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APRESENTACAO

Apbs o sucesso dos dois primeiros volumes da colecdo “Analise Critica das
Ciénciasda Saude”venho com muita satisfacdo apresentar o terceiro volume, composto
de 43 capitulos organizados e distribuidos nas seguintes areas de conhecimento
Enfermagem, Nutricdo, Odontologia, Psicologia, Farmacia, Fisioterapia e Educacao
Fisica.

Sao apresentados aspectos que vao desde revisdes bibliograficas relacionadas
a aspectos epidemioldgicos de doencas como dengue e hanseniase até questdes
que envolvem as dificuldades no atendimento das equipes multiprofissionais na
atencado primaria a saude. Este volume também apresenta um foco laboratorial,
onde os pesquisadores mostram as relacdes de compostos quimicos e marcadores
bioquimicos na prevencado a saude e tratamentos de diversas patologias.

Outra discusséo relevante se faz sobre implicagdes psiquiatricas em usuarios de
drogas, bem como a viséo do adolescente sobre o sentido da vida trazendo uma visao
clara da importancia de se dar atencéo especial na transicéo entre a adolescéncia e
a vida adulta.

E de extrema importancia a discussdo entre estudantes de graduacéo e pos-
graduacao na area da saude acerca de todos os aspectos que possam estar envolvidos
com a sua atuacdo profissional. Somente uma analise critica e responsavel pode
assegurar a integralidade da atencao e a qualidade e humanizacéo do atendimento
prestado.

Assim, este volume vem em complementacdo aos demais trazendo reflexdes
nas diversas vertentes da saude, envolvendo profissionais pesquisadores de todo o
pais. Somente apds a compreensao de como todo 0 processo ocorre em sua plenitude
€ que se podem tracar estratégias para a melhoria no atendimento a populacéo.
Convido aos leitores a fazer uma boa leitura e uma reflexao critica que possa auxiliar
no processo de construgcdo do conhecimento e desta forma mudar a realidade da
saude no Brasil.

Prof? Dr? Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 6

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA /N VITRO DE OLEOS
ESSENCIAIS CONTRA PATOGENOS ALIMENTARES

Giuliana Martina Castorani

Universidade Federal de Alfenas — Laboratério
de Microbiologia de Alimentos; Departamento
de Alimentos e Medicamentos; Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas.

Luana Amaral de Figueiredo

Universidade Federal de Alfenas — Laboratério
de Microbiologia de Alimentos; Departamento
de Alimentos e Medicamentos; Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas.

Juliana Borges Reis

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia do Sul de Minas Gerais, Campus
Machado.

Sandra Maria Oliveira Morais Veiga
Universidade Federal de Alfenas — Laboratério
de Microbiologia de Alimentos; Departamento
de Alimentos e Medicamentos; Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas.

RESUMO: Devido a um aumento na demanda
dos consumidores por alimentos nutritivos,
naturais, seguros a saude e com menor impacto
sobre o meio ambiente, alguns produtos naturais
por possuirem atividade antimicrobiana,
despertam interesse da industria alimenticia,
pois seus Oleos essenciais (OEs) podem ser
usados como alternativa ou em conjunto aos
aditivos quimicos na conservacgéo de alimentos.
Este estudo avalia a atividade antimicrobiana
dos Oleos essenciais de alecrim, gengibre,
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manjericdo, manjerona e pimenta-preta frente
aos patdgenos alimentares Staphylococcus
Escherichia coli,
sp, Pseudomonas

