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1. INTRODUCAO

Durante as Ultimas décadas, as doencas relacionadas a ingestdo de
alimentos contaminados com agentes microbianos vém se tornando a principal
preocupacdo sobre seguranca dos alimentos, uma vez que a presenca de
patégenos no alimento pode levar a surtos de toxinfecgBes. (GODINHO, 2010).
Os microrganismos comumente envolvidos sdo Eschericia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, dentre outros, sendo os alimentos
mais envolvidos nestes surtos os provenientes de animais, produtos derivados e
alimentos altamente manipulados (RIBEIRO, 2011).

O numero de consumidores que exigem alimentos com menor adicdo de
conservantes sintéticos vem crescendo e, consequentemente, vem aumentando o
interesse das industrias em agentes antimicrobianos naturais que possam
prolongar a vida de prateleira e combater patogenos (CALO et al.,, 2015). Os
Oleos essenciais, que sao normalmente utilizados como aromatizantes vém sendo
utilizados também por suas propriedades antimicrobianas para controle de
microrganismos patogénicos e deteriorantes (BAJPAI et al., 2012).

Origanum vulgare (orégano) e Ocimum basilicum (manjericdo) sdo temperos
comumente utilizados para conferir sabor e aroma aos alimentos (KOKKINI e
VOKOU, 1989). Ambos apresentam em sua composi¢do timol, eugenol e
carvacrol, constituintes que conferem potencial atividade antimicrobiana a estes
condimentos (SANTURIO, 2015).

Portanto, o objetivo do trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de Origanum vulgare (orégano) e Ocimum basilicum
(manjericéo) frente a Escherichia coli O157: H7, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes.

2. METODOLOGIA

Folhas secas de O. vulgare e O. basilicum foram adquiridas na empresa Luar
Sul Industria e Comércio, de Santa Cruz do Sul, Brasil. Para extracdo dos 0leos
essenciais, utilizou-se processo de hidrodestilagdo por arraste a vapor com um
aparelho Clevenger, durante 3 horas, segundo a Farmacopeia Brasileira (Brasil,
2010). Apés a extracdo, os Oleos foram armazenados em frasco ambar e
mantidos a -18°C.

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais foi testada frente aos
seguintes microrganismos: Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 43895),
Staphylococcus aureus (ATCC 14458) e Listeria monocytogenes (ATCC 7644).
Culturas overnigth a 37°C em Infusdo de Cérebro e Corag¢do (BHI, Acumedia,
Lansing, Michigan, USA) de cada cepa foram padronizadas para concentragéo
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aproximada de 10° UFC/mL para posterior diluicdo seriada e uso nos testes.
Utilizou-se o método de disco-difusédo, de acordo com Caravic-Stanko et al. (2009)
no qual 0,1 mL de cultura em BHI de cada isolado foi semeado na superficie de
placas contendo agar Mueller-Hinton (Acumedia, Lansing, Michigan, USA). Discos
de papel filtro estéreis impregnados com os 6leos essenciais e a mistura dos
mesmos (5 uL por disco) foram depositados sobre o meio inoculado, que foi
incubado a 37°C por 24 h. O diametro da zona de inibicédo, incluindo o diametro
do disco, foi medido em milimetros. As médias dos halos obtidos no teste de
disco-difusdo foram comparadas pelo teste de Tukey com uso do programa
Statistix® (2003).

Determinou-se também a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), conforme
preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), com
pequenas modificacdes. A determinacdo da CBM foi realizada utilizando
microplacas com 96 poc¢os. Em cada poco, foram dispensados 50 pL de BHI com
1% de Tween 80, utilizado para diminuir a tensdo superficial no contato do 6leo
(apolar) com o meio de cultura (polar). No primeiro pogo, foram dispensados 50
ML do O6leo essencial em teste. Retirando-se 50 pL do pogo de maior
concentracdo, foram feitas oito diluicbes seriadas nos pogos consecutivos até a
concentracéo final, apds a adicédo da cultura bacteriana, de 1,95 pL/mL. No final,
foram adicionados 50 pL da cultura com aproximadamente 5,0 x 10° células
bacterianas em cada poco. Pocos sem adicdo do 6leo e sem adicdo do inoculo
foram utilizados para controles de multiplicacdo e de esterilidade,
respectivamente. As placas foram incubadas a 37°C durante 48 h. Apds a
incubacdo, foram retiradas aliquotas de 5 pL de cada uma das cavidades e
repicadas em placas contendo Agar Padrdo para Contagem (PCA, Acumedia,
Lansing, Michigan, USA) para verificar a viabilidade das cepas. A CBM foi
considerada como a menor concentracdo de 6leo na qual ndo houve crescimento
de colbnias na superficie do meio de cultura.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Oleos essenciais avaliados no teste de disco-difusdo produziram halos de
inibicdo, indicando atividade antimicrobiana frente a S. aureus, L. monocytogenes
e E. coli 0157:H7 em diferentes intensidades (Tabela 1).

