, também se conclui que a bebida nao alcodlica com
presenca de agucar apresenta a maior atividade bactericida sobre a Salmonella
Enteritidis.
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Grafico 4 — Avaliagédo da atividade antibacteriana de extrato de Ocimum gratissimum
sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) relacionando a presenga e auséncia de
agucar nas bebidas e a presenga auséncia de alcool nas bebidas, independente dos
fatores: tempo de exposicéo, tempo de incubagao (confrontagdo) e concentragao de
extrato de Ocimum gratissimum

Valor de n® Arbitrarios

3,00

2,67

BEBIDA BEBIDA BEBIDA _BEBIDA
ALCOOLICA NAO ALCOOLICA ALCOOLICA NAO ALCOOLICA
COM ACUCAR SEM A(;UCAR

ACUCAR/BEBIDA

A acao anti-salmonella aumentou a medida que aumentaram as
concentragdes de extrato da planta na bebida e o tempo de exposicdo da bactéria
com a bebida, como mostra o Grafico 5, que avalia a atividade antibacteriana sobre
a Salmonella Enteritidis relacionando ao tempo de confrontagdo (exposi¢céo) e as
concentragdes de extrato de Ocimum gratissimum, independente dos fatores: tempo
de incubacgéao, presenca e auséncia de agucar nas bebidas e a presenga auséncia
de alcool nas bebidas.
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Grafico 5 — Avaliacao da atividade antibacteriana das concentragcées de extrato de Ocimum
gratissimum sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) segundo o tempo de confrontagcao
(exposicao), independente dos fatores: tempo de incubagdo presenga e auséncia de agucar
nas bebidas e a presenca auséncia de alcool nas bebidas.
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5.3 Analise Sensorial

Analise sensorial demonstra que a preferéncia as bebidas diminui com o
aumento da concentracdo de extrato de Ocimum gratissimum, como mostra o
Grafico 6, ao avaliar a bebida quanto a concentracdo de extrato de Ocimum
gratissimum, independente dos fatores: presenga e auséncia de agucar e presenga e

auséncia de alcool.
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Grafico 6 - Avaliagdo da bebida quanto a concentragéo de extrato de Ocimum gratissimum
independentes dos fatores de presenca e auséncia de aglcar e presenca e auséncia de
alcool.

Aceitabilidade

6,00
5,40
4,51
4,00
2,00
0,00 +
Conc. 5% Conc. 15% Conc. 30%
EXTRATO

A bebida preferencial foi a que apresenta 5% de concentracdo de extrato
reconstituido, sendo esta n&o alcodlica e com presenca de agucar. Estas conclusdes
se baseiam no resultado apresentado no Grafico 7, que relaciona a concentragao de
extrato reconstituido da planta nas bebidas e a presenca e auséncia de alcool, bem
como o resultado do Grafico 8, que relaciona a concentragdo de extrato

reconstituido da planta nas bebidas e a presenca e auséncia de agucar.
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Grafico 7 - Avaliagao da bebida quanto a concentragdo de extrato de Ocimum gratissimum
nas bebidas, segundo a presenca e auséncia de alcool, independente do fator presenca e
auséncia de acgucar.

Aceitabilidade

7,0

5,74
6,0
5,0 5.06 4,63
4,39
40 3,67
3,54

3,0

2,0

1,0

0,0

conc. 5% Conc. 15% Conc. 30% Conc. 5% Conc. 15% Conc. 30%
ALCOOLICA NAO ALCOOLICA

BEBIDA/EXTRATO
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Grafico 8 - Avaliagdo da a concentragdo de extrato de Ocimum gratissimum nas bebidas,
segundo a presenga e auséncia de agucar, independente do fator presenca e auséncia de
alcool.

Aceitabilidade

7,00

5,96
6,00
5,00 4,93 4,83
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Os resultados deste trabalho indicam uma perspectiva de ampliagdo dos
estudos com a planta Ocimum gratissimum, no desenvolvimento de novas
formulagdes alimenticias, pela sua agao bactericida e suas propriedades sensoriais.
Uma alternativa interessante € o desenvolvimento de bebidas n&o alcodlicas que
podem ser direcionadas a uma faixa da populacdo que nao pode fazer uso de alcool.
Outra conclusao importante € a agao antibacteriana comprovada no teste “in vitro” e
no teste de suspens&o, mesmo com um inéculo desafio elevado (concentragéo = 10°

UFC/mL das bactérias avaliadas).
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APENDICE A —Tabela e graficos do Teste “in vitro”.

Tabela A - Analise de Variancia do Teste "in vitro”.