aureus, Salmonella

aeruginosa,  Listeria
monocytogenes e Bacillus cereus pelo método
de difusdo em agar, para determinar a atividade
antimicrobiana, avaliando concentragdes de 0,5
a 4% de cada 0Oleo essencial e em conjunto com
0 método de microdiluicdo, para determinar
a concentragdo inibitoria minima (CIM) e
bactericida minima (CBM). Com os estudos
realizados pelo método de difusdao em agar, para
E. coli, o OE de manjerona foi capaz de inibir na
faixa de concentracdao de 0,5 a 4%, o OE de
manjericéo, a faixa de concentracao inibida foi
de 1,0 a4,0%. Emrelagédo a S. aureus, o OE de
manjerona conseguiu inibir nas concentracoes
de 3,0 a 4,0% e para o OE de manjericao foi
de 3,5% a 4,0%. Para P. aeruginosa, apenas o
OE de manjerona apresentou halos de inibicao
na concentracéo de 4,0%. Para Salmonella sp,
o OE de manjericao foi o Unico a ter atividade,
com formagdo de halo nas concentragbes de
2,5 a4,0%. Quatro dos cinco dos OE analisados
foram ativos contra B. cereus, com excecao
do OE de alecrim. Para o OE de manjerona, a
faixa de concentracao inibida foi de 1,5 a 4,0%,
para o OE de manjericao de 2,0 a 4,0%, para
o OE de gengibre de 1,5 a 4,0% e para o OE
de pimenta-preta de 4,0%. Por ultimo, o OE
de manjerona inibiu a L. monocytogenes na
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concentracao de 4,0% e o OE de gengibre inibiu de 3,0 a 4,0%. Na microdiluicdo, os
resultados foram: para E. coli, 0 OE de manjericao apresentou uma CIM de 0,7% e
CBM de 1,7%, o OE de manjerona, a CIM apresentou-se em 0,3% e CBM de 0,5%.
Em relacéo a S. aureus, o OE de manjericao apresentou CIM a 1,6% e CBM maior
que (>) 2,5%, o OE de manjerona apresentou CIM a 1,0% e CBM maior que 3,0%.
Salmonella sp foi inibida somente pelo OE de manjericao, com CIM de 1,1% e CBM
> 4,0%. Em relagédo ao B. cereus, o OE de manjerona foi o unico a ter atividade
antimicrobiana com CIM de 0,8% e CBM > 1,5%. Por ultimo, L. monocytogenes foi
inibida somente pelo OE de manjerona, com CIM de 1,7% e CBM >4 %. P. aeruginosa
néo teve inibicdo por nenhum OE estudado pela microdiluicdo. Com isso, observa-se
qgue os OEs de manjerona e manjericao possuem um grande potencial para inibicdo de
diversos patdgenos alimentares e, podem ser uma alternativa natural para o controle
do crescimento bacteriano nos produtos alimenticios em substituicdo aos aditivos
quimicos.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos essenciais. Atividade antimicrobiana. Patégenos
alimentares. Microdilui¢do.

11 INTRODUCAO

Os produtos naturais, seus 0Oleos essenciais (OE) e seus extratos possuem
atividade bioldgica e farmacologica, como a acao antimicrobiana, baixa toxicidade
ao homem e pouco impacto ao meio ambiente. Estes produtos sdo utilizados em
diversos aspectos, como na conservacao de alimentos, sintese de novos farmacos,
obtengao de fragréncias e desenvolvimento de outros produtos farmacéuticos.

Atualmente, em virtude da grande demanda da populacgao por alimentos seguros
e eficazes no combate aos micro-organismos, os 6leos essenciais de condimentos
podem ser empregados na industria alimenticia como alternativa aos conservantes
sintéticos artificiais, os quais possuem alto potencial carcinogénico. Frente a isso,
eles podem auxiliar na reducéo do sal ou do agucar que s&o usados na conservacao
de alimentos. Além disso, os 6leos essenciais podem ser utilizados em industrias
farmacéuticas e cosméticas.

O Brasil € um grande produtor de OE, porém possui baixos investimentos por
parte do governo, o que influencia no padrao de qualidade dos éleos. De acordo com
a COMTRADE (United Nations Commodity Trade Statistics Database), 0s maiores
consumidores de OE no mundo sdo os EUA (40%), a Unido Europeia - UE (30%),
sendo a Franca o pais lider em importagcdes e 0 Japao (7%), ao lado do Reino Unido,
Alemanha, Suica, Irlanda, China, Singapura e Espanha (COMTRADE, 2005).

Os micro-organismos, quando n&o inibidos pelos conservantes de alimentos,
podem ocasionar toxinfecgcdes alimentares, por meio da ingestdo do alimento
contaminado, que é um grave problema de saude publica. Constituindo umaimportante
causa de morbidade e mortalidade em todo mundo, princialmente para grupos
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populacionais de risco, sendo eles, idosos, criancas, gravidas e imunocomprometidos.
As consequéncias sdao ampliadas a nivel mundial, pelo aumento da mobilidade das
populacdes e pela globalizagao do comércio alimentar.

Diante do exposto, 0 objetivo principal desta pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de Oleos essenciais de Alecrim (Rosmarinus officinalis),
gengibre (Zingiber officinale), manjericao (Ocimum Basilicum), manjerona (Origanum
majorana), e pimenta preta (Piper nigrum) frente aos micro-organismos: S. aureus,
P. aeroginosa, B. cereus, E. coli, Salmonela sp. e L. monocytogenes.

