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RESUMO - Objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana de 6leo essencial obtido a partir de mix de alecrim,
orégano e pimenta, em diferentes concentracdes, sobre 30 isolados bacterianos, sendo eles: Staphylococcus spp.
(n = 10), Aeromonas spp. (n = 10) e Escherichia coli (n = 10). Foram realizados testes de concentragio inibitoria
minima (CIM) e de concentracdo bactericida minima (CBM) determinado pela técnica de microdiluicdo em
caldo. Nao foi possivel avaliar os resultados da CIM do 6leo utilizado, logo, 0 mesmo apresentou coloracéo
turva dificultando a distincdo entre o d6leo e o crescimento bacteriano. Em relacdo aos resultados da CBM,
observou-se que, a melhor atividade antimicrobiana para o dleo essencial ocorreu nas concentracdes de 17,2 e
34,4 pg/mL, ndo havendo influéncia do metanol sobre os resultados obtidos. O 6leo essencial avaliado apresenta
atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos testados. Além disso, por se tratar de um produto natural
ndo deixa residuos prejudiciais aos alimentos.
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ABSTRACT - The objective was to evaluate the antimicrobial activity of essential oil obtained from mix of
rosemary, oregano and pepper in different concentrations on 30 bacterial isolates, they being: Staphylococcus
spp. (n = 10), Aeromonas spp. (n = 10) e Escherichia coli (n = 10). Tests were carried out for minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) determined by broth
microdilution technique. It was not possible to assess the results of the MIC, which was attributed to the oil used,
because it showed staining difficult blurred the distinction between the oil and bacterial growth. Regarding the
results of CBM, it was observed that the best antimicrobial activity of essential oil happened to the
concentrations of 17.2 and 34.4 pg/mL, with no influence of methanol on the results. The essential oil valued has
antimicrobial activity against micro-organisms tested. In addition, because it is a natural product leaves no
residue harmful to food.
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INTRODUCAO

Durante o processo de preparo de alimentos
constata-se a necessidade de adicdo de especiarias e
seus derivados, entre esses tém-se, o0s Oleos
essenciais (OEs), os quais conferem aos alimentos
caracteristicas sensoriais, como sabor e aroma (Kim
et al., 1995). No entanto, Lima (2002) afirma que,
muitas dessas especiarias possam apresentar
potencial sobre a estabilidade frente a acdo de
alguns  micro-organismos,  possibilitando a
depreciagdo e comprometimento da qualidade e
seguranca alimentar.

Segundo Simdes & Spitzer (2000), os OEs
provenientes de espécies vegetais utilizadas como
condimentos, representam grupo de
antimicrobianos naturais tradicionalmente
utilizados na producdo de alimentos. Ressalta-se
ainda que, os OEs podem apresentar atividade
antimicrobiana, em especial, frente a micro-
organismos resistentes a antibioticos e antiflngicos
(Carson et al., 1995).

A acdo antimicrobiana das especiarias e de seus
OEs nos diferentes micro-organismos tem sido
relatada em diversos estudos, principalmente
devido ao aumento da resisténcia que 0s micro-
organismos apresentam em relacao aos antibidticos
de uso comum utilizados nos tratamentos de
diversas enfermidades (Ouattara et al., 1997).

Nesse sentido, alguns trabalhos reportam o
potencial antimicrobiano significativo dos OEs
frente a bactérias Gram positivas, Gram negativas e
fungos (Kalemba et al., 2002; Burt, 2004; Santurio
et al.,, 2007; Mayaud et al., 2008), corroborando
desta forma, o potencial uso dos OEs na inibicdo de
cepas desses micro-organismos, garantindo menor
contaminacdo  dos alimentos  associado &
ncrementos na seguranca alimentar (Fiorentini et
al., 2001; Ristori et al., 2002; Utama et al., 2002;
Prashar et al., 2003).

Desta forma, objetivou-se avaliar a acédo
antibacteriana de mistura de Oleos essenciais de
especiarias composto por orégano, pimenta e
alecrim frente a algumas cepas bacterianas
patogénicas e/ou deteriorantes de alimentos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Animal, localizado no
campus de Ciéncias Agrérias da Universidade
Federal do Vale do S3o Francisco — Univasf,
municipio de Petrolina-PE, Brasil.

Foram utilizados 30 isolados bacterianos,
constituido de 10 isolados de Staphylococcus spp.,
10 de Aeromonas spp. e 10 de Escherichia coli.
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O oleo essencial avaliado foi elaborado a partir de
uma mistura de alecrim, orégano e pimenta (1:1:1).
Foram utilizados dois gramas da mistura diluida em
20 mL de metanol, obtendo-se desta forma o 6leo
essencial como produto final. O mesmo apresentava
a seguinte composicao: gordura vegetal estabilizada
(89,7%), dleo essencial de orégano, 6leo essencial
alecrim e 6leo essencial de pimenta.