Fv GL sQ am Fc Pr=Fc
ESTRATOD 30 1415750000,0 4719188870 B526315.0 0,0
BACTERIA 20 6281875000  314083750,0 56748620 0,0
MEIO 1.0 465125000,0 4651250000 84026070 0.0
TEMPO 30 12250000.0 40833330 737750 0.0
ESTRATOBACTERIA 8.0 337562500,0 562804170  10184B0,0 0.0
ESTRATO*MEID 30 1751250000 S8375000,0 10546850 0,0
ESTRATO*TEMPO 2.0 6000000,0 0656667 12045,0 0,0
BACTERIA*MEIO 2.0 1133125000 56656250,0 1023632,0 00
BACTERIA*TEMPO 6,0 11562500,0 18270830 348170 0,0
MEIO*TEMFO a0 26250000 0.67500 158080 0.0
ESTRATO*BACTERIA*MEID 8,0 281437500,0 48606250,0 B47475,0 0.0
ESTRATO*BACTERIA*TEMPO 18,0 16687500,0 0.927083 16750,0 0.0
BACTERIA*MEIO*TEMPO 6.0 5437500,0 0.90625 163740 0.0
ESTRATO*BACTERIA*MEID 18,0 25812500,0 14340280 25909.0
ERRO 2010 11125000.0 0.055348
Tolal Corrigido 287.0
CV (%) 2.1
Média Geral 2583 Mumero de obsarvagdes: 2BB
3,333

Tabela B — Avaliacdo da atividade antibacteriana de quatro tipos de extragdo em solucdes
conservantes de Ocimum gratissimum (valores médios de triplicatas), independente dos

fatores tempo de confrontacdo, espécie bacteriana, presenca ou auséncia de desinibidores
bacterianos.

Tipos de Extragao: Numero Arbitrario
Decocto a partir de planta verde ** 0,92%*
Decocto a partir de planta seca ** 1,17°
Hidroalcoolatura (a partir de planta seca) *** 1,88°
Alcoolatura( a partir de planta verde) *** 6,38

Letras minusculas diferentes sobrescritas ( # ) na mesma coluna indicam diferengas significativas entre entre os tipos
de extragéo para a analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05).
(**): - solugdes conservantes reconstituidas sob assepsia, a partir de extratos hidricos;

( ***): - etanol evaporado nas solugdes conservantes em sistema rota-vapor, com reconstituigdo hidrica sob assepsia,
a partir de extragdes hidroetandlica e etandlica ;
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Grafico A - Avaliagio da presenca ou da auséncla de desinibidores bacterianos na
atividade antibacteriana de solugbes conservantes de Ocimum gratissimum,
mmmdmfﬂmwdamﬂmwm,muumum
bacteriana

Valor dos N° Arbitrarios
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Gréfico B - AvallagSo da relagdo entre a sensibilidade das espécies bacterianas de
interesse em alimentos & solugbes conservantes de Ocimum gralissimum, na presenca
ou auséncia de desinibidores bacterianos, independente dos fatores tempo de

confrontagéio e tipo de extrago.
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Gréfico C — Avallagio da relagio entre as diferentes formas de extragao das solugbes
conservanies de Ocimum gralissimum na presenca ou auséncia de desinibldores
bacterianos, independente dos fatores tempo de confrontagio e espécle bacleriana de
interesse em alimentos.

Valor dos N* Arbitrarios
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APENDICE B - Tabelas e graficos do Teste de Suspenséo

Tabela A — Avaliagdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC
11076) relacionando a presenga e auséncia de alcool com a concentragdo de extrato de
Ocimum gratissimum, independente dos fatores: tempo de exposi¢do, tempo de incubagao
(confrontacdo) e presenca e auséncia de agucar nas bebidas.

Bebida **
Concentracéo de extrato (%)* Alcodlica N&o Alcodlica
5 0,252 " 0,19
15 1,72% 2,00
30 4,75% 5,25%

(*): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre as diferentes concentragbes de extragdo de Ocimum
gratissimum.

(**): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras maitsculas diferentes sobrescritas ( * ) na
mesma linha indicam diferengas significativas entre as bebidas com presenca e auséncia de alcool.

Tabela A - Avaliagdo da atividade antibacteriana sobre & Saimonella Enteritidis (ATCC
11078} relacionando a presenga e auséncia de alcocl com a cencentragcio de extrato de
Coimum  gratissimum, independente dos falores: tempo de exposicdo, fempo de
intubag#o (confrontacéio) @ presenca e auséncia de aglcar nas bebidas,

Valer de N” Arbitrario

L=
= 528
800 + AT
Ay
ang
| |
I R0
| i
Mt 172
1,00 +
025 016
noa | N = -
Cone. 3 Copg, 15 GCone, 30 GCong, § Cone, 15 Cone. M
BEBIDA ALCOOLICA BEBIDA NAD ALCOOLICA

PRESENGA E AUSENCIA DE AGUCAR/CONCENTRAGAD DE EXTRATD RECONSTITUIDO

Tabela B — Avaliacdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC
11076) relacionando o tempo de exposi¢cao e a presenga e auséncia de alcool nas bebidas,
independente dos fatores: tempo de incubacgédo (confrontagdo), presenca e auséncia de
agucar nas bebidas e concentracdes de extrato de Ocimum gratissimum.