2 | REFERENCIAL TEORICO

Algumas substancias naturais, de origem vegetal, sdo empregadas nos alimentos
para Ihe conferir sabor e, por ndo possuirem efeitos toxicos, se tornam mais atrativas
ao consumidor. Além de serem benéficos para a satude, muitos condimentos possuem
atividade contra micro-organismos, incluindo deterioradores e patdégenos veiculados
por alimentos. Concomitantemente a isso, ha uma possibilidade de substituicdo dos
aditivos sintéticos por conservantes naturais presentes nos condimentos. Contudo,
a substituicdo de aditivos sintéticos por naturais, dependera principalmente da
determinacado de uma concentracao ideal para cada produto natural (PEREIRA et al.,
2006). Geralmente, os condimentos, seus 6leos essenciais e seus extratos possuem
atividade antimicrobiana. Dentre as plantas utilizadas para aromatizar alimentos e
com esta propriedade destacam-se o louro, manjerona, manjericao, cravo, canela,
coentro, melissa, limé&o, laranja, alecrim, menta, alho, entre outras (ERNANDES;
CRUZ, 2007).

Por definicdao, condimentos e especiarias sao produtos aromaticos, de origem
vegetal, empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos. Além desta
utilidade possuem também propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais
e existem aproximadamente 70 condimentos diferentes, cultivados e utilizados em
todo mundo (PEREIRA et al., 2006).

2.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) sdao compostos liquidos, naturais, complexos
(BAKKALI et al., 2008), volateis, e normalmente incolores ou levemente amarelados,
porém alguns possuem azulenos na sua composi¢cdo, os quais Ihe conferem uma
coloracao azulada (ALVES, 2010). Contudo, podem se solidificar em temperaturas
baixas (ANDREI; COMUNE, 2005).

Os OEs séo pouco soluveis em agua e soluveis em solventes organicos, com a
densidade menor que da agua. Embora sejam pouco soluveis em agua, conferem odor
a mesma, constituindo os hidrolatos e tornando-se fonte importante de aromatizantes
em perfumaria e especiarias (ALVES, 2010). Pode ser sintetizado por toda planta, raiz,
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broto, flor, folha, caule, galho, semente, fruto, madeira ou cascas. Sdo armazenados
em células secretoras, cavidades, canais, nas células da epiderme ou nos tricomas
glandulares. Eles séo caracterizados por um odor agradavel, sendo sintetizados por
plantas aromaticas durante o metabolismo secundario e normalmente extraidos de
plantas encontradas em paises quentes, como China, Tailandia, india, Brasil, dentre
outros. Portanto, eles sdo de grande importancia para a farmacopeia tradicional
(BAKKALI et al., 2008).

Atualmente, cerca de 3000 O6leos essenciais sdao conhecidos, dos quais
aproximadamente 300 sdao comercialmente utilizados pela industria farmacéutica,
agrondmica, em produtos sanitarios, alimentos, na odontologia, cosméticos, perfumes
e também como remédios naturais (BAKKALI et al., 2008).

2.1.1 Fung&o dos dleos essenciais nas plantas

Os Oleos essenciais desempenham um papel fundamental na protecdo das
plantas porpossuirem propriedades antibacterianas, antivirais, antifungicas, inseticidas
e também contra herbivoros. Além disso, atraem alguns insetos que favorecem a
dispersdo de pdlen e sementes ou repelem insetos indesejaveis (BAKKALI et al.,
2008).

2.1.2 Propriedades dos oleos essenciais

Os OEs possuem propriedades farmacologicas diversas, os quais podem ser
utilizados como alternativa aos medicamentos alopaticos, por apresentarem vantagens
importantes, como a volatilidade, que os tornam ideais para o uso em nebulizagdes,
banhos de imersao e inalagbes. A volatilidade e baixo peso molecular de seus
componentes permitem que eles sejam eliminados de forma rapida do organismo por
meio das vias metabdlicas (MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

No geral, os OEs possuem acgao carminativa, antiespasmaodica, estimulante
sobre secrecdes do aparelho digestivo, cardiovascular, irritante topica ou revulsiva,
secretolitica, acao sobre o sistema nervoso central, anestésica local, anti-inflamatéria
e antisséptica (SIMOES et al., 2010).