Para avaliagdo antibacteriana do OGleo essencial
frente aos isolados supracitados, procedeu-se a
determinacdo da Concentracdo Inibitdria Minima
(CIM), que é a menor concentragdo capaz de inibir
0 crescimento bacteriano. Nesse sentido, as
amostras foram semeadas em meio de cultura TSA
(Tryptone Soy Agar) e, apds seu crescimento,
foram inoculadas em tubos contendo 3 mL de meio
caldo Mueller Hinton (caldo MH). Em seguida, 0s
tubos foram incubados a 37 °C por 24 horas de
acordo com CLSI (2006) até a obtencéo de turvacédo
a 0,5 na escala de Mac Farland (1x10° UFC/mL).

Apobs a turvacdo, 0,1 ml da suspensdo (MH +
indculo), foram inoculadas em tubos contendo 9,9
mL de caldo MH (NCCLS, 2002). Logo ap6s,
procedeu-se a microdiluicdo, sendo adicionados
200 pl de caldo MH puro e estéril em cada poco da
microplaca, procedendo-se logo posteriormente a
diluicdo do 6leo essencial, inserindo 200 pl do 6leo
nos pocos da primeira coluna transferindo-se,
posteriormente, 200 pl dos pogos da primeira
coluna para os da segunda, e assim sucessivamente
seguindo-se uma diluicdo de 1:2 e descartando-se
os Ultimos 200 pl. Todo o procedimento foi
realizado em triplicata com oito dilui¢des, obtendo
as concentragBes finais de: 90; 45; 137,5; 68,8;
34,4, 17,2; 8,6 € 4,3 pg/ml.

Em seguida inoculou-se 10 pl de caldo MH
contendo 0s micro-organismos em cada poco, além
de separar pogos contendo controles positivo e
negativo. Também foi realizado o teste apenas com
0 metanol para avaliar sua influéncia, ou nédo, na
inibicdo do crescimento dos micro-organismos.
Apbs esses procedimentos, as placas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C.

A determinagdo das CIM consistiu em registrar a
menor concentracdo do 6leo essencial capaz de
causar inibicdo total do crescimento bacteriano.

Além da determinacdo da CIM, procedeu-se a
realizacdo da Concentracdo Bacteriana Minima
(CBM), sendo apdés um periodo de 24 horas da
inoculagdo nas microplacas, inoculou-se o contetido
de cada pogo em placas de petri, contendo meio
Agar Mueller Hinton (MH), para que em seguida,
as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a
37 °C. A menor concentracdo onde ndo foi
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observado crescimento bacteriano no &gar foi
considerada a Concentragdo Bactericida Minima
(CBM), seguindo metodologias de Lennette et al.
(1985).

RESULTADOS

O 6leo essencial composto por alecrim, orégano e
pimenta obtido a partir de diluigdo em metanol

adquiriu coloracdo turva, portanto nao foi possivel
analisar a CIM nas microplacas para o crescimento
bacteriano nas diferentes diluicbes (Tabela 1).
Dessa forma, procedeu-se a avaliacdo da CBM,
sendo constatado que os isolados bacterianos
analisados demonstraram susceptibilidade variavel
frente a0 metanol bem como as concentracdes do
oleo essencial testado (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial e metanol frente aos isolados de Staphylococcus spp.,

Aeromonas spp. e E. coli testados.

Atividade antimicrobiana — Oleo essencial

CBM (pg/ml)
Microrganismos n 550 275 137,5 68,8 4, 4,3
Staphylococcus spp. 10 - - - - 2 2
Aeromonas spp. 10 - - - 2 8 -
E. coli 10 - - - 1 -

Atividade antimicrobiana — Metanol

CBM (pg/ml)
Microrganismos n 550 275 137,5 68,8 34,4 17,2 8,6 4,3
Staphylococcus spp. 10 4 2 4 - - - - -
Aeromonas spp. 10 1 2 7 - - - - -
E. coli 10 2 1 7 - - - - -

Para a andlise da sensibilidade dos isolados de
Staphylococcus spp., foram testadas trés amostras
multirresistentes, identificadas como MRSA,
ATCC 6538 e ATCC 25923, sendo que, as trés
apresentaram atividade para o 6leo essencial na
concentracdo de 34,4 pg/mL, demonstrando desta
forma, atividade de 100 % para as amostras
analisadas. Com isso, 0 dleo essencial apresentou
atividade antimicrobiana sobre as cepas clinicas de
MRSA e ATCC.

Com relagdo a sensibilidade para os 10 isolados
dessa mesma espécie, nas oito diluicbes realizadas
para o 6leo essencial, a CBM obtida para seis (60
%) isolados foi 17,2 pg/ml. Por outro lado, as
concentracdes obtidas no menor nimero de isolados
foram de 34,4 e 4,3 pg/ml com dois (20 %) isolados
para cada uma dessas concentragoes.