Bebidas
Tempo de exposigéo* ALCOOLICA NAO ALCOOLICA
5 0,67 1,58%°
15 2,17 2,58
30 2,79 2,71°A
60 3,33% 3,04

(*): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas (2 ) na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre os diferentes tempos de exposigéo.

(**): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras maiusculas diferentes sobrescritas ( A ) na
mesma linha indicam diferengas significativas entre as diferentes bebidas com presenga e auséncia de alcool.
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Grafico B — Avaliagio da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC 11078)
relacionando o tempo de exposicdo e a presenca e auséncia de alcool nas bebidas,
independente dos fatores: tempo de incubacdo, presenca e auséncia de aglicar nas bebidas &

concentragbes de extrato de Ocimum gralissimum.
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Tabela C — Avaliagdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC
11076) relacionando a presenga e auséncia de agucar com a concentracado de extrato de
Ocimum gratissimum, independente dos fatores: tempo de exposig¢édo, tempo de incubagao

(confrontacdo) e presencga e auséncia de alcool nas bebidas.

Acucar **
Concentragéo de extrato (%)* COM SEM
5 0,25" 0,192"*
15 1,59 2,13
30 5,75CA 4’2508

(*): - A analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre as diferentes concentragbes de extragdo de Ocimum

gratissimum.

(**): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras maitsculas diferentes sobrescritas (* ) na
mesma linha indicam diferengas significativas entre as bebidas com presenca e auséncia de agucar.



Grafico C - Avaliagdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonelfa Enteritidis (ATCC
11078) relacionando a presenca e auséncia de aglcar com a concentragdo de extrato de
Ccimum gratissimum, independente dos fatores: tempo de exposigdo, tempo de Incubagdo
(eonfrontagdo) & presenca @ auséncia de dlcool nas bebidas.
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Tabela D — Avaliagdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC
11076) relacionando a presencga e auséncia de agucar nas bebidas e a presenga auséncia
de alcool nas bebidas, independente dos fatores: tempo de exposi¢do, tempo de incubagao
(confrontacado) e concentragéo de extrato de Ocimum gratissimum.

Bebida**
Presencga ou auséncia de Agucar* Alcodlica Nao Alcodlica
SEM 208" 2,297
COM 2.40° A 2 678

(*): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na
mesma coluna indicam diferencas significativas entre as diferentes bebidas com presenga e auséncia de agucar.
(**): - A analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras mailsculas diferentes sobrescritas ( A ) na
mesma linha indicam diferengas significativas entre as bebidas com presenca e auséncia de alcool.

Tabela E — Avaliacdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC
11076) relacionando o tempo de exposicao e a presenga e auséncia de agucar nas bebidas,
independente dos fatores: tempo de incubagéo (confrontagéo), presenga e auséncia de alcool
nas bebidas e concentrages de extrato de Ocimum gratissimum.
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Presenca e auséncia de agucar
. SEM
Tempo de exposicao COM
5 1,88 0,38
15 2,21% 2,54
30 2,83 2,67°
60 3,20" 3,17%

(*): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas ( ? ) na
mesma coluna indicam diferencgas significativas entre os diferentes tempos de exposigéo.

(**): - A analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras mailisculas diferentes sobrescritas ( * ) na
mesma linha indicam diferengas significativas entre as diferentes bebidas com presencga e auséncia de agucar.



Grafico D Avaliagio da atividade antibacteriana sobre a Salmonelfla Enteritidis (ATCC
11076) segundo o tempo de confrontagfo (exposigdo), independente dos fatores: tempo de
incubagdo, concentragdo de extrato de Ocimum gratissimum, presenca ou auséncla de
glcool nas bebidas e presenca e auséncla de aclcar nas bebidas.
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Gréfico E - Avaliagdo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC
11076) sequndo a presencga e auséncia de alcool, independente dos fatores: tempo de

confrontaglo (exposigio), tempo de incubagdo, concentragdo de extrato de Qcimum
gratissimum e presenga e auséncia de aglicar nas bebidas.
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Gréafico F - Avaliagéo da atividade antibacteriana sobre a Salmonella Enteritidis (ATCC
11076) segundo a presenca e auséncia de aglcar, independente dos fatores: tempo de