2.1.3 Atividade antimicrobiana dos OE

Os OEs atuam por meio da degradacgao da parede celular do micro-organismo,
perturbando a camada dupla de fosfolipidios da membrana citoplasmatica, e
danificando as proteinas da membrana, o que leva ao aumento da permeabilidade e
a perda de constituintes das células microbianas. Ainda, danificam a forca motriz de
prétons, o fluxo de elétrons e o transporte ativo, que pode ocasionar na coagulacao
do conteludo das células. Além disso, eles podem prejudicar uma variedade de
sistemas de enzimas, incluindo aqueles envolvidos na regulacéo da energia e sintese
de componentes estruturais (BURT, 2004). Os OEs também inativam ou destroem
o material genético, fortalecendo suas atividades antimicrobianas (CAIXETA et al.,
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2010).

2.2 Patégenos alimentares

Os patégenos alimentares sdao amplamente distribuidos na natureza e séao
uma grande causa de problemas de saude publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Eles sdo responsaveis por ocasionar morbidade e mortalidade
e possuem elevado controle pela industria alimenticia. Os principais patdbgenos de
origem alimentar sdo Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Escherichia coli, 0s
quais sao os responsaveis pelo maior nUmero de casos de patologias e levarem ao
Obito (VALERIANO et al., 2012).

3 | MATERIAIS E METODOS

Os Oleos essenciais foram adquiridos da empresa FERQUIMA Industria e
Comércio LTDA, sendo escolhidos os 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus
officinalis), de gengibre (Zingiber officinale), de manjericdo (Ocimum basilicum), de
manjerona (Origanum majorana) e de pimenta-preta (Piper nigrum).

O estudo foi realizado com 6 patdgenos alimentares, incluindo as cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
typhimurium NEWP 0028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus
ATCC 14778 e Listeria monocytogenes CDCF 4561. Todas foram obtidas a partir da
bacterioteca do Laborat6rio de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal
de Alfenas (UNIFAL-MG).

As cepas foram recuperadas através da inoculagdo em 4gar inclinado e caldo
BHI (Brain Heart Infusion). Os tubos foram incubados a 37°C por 24 horas (CAIXETA
et al., 2010). Os testes foram realizados em triplicatas.

Para a padronizacdo da densidade do inéculo, com a finalidade de teste de
sensibilidade, foi feita uma turvacdo em solucao salina estéril 0,85%, tendo como
referéncia, a escala padrdo de McFarland (NCCLS, 2003a). Para obter a turvacao
ideal foi analisada a transmiténcia da suspensédo formada, em um comprimento
de onda de 660 nm, sendo necessarios 75% de transmitancia para obter turbidez
equivalente a solugéo padrao do tubo 0,5 da escala de McFarland.

Cada teste foi realizado em triplicata, e ambos os testes incubados por 24 horas
na estufa a 37°C. Lembrando que em ambos os testes foi realizado o controle de
qualidade e o controle positivo e negativo.

3.1 Atividade antimicrobiana pelo método de difusao em agar — técnica do poco

Cada cepa foi inoculada em 9 mL de solucao salina estéril 0,85%, adicionando
se a bactéria até alcancar turbidez semelhante a solugéo padréao citada anteriormente,
tubo 0,5 da escala de McFarland. Ao realizar este procedimento, a suspensao contém
cerca de 1,5 x 108 bact./ mL (NCCLS, 2003a).
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Para realizar esta técnica foi primeiramente feita a inoculacéo das placas testes.
Para isso, foi inoculado 100 microlitros (uL) da suspensé&o microbiana, com auxilio de
uma micropipeta. Em seguida, com a al¢a de Drigalsky, foi feito o espalhamento em
superficie. A inoculacao foi feita no agar Mueller Hinton preparadas antecipadamente
(meio utilizado para patégenos aerébicos de crescimento rapido) (NCCLS, 2003a).
Nessa mesma placa, foram feitos pocos de 4 mm de didametro para que o 6leo
essencial fosse inserido posteriormente (SOARES; OLIVEIRA; VEIGA, 2015).

Assim, foram dispensados em cada po¢o devidamente identificado, 50 a 100
UL das respectivas concentracbes dos Oleos essenciais estudados 0,5%, 1,0%,
1,5%, 2,0 %, 2,5 %, 3,0 %, 3,5 % e 4,0 %. As diluicdes dos bleos essenciais foram
preparadas com solucéao de salina estéril 0,85 % adicionada de 1 % de Tween 80 para
melhor solubilizagdo do 6leo na solucéo salina estéril e favorecimento de sua difusdo
(SOARES; OLIVEIRA; VEIGA, 2015).