O. vulgare apresentou atividade antimicrobiana mais intensa. J4 os halos de
inibicdo do 6leo essencial de O. basilicum, apresentaram diametro inferior,
indicando baixa acdo antimicrobiana.

Tabela 1 - Tamanho dos halos (mm) de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais.

Microrganismo O. vulgare O. basilicum O. vulgare + O. basilicum
S. aureus 120a 70Db 114 a
L. monocytogenes 95a 75b 7,75 ab
E. coli O157:H7 9,1a 7,7b 7,5 ab

Os dados referem-se a média de triplicatas. Médias seguidas pela mesma letra na
mesma linha ndo séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Quando analisado o efeito antimicrobiano da mistura dos Oleos essenciais,
observou-se que houve duas situacbes em que a mistura apresentou agao
diferente dos Oleos separadamente. Frente a S. aureus a mistura manteve a
mesma acao apresentada pelo 6leo de O. vulgare isoladamente, apesar deste



32 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
J
‘i!‘ con ANl C’:) C I INICIACAQ CIENTIFICA

Oleo estar com a concentracdo pela metade. Isto significa que o 6leo de O.
vulgare mantém a mesma atividade inibitéria tanto quando utilizados 5 pL
(quantidade de o6leo usada isoladamente) como 2,5 uL (quantidade de d6leo na
mistura) ou que houve um efeito sinérgico entre os Oleos que permitiu a
manutencdo da acao inibitéria mesmo com a metade da concentracdo de O.
vulgare.

Um dos raros estudos utilizando mistura de 6leos foi realizado por Barbosa
et al. (2016), que verificaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O.
vulgare misturado com 6leo de R. Officinalis (alecrim) pelo teste de disco-difuséo.
Neste estudo, os Oleos demonstraram interacdo sinergética e foram efetivos
frente a agentes patogénicos como L. monocytogenes e E. coli.

O oOleo essencial de O. basilicum nédo apresentou efeito bactericida nas
concentracOes testadas (S. aureus, L. monocytogenes) ou apresentou apenas em
altas concentracdes (E.coli O157:H7) (Tabela 2), o que esta de acordo com 0s
resultados obtidos nos testes de disco-difusdo, nos quais este 6leo apresentou
fraco efeito inibitorio. Resultados semelhantes ao nosso foram obtidos por Aquino
et al. (2010), que também verificaram acéo antimicrobiana do 6leo de O. basilicum
frente a E. coli.

Tabela 2 - Concentracdo bactericida minima (uL/mL) dos 6leos essenciais de O. vulgare,
de O. basilicum e da mistura dos dois 6leos

Microrganismo O. vulgare O. basilicum O. vulgare + O. basilicum
S. aureus 125 SE* 62,5

L. monocytogenes 125 SE* 250

E. coli O157:H7 62,5 500 125

Os testes foram realizados em triplicata e os valores foram o0s mesmos nas trés
repeticoes.

*SE = sem efeito antimicrobiano.

O oOleo essencial de O. vulgare apresentou acdo bactericida mais intensa
quando comparado com o O. basilicum, corroborando mais uma vez com o0s
resultados dos testes de disco-difusao. Quando utilizada a mistura dos dois 6leos,
nao foi observada acao bactericida de O. basilicum, pois foi necessério o dobro da
concentracdo da mistura, ou seja, a mesma concentracdo de O. vulgare usado
isoladamente, para inibir a multiplicacdo de L. monocytogenes e E. coli O157:H7.
Provavelmente houve sinergismo entre os 6leos quando testados frente as cepas
de S. aureus, visto que o efeito bactericida foi observado com concentragtes
inferiores aquelas obtidas com uso isolado de O. vulgare.

4, CONCLUSOES

O 6leo essencial de O. vulgare apresenta atividade antimicrobiana contra E.
coli O157:H7, S. aureus e L. monocytogenes. Esta atividade se mantém, em
relacdo a S. aureus, quando misturado em quantidades iguais de 6leo essencial
de O. Basilicum.

O 6leo essencial de O. vulgare é bactericida para todas as bactérias testadas.
Ja o o6leo essencial de O. basilicum mostrou ser um fraco antimicrobiano, n&o
apresentando efeito bactericida para maioria das bactérias testadas ou
necessitando altas concentragfes para eliminar os microrganismos.
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