Em relacdo a sensibilidade para o metanol, quatro
(40 %) isolados demonstraram sensibilidade a
concentracdo de 137,5 pg/ml, por outro lado,
também foi verificado que quatro (40 %) isolados
ndo apresentaram sensibilidade ao metanol. Dessa
forma, o crescimento de isolados na maior
concentracdo indica que ndo houve efeito da
substancia testada.

Para os isolados de E. coli, a CBM do dleo
essencial obtida para nove (90 %) isolados foi 17,2
pg/ml. Apenas um isolado (10 %) apresentou
sensibilidade na concentracdo de 34,4 pg/ml.
Enquanto que para o metanol, foi observada
sensibilidade em sete (70 %) isolados na
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concentracdo de 137,5 pg/ml, sendo que dois (20
%) isolados ndo exibiram sensibilidade ao metanol.

Para os isolados de Aeromonas spp., a CBM obtida
foi de 34,4 pg/ml para oito (80 %) isolados. Apenas
dois (20 %) isolados apresentaram sensibilidade na
concentracdo de 68,8 pg/ml. Com relacdo ao
metanol, sete (70 %) isolados apresentaram
sensibilidade na concentracdo de 137,5 pg/ml,
sendo que apenas um (10 %) isolado ndo conferiu
sensibilidade ao metanol.

DISCUSSOES

Analisando os resultados para o 6leo essencial e o
metanol avaliado, observa-se que, o primeiro ndo
sofreu influéncia do metanol, pois no teste controle,
o metanol foi menos efetivo que o éleo essencial,
pois inibiu o crescimento bacteriano em uma
concentracdo maior que o antimicrobiano natural.

Constataram-se  atividades varidveis entre as
diluigBes analisadas. Segundo Martins et al. (1998)
e Ferreira et al. (2006) esse fato pode ocorrer
devido ao agravamento da resisténcia bacteriana
gue esta associada ao uso frequente e
indiscriminado de antimicrobianos, bem como
através de alteragBes na parede celular por meio da
presenga de genes que expressam resisténcia a
multiplos antimicrobianos. Sendo assim, no
presente estudo, as atividades varidveis das
diferentes dilui¢des podem ter ocorrido em funcéo
da susceptibilidade dos isolados avaliados.
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Além disso, foi observado que as bactérias Gram
negativas ndo apresentaram sensibilidade nas duas
menores concentracdes testadas. Porte & Godoy
(2001) e Hentz & Santim (2007) reportam que esse
grupo de bactérias sdo menos sensiveis aos 6leos
essenciais presentes em “condimentos” em relagéo
as bactérias Gram positivas, corroborando com o
presente estudo.

Santoyo et al. (2005) avaliando a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial composto apenas
de alecrim (Rosmariuns officinalis), relatam um
grande potencial desses sobre as bactérias Gram
positivas  (Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis) e bactérias Gram negativas (E. coli e
Pseudomonas aeruginosa). Porém, em trabalho
realizado por Trajano et al. (2009) o 6leo essencial
de alecrim avaliado s6 foi ativo contra bactérias
Gram positivas (Bacillus subtilis).

Stoyanova et al. (2006) demonstraram uma
atividade antimicrobiana significante dos 6leos
essenciais de pimenta preta (Piper nigrum) e
gengibre (Zingiber officinalis) contra as bactérias
Gram positivas. Além disso, também observaram
um efeito do Oleo essencial de gengibre contra
Klebsiella pneumoniae. Entretanto, Trajano et al.
(2009) demonstraram que o Oleo essencial de
pimenta preta s6 ndo foi ativo contra bactérias
Gram positivas, enquanto o 6leo essencial de
gengibre foi ativo apenas contra S. aureus.

Ohno et al. (2003), afirma que é necessario
examinar cada componente do 6leo essencial
separadamente, bem como a sua combinacdo, para
averiguar se eles realmente apresentam acdo
bactericida isolados ou em combinagéo.

A grande incidéncia de infec¢bes causadas por
bactérias de alimentos, principalmente as de maior
patogenicidade aumenta a importancia da procura
por compostos terapéuticos alternativos. Em funcéo
disso, o estudo das plantas medicinais estad sendo
bastante desenvolvido, comprovando as qualidades
medicinais das mesmas, sendo que, essas vém
ganhando um maior espaco nas prateleiras de
farmécias e casas especializadas do mundo inteiro,
mostrando ter propriedades Uteis, porém, ainda
pouco exploradas, representando um importante
fator na melhoria da salde publica.

CONCLUSOES

O dleo essencial provindo da mistura de orégano,
pimenta e alecrim  apresentam  atividade
antimicrobiana frente aos  micro-organismos
testados. Além disso, por se tratar de um produto
natural ndo deixa residuos prejudiciais aos
alimentos.
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Como perspectiva futura, sugere-se a realizagdo de
estudos com  Oleos  essenciais  isolados
individualmente de cada especiaria testada no
presente trabalho. Nesse sentido, possibilita-se a
ampliagdo do conhecimento da atividade
antimicrobiana dessas especiarias em combinacéo
ou isoladamente para as cepas bacterianas
analisadas.
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