Concomitantemente, foram realizados os controles positivo e negativo. Para o
controle negativo, em um poco foi inoculado apenas a solu¢éo salina com Tween 80,
sem o 6leo. Para o controle positivo, foi empregado disco de antibidtico com atividade
comprovada contra 0 micro-organismo avaliado, como pode ser visto no quadro 1.
A média dos halos de inibicdo contra os antibidticos utilizados foi avaliada frente ao
perfil de sensibilidade preconizado pela NCCLS (2003a).

Quadro 1 - Discos de antibidticos utilizados para controle positivo dos patégenos
alimentares na metodologia de difuso em &agar e seu perfil de
sensibilidade

. . L D Resistente Intermediario Sensivel
Micro-organismo  Antibiético 0S8  Fornecedor
(hg) (mm) (mm) (mm)
E. coli
col Norfloxacina 10  Sensibiodisc <12 13-16 >17
(ATCC 25922)
S aurels Oxacilina 1 Sensifar 10 13-14 13
(ATCC 6538)
Salmonella sp X . .
Ciprofloxacina 5 Sensifar <15 16-20 =21
(NEWP 0028)
P. i
GSMUgiNesa  Gentamicina 10 Sensibiodisc 12 13-14 15
(ATCC 27853)
B. cereus
Ciprofloxacina 5 Sensifar <15 16-20 >21
(ATCC 14778)
L. monocytogenes
vieg Gentamicina 10 Sensibiodisc 12 13-14 15
(CDCF 4561)

As placas foram incubadas em estufa, a 37 °C +/- 0,5 °C, por 24 horas. O halo
de inibicao do crescimento foi medido em milimetros (mm), com o auxilio de régua,
para avaliar a sensibilidade ou resisténcia da bactéria estudada ao 6leo essencial
ensaiado.
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3.2 Teste de diluicao em caldo — Microdiluicao

(A)
Espectrofotometria
— —
660 nm
Inéculo - Calde BHI 5 mL solugdo salina 0,85% 75% Transmitdncia - Escala 0,5 Mc Farland

+
quantidade de inéculo

necessdria para obter
suspensdio de 1,5 x 10 ~ UFC / 1mL (A)
mL +
9 mL de Solugdio Salina 0,85%
1,5x 107 UFC/mL
(B)
Cada pogo: 20 meL (C)
+
2mL(B
180 melL "‘+( )
jana essencnf:ll s — 10 mL Caldo Mueller-Hinton
Mueller-Hinton)
2,5x 10°UFC/mL
2,5 x 105 UFC/mL * /m

(€)

Procedimento para padronizagéo da suspenséo bacteriana para método de microdiluicéo.
Fonte: CASTORANI, FIGUEIREDO, 2018.

A figura acima, mostra como foi realizado a inoculagcao do micro-organismo nas
microplacas. Lembrando que a técnica de microdilui¢do foi realizada em triplicata, da
mesma forma que a difusdo em Agar.

Para a realizacdo do teste de microdiluicdo, foi preparada uma solu¢cdo mae
de cada 6leo essencial, na qual a concentracdo baseava-se a partir dos resultados
obtidos na técnica de difusdo em agar. O preparo desta solucéo foi realizado em caldo
Mueller Hinton e Tween 80 a 1 %. Sendo que, em cada poco havia uma concentracao
que variava em intervalos de 0,1 %, ou seja, 3,0 %; 2,9 %; 2,8 %; 2,7 % e assim
sucessivamente até 0,1 %.

3.3 Controles de qualidade

Para o controle positivo, foi empregado o uso de antibiético em solugao com
atividade comprovada contra o micro-organismo avaliado - controle positivo 1, de
acordo com o quadro 2.
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Quadro 2 - Faixas de concentracdo utilizadas dos antibiéticos para controle positivo

dos micro-orianismos estudados.