confrotagdo (exposicéo), tempo de incubagdo, concentraco de extrato de Ocimum
gratissimum e presenga e auséncia de alcool nas bebidas
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Grafico G — Avaliagdo da atividede antibacteriana sobre a Salmonela Enteritidis
(ATCC 11078) segundo a concentragio de extrato de Ocimum gratissimum,
independente dos fatores: tempo de confrontago (exposicdo), tempo de Incubacéo,
pr?;np ou auséncia de alcool nas bebidas e presenca e auséncia de agicar nas
babidas.
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Grafico H — Avaliagéo da afividede antibacteriana sobre a Salmonefla Enteritidis
{ATCC 11078) segundo o tempeo de incubago, independente dos fatores: tempo de
confrontagéo (exposicdo), concentragio de exirato de Ocimum gratissimum, presenca
ou auséncia de dlcool nas bebidas & presenga e auséncia de aglcar nas bebidas.
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APENDICE C - Tabelas e gréaficos da anéalise sensorial

Tabela A- Avaliagao da bebida quanto a presenca e auséncia de agucar e de alcool
independentes da concentragédo de extrato de Ocimum gratissimum.

Bebida Acgucar

COM SEM
Alcodlica 5,01 3,73
N&o Alcodlica 4,98%* 4,30

(*): - A andlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas (2 ) na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre as diferentes formas de extragao.

(**): - A analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras maitisculas diferentes sobrescritas (* ) na
mesma linha indicam diferengas significativas entre os tratamentos com presenga e auséncia de desinibidor
bacteriano.

Grafico A - Availagho da bebida quanto a presenca e auséncia de agucar e de alcool
independentes da concentracio de extralo de Ccimum gratssimum
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Tabela B — Avaliagdo da bebida quanto a presenca e auséncia de agucar independentes
dos fatores de concentragdo de extrato de Ocimum gratissimum e presenga e auséncia de
alcool.

Acgucar Aceitabilidade
SEM 4,01°
COM 4,99

(*): - A anadlise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas ( ?) na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre os tipos de extrato;

(**): - solugdes conservantes reconstituidas sob assepsia, a partir de extratos hidricos;

(***): - etanol evaporado nas solugdes conservantes em sistema rota-vapor, com reconstituicao hidrica sob
assepsia, a partir de extragdes hidroetandlica e etandlica ;
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Grafico B — Avaliagdo da bebida quanto a presenca e auséncia de aglcar independentes

dos fatores de concentracio de extrato de Ocimum gratissimum e presenca e auséncia
de alcool.

Aceltabllidade

&0

4,09
50 — - = —

4,01
40 —

£

0

oo

Baebida Doce Bebida Amarga

PRESENGA E AUSENCIA DE AGUCAR

Tabela C — Avaliagao da bebida quanto a presenga e auséncia de alcool independentes
dos fatores de concentragao de extrato de Ocimum gratissimum e presencga e auséncia de
acgucar.

Bebidas Aceitabilidade
Alcodlica 4,37°
N3ao Alcodlica 4,64°

(*): - A analise de variancia (Anova) e teste de Tukey (p<0,05): letras minusculas diferentes sobrescritas ( ) na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre os tipos de extrato;

(**): - solugdes conservantes reconstituidas sob assepsia, a partir de extratos hidricos;

(***): - etanol evaporado nas solugdes conservantes em sistema rota-vapor, com reconstituicdo hidrica sob
assepsia, a partir de extragdes hidroetandlica e etandlica ;
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Grafico C — Avaliagdo da bebida quanto & presenga e auséncla de dlcool
independentes dos fatores de concentragio de extrato de Ocimum gratissimum e
presenga e auséncla de aglcar,
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ANEXO A — Laudo da Identificacdo Botanica — Ocimum gratissimum L.

(Lamiaceae)

QUADRO 1. Espécie botanica: A- americana-cultivada, 1 — introduzida de outros continentes, N —
nativa do Estado do Rio Grande do Sul.

Familia Nome cientifico | Nome popular Habito Habitat | Origem N° ICN
botanica
LAMIACEAE | Ocimum alfavaca-cravo, arbustivo | ruderal | 1 150160

gratissimum L.
alfavacéo (Eurasia)

Fonte: Marodin (2007)

- MATERIAL EXAMINADO:
Nome cientifico: Ocimum gratissimum L.

Material examinado: BRASIL. Rio Grande do Sul: Dom Pedro de Alcantara, Sede
do Municipio, 24.V.1997, S.M.Marodin 125 (ICN); Porto Alegre, Bairro Ponta
Grossa, 9.1.2003, G.S.Vendruscolo 151 (ICN); Santa Cruz do Sul, 1996,
D.S.Oliveira s/n° (ICN

112286).

e g 4 7
A/%ﬁé% bve
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Silvia Maria Marodin
(Bidloga, mestre em Botanica, area de taxonomia)