Micro-organismo Antibiético Faixa de concentracao avaliada
E. coli (ATCC 25922) Estreptomicina 10 ug / mL - 5 x 10~ ug/mL
S. aureus (ATCC 6538) Amoxicilina 10 ug / mL - 5 x 10°pg/mL

Salmonella sp (NEWP 0028) Ciprofloxacina 2,5 x 10° Hg/mL-2Xx 1073 Hg/ mL
P. aeruginosa (ATCC 27853) Ciprofloxacina 2,5x 10° Hg/mL-2x 10° Hg/ mL
B. cereus (ATCC 14778) Ciprofloxacina 2,5 x 10° ug/mL -2 x 107 pg/ mL

L. monocytogenes (CDCF 4561)  Ciprofloxacina 2,5 x 10° pg/mL —2 x 103 pg/ mL

As placas foram incubadas a 37 °C +/ - 0,5 °C, por 24 horas. A concentracao
inibitéria minima foi considerada a menor concentracéo de 6leo essencial, na qual ndo
foi visualizado crescimento microbiano. Esta visualizacéo foi realizada com auxilio
de revelador de viabilidade celular para células bacterianas, chamado resazurina.
Adicionou-se 20puL deste revelador apds 22 horas de incubacéo e, em seguida, a
microplaca permaneceu incubada por mais 2 horas para completar 24 horas de
incubacdo a 37 °C. A resazurina € um corante azul, fracamente fluorescente que,
na presenca de células viaveis, apresenta coloracéo résea, por se reduzir formando
resorufina, que apresenta esta coloragao. Nao havendo crescimento bacteriano, o
revelador permanece azul, o que indica inibicao do micro-organismo pelo OE estudado
(MARTINS, 2008).

3.4 Concentracao bactericida minima

Aos pocos que permaneceram ha coloragdo azul, ou seja, que nao houve
crescimento microbiano foram inoculados 20 yL em placas estéreis, contendo agar
Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C, por 24 horas. O crescimento em placa indica que
na concentracéo avaliada, houve a inibicdo do crescimento, contudo, o OE estudado
nao foi capaz de matar o micro-organismo. O n&o crescimento em placa caracteriza
a CMB.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Na técnica de difusdo em agar, a partir dos halos de inibicao obtidos, foi possivel
determinar a menor concentragdo em que o 6leo inibiu cada micro-organismo. Os
resultados obtidos, observou-se que todos os 6leos essenciais analisados, manjericéo,
manjerona, pimenta-preta e gengibre, com excecao do OE de alecrim tiveram alguma
atividade antimicrobiana nas concentracdes estudadas, de 0,5% a 4%.

Os resultados para a Escherichia coli foram: o OE de manjerona foi capaz de
inibir na faixa de concentracdo de 0,5 a 4% e para o OE de manjericao, a faixa de
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concentracao foi de 1,0 a 4,0%.

Em relacédo a S. aureus, a faixa de concentracdo com formacédo de halos de
inibicdo para o OE de manjerona foi 3,0 a 4,0% e para o OE de manjericao foi de
3,5% a 4,0%.

Para P. aeruginosa, o OE de manjerona foi o Unico a ter atividade, com formacao
de halo na concentracéo de 4,0%.

Em relacdo a Salmonella sp, o 6leo essencial de manjericdo foi o Unico a ter
atividade nas concentracbes de 2,5% a 4%. Quatro dos cinco dos OE analisados
foram ativos contra B. cereus, com excec¢ao do OE de alecrim.

Por altimo, para L. monocytogenes, o OE de manjerona foi capaz de formar halo
de inibicdo na concentracao de 4,0% e o OE de gengibre de 3,0 a 4,0%.

Com o resultado do teste de microdiluicao foi possivel determinar o CIM e o CBM
dos OE de gengibre (Zingiber officinale), manjericdo (Ocimum basilicum), manjerona
(Origanum majorana) e pimenta-preta (Piper nigrum) para cada micro-organismo.
Vale ressaltar que a técnica de microdiluicao foi inteiramente baseada na técnica de
difusédo em agar.

Para E. coli, o OE de manjericao apresentou uma CIM de 0,7% e CBM de 1,7%
e em relacdo ao OE de manjerona, a CIM apresentou-se em 0,3% e CBM de 0,5%.

Em relacédo a S. aureus, os 6leos essenciais de manjericio e manjerona
apresentaram atividade. O OE de manjericao apresentou CIM a 1,6% e CBM maior
que 2,5%. O OE de manjerona apresentou CIM a 1,0% e CBM maior que 3,0%.
Salmonella sp foi inibida somente pelo OE de manjericao, com CIM na concentragao
de 1,1% e CBM maior que 4,0%.

O 6leo essencial de manjerona nao foi capaz de inibir P. aeruginosa na
concentracdo de 4,0%. Sendo assim, P. aeruginosa nao foi inibida por nenhum 6leo
estudado, diferentemente da avaliacdo pela difuséo em agar que demonstrou um
halo de inibigao nesta concentracéo.

Em relacdo ao B. cereus, o OE de manjerona foi o Unico a obter atividade
antimicrobiana sobre o patégeno, apresentando CIM de 0,8% e CBM maior que 1,5%.

Por ultimo, L. monocytogenes foi inibida somente pelo OE de manjerona, com
CIM de 1,7% e CBM maior que 4,0 %.
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Tabela 1 — Didmetros dos halos de inibic&o dos dleos essenciais e dos antibidticos (controle positivo) frente aos patogenos

alimentares
Concentragio E.coli S.aureus  P.aeruginosa Salmonellasp B. cereus L. monocytogenes
QOleo essencial de alecrim
0,5%
1,0%
15%
2,0% N . N N X .
55 NA. NA NA. NA. NA. NA
3.0%
3,5%
0%
Oleo essencial de gengibre
0,5% )
1,0% N-A.
1,5% 10£2,12 NA*
2,0% X . X X 17,07
5% N.A. N.A. NA. N.A. T30
3.0% 12:0.71 9175
3,5% 7212 121737
3.0% 181321 141321
Concentragio E.coli S. aureus P. aemgf'nosa Salmonella sp B. cereus L. moneocytogenes
Oleo essencial de manjerona
0,5% 1 +0,1 R
1,0% 20,1 NA.
1,5% 12:35 NA* 13:28
2,0% 13140 NA® ) 1807 NA®
7,5% PFEN NA. 52867
3.0% 14+23 16+4.0 1001
3,5% 20:96 20:15 17£0.2
4.0% 27:26 24125 12207 23140 15:14
Oleo essencial de manjericio
0,5% NA*
1,0% 5t14 N NA®
1,5% 13592 . NA
2,0% 13207 NA. X 12164 .
2,5% 12+1.0 NA. 13149 19:28 NA.
3,0% 1210 314 172071
3.5% 15142 13£2.1 6105 1058
4,0% 615 14+42 1607 12+6.7
Oleo essencial de pimenta- preta
0,5%
1,0%
1,5%
2,0% * * * * * *
2 5% NA. NA NA. N.A. NA. NA.
3.0%
3,5%
4.0% 14507
Tabela 1: Difusdo em agar
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Tabela 2 — Concentracéo Inibitdria Minima e Concentracdo Bactericida Minima dos dleos essenciais estudados e confrole positiv
frente aos patdgenos alimentares

E coli S.aureus P.aeruginosa
Oleo Essencial ATCC 25922 ATCC 6538 ATCC 27853
CiM CMB ciM cMB CciM cMB
Alecnim N.D. N.D. N.D.
Gengibre
Manjericdo 0,6-0.7% 16-1.7% 1,5-1,6% > 2,5% N.D. N.D.
Manjerona 0,2-0,3% 04-0,5% 0,9-1,0% >3,0% N.A N.A
Pimenta-preta N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Amoxicilina N.D. N.D. 0,32 - 0,16 pg/ mL N.D. N.D. N.D.
Estreptomicina 10-5pg/mL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Ciprofioxacina N.D. N.D. N.D. ND. | <2x10°pg/mL [ND.
Salmonella sp B.cereus L monocyfogenes
Oleo Essencial NEWP 0028 ATCC 14778 CDCF 4561
cim CcMB cIM CMB CIM CMB |
Alecrim ND N.D. N.D. N.D. N.D.
Gengibre " NA. N.A. N.A. N.A.
Manjericdo 1,0-1,1% > 4,0% N.A. N.A N.D. N.D.
Manjerona N.D. N.D. 0,7-0,8% =4,0% 1.6-1,7% >4,0%
Pimenta-preta N.D. N.D. N.A. N.A. N.D. N.D.
Amoxicilina N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Estreptomicina N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Ciprofloxacina <2x10°pg/mL| Np | 0016-00078pg/mL | NpD. | 0078-0040pg/mL | ND.
Nota: N_A_ Nao ativo frente ao micro-organismo. N.D. Nao determinado no estudo.

Tabela 2: Microdilui¢cdo

Em estudo realizado por Santurio et al. (2011), por meio do método de difuséo
em agar e microdiluicdo, os OEs de gengibre e alecrim nao evidenciaram atividade
antibacteriana frente a duas cepas de E. coli, contudo, o OE de manjerona também
nao obteve atividade, ao contrario do resultado encontrado no presente trabalho.

Segundo Silva et al. (2015), o OE de alecrim nao apresentou atividade
antimicrobiana para S. aureus e E. coli, em seu estudo. Assim como, a avaliagao de
Seydim e Sarikus (2006), que estudaram a atividade antimicrobiana do OE de alecrim
frente aos patdgenos: S. aureus, E. coli e L. monocytogenes, 0s quais indicaram
que o OE n&o obteve nenhuma atividade antimicrobiana sobre estes. Aquino et al.
(2010) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de erva-cidreira e
manjericao frente a bactérias de carnes bovinas e obtiveram resultados que indicam
que o 6leo essencial de manjericao tem apresentado forte atividade antimicrobiana
frente a Salmonella sp, S. aureus e E. coli, assim como no presente estudo. E outros
estudos indicam sua atividade antibacteriana contra B.cereus, P. aeruginosa e L.
monocytogenes (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE,2008; CAROVIC - STANKO
et al., 2010), por meio da utilizagcdo das duas metodologias apresentadas ou por uma
delas. Com isso, o0 6leo essencial de manjericao mostra um elevado potencial para o
uso como agente antimicrobiano natural para emprego em alimentos.

Trajano et al. (2009) estudaram a propriedade antibacteriana de 6leos essenciais
de especiarias sobre bactérias contaminantes de alimentos, como Bacilluscereus,
Bacillus subtilis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, L. monocytogenes, P.aeruginosa,
Staphylococcus aureus, S. enterica, Serratia mercencens e Yersinia enterocolitica e
mostraram que em relagdo aos Oleos de R. officinalis, O. basilicum e Z.officinalis,
0s autores relataram que os 6leos apresentaram um baixo espectro de acao, sendo

apenas efetivo contra uma ou duas bactérias.
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Em relacdo ao Oleo essencial de gengibre, a atividade foi observada somente
contra S. aureus; o 0leo essencial de alecrim, somente contra B. subtilis e 6leo
essencial de manjericao foi efetivo contra E.coli e P. aeruginosa. O OE de manjerona
apresentou-se inibitério contra B. cereus, B. subtilis, L. monocytogenes, S. aureus e
S. mercencens.

O éleo de P. nigrum, por sua vez, nao apresentou nenhuma acéo bacteriostatica
sobre as cepas testadas. Assim como, no presente trabalho o 6leo essencial de
gengibre apresentou inibicdo para um micro-organismo, pelo método de difusédo em
agar e o 6leo essencial de alecrim nao apresentou atividade antibacteriana.

Entretanto, o 6leo essencial de manjericao apresentou maior atividade em
relacéo aos OEs de gengibre e alecrim. Por meio dos resultados obtidos pelo método
de microdiluicdo, observou-se elevada atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
de manjerona e manjericdo sobre quatro patdégenos alimentares: E. coli, S. aureus,
Salmonella sp e L. monocytogene,

Em virtude da grande demanda da populagéo por alimentos seguros e eficazes,
em substituicdo aos aditivos quimicos, os quais possuem alto potencial carcinogénico,
0s Oleos essenciais sao uma possivel alternativa natural para o controle do crescimento
bacteriano nos produtos alimenticios, sendo necessario maiores estudos na area para
substituicdo de conservantes sintéticos (nitrato e nitrito) usados na area de alimentos
ou sinergismo.

Para a complementacdo deste trabalho, seria imprescindivel o estudo da
toxicidade dos Oleos essenciais, na utilizacdo como conservantes na area de
alimentos, bem como nas areas de cosméticos e produtos farmacéuticos. Assim como,
pesquisas em relacéo a eficacia e as concentragdes adequadas dos 0leos essenciais
para emprego em formula¢des de alimentos, considerando as possiveis alteragcdes
sensoriais e suas interferéncias na aceitacao do produto. Também, a avaliacdo da
viabilidade econémica do uso dos 6leos essenciais e 0 beneficio para o consumidor.

51 CONCLUSAO

Para o método de difusdo em agar, todos os 6leos essenciais apresentaram
atividade antimicrobiana, com excecédo do 6leo essencial de alecrim, frente aos
patbgenos alimentares estudados. Os 6leos essenciais de manjerona e manjericao
apresentaram elevada atividade antimicrobiana, especialmente o OE de manjerona,
com o método de difusdo em agar e microdiluicado, com CIM abaixo de 2,0%, entretanto,
os Oleos essenciais de alecrim, gengibre e pimenta-preta ndo obtiveram resultado
satisfatorio nas concentrag¢des de 0,5 a 4,0%, no segundo método executado.
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