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1. INTRODUGAO

Na ultima década a bioatividade de substancias presentes em plantas e em
seus extratos tem sido foco de diversos estudos e grande parte das suas
propriedades biolégicas tem sido atribuida aos compostos naturais oriundos do
seu metabolismo primario e secundario (CALO et al., 2015). Neste contexto, os
Oleos vegetais representam uma das principais matérias primas extraidas das
plantas e, inclusive, sdo comumente utilizados na industria farmacéutica,
cosmeética e alimenticia (GARCES et al., 2009).

As atividades bioldgicas atribuidas aos 6leos, tais como agao antioxidante,
antifungica e antimicrobiana sao provenientes da sua composi¢gdo quimica. Os
Oleos sao constituidos predominantemente por ésteres de triacilglicerois, os quais,
quimicamente, sao produtos decorrentes da esterificagdo entre o glicerol e acidos
graxos (VIANNI; BRAZ-FILHO, 1995). De acordo com as suas propriedades
fisicas, séo definidos como compostos insoluveis em agua, soluveis em solventes
organicos e liquidos em temperatura ambiente (GIOIELLE, 1996).

O girassol (Helianthus annuus L.), da familia Asteraceae e do género
Helianthus, € uma das principais espécies de sementes oleaginosas produzidas
(FLAGELLA et al.,, 2002). O o6leo de girassol é caracterizado pela alta
concentragao de acido linoleico, oleico e quantidades significativas de vitamina E
em sua composi¢cao (PREMNATH et al., 2016).

Diante da necessidade de descoberta de novos compostos antimicrobianos
em funcdo do aumento da resisténcia bacteriana aos mesmos comumente
utilizados, da busca do mercado por produtos alimenticios livres de aditivos
quimicos e da potencialidade apresentada pelo 6leo de girassol para tal
finalidade, este trabalho objetiva determinar a atividade antibacteriana do 6leo de
girassol frente as bactérias Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus.

2. METODOLOGIA

A amostra de 6leo de girassol foi adquirida no comércio da cidade de
Pelotas — RS, Brasil.

Para avaliacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas trés cepas
padrdo das espécies bacterianas Escherichia coli (ATCC 43895), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 10832). As
bactérias utilizadas no experimento eram mantidas sob congelamento em caldo
BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporgao 3:1 (v:v).
Para realizar a reativacdo, uma algada de cada bactéria foi transferida para caldo
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BHI e incubadas em estufa durante 24 h a 37 °C. Apds, uma algcada desse
crescimento foi estriada em placas de Petri com meios de cultura seletivos, sendo
agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli, agar Oxford para L.
monocytogenes e agar Baird-Paker para S. aureus, e incubadas por 24 h a 37 °C
para o isolamento das colbnias. A partir da reativagao, foi extraida uma algada e
ressuspendida em solugdo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na
concentragéo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL").

A analise de disco difusdo foi realizada de acordo com protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015a) com
modificagdes. A solugédo salina com o inoculo foi semeada com auxilio de um
swab estéril na superficie de placas com agar Mueller-Hinton. Em seguida, foram
adicionados discos de papel filtro esterilizados com diametro de 6 mm e 5 uL de
Oleo de girassol foram aplicados sobre os discos de papel. Posteriormente, as
placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Apds este periodo foi efetuada a
medicao dos halos de inibicdo e os resultados expressos em centimetros.

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com
protocolo proposto pelo CLSI (2015b) com modificagdes. Foram utilizadas placas
de microtitulacdo de 96 pocgos, onde foram acrescentadas em cada poco caldo
BHI, inéculo bacteriano e o 6leo de girassol puro e diluido nas concentragdes 3,33
e 0,33 mg mL'. Logo apds, as placas de microtitulagdo foram avaliadas em
espectrofotdbmetro de placas (Biochrom EZ Read 400) a 620 nm, incubadas por
24 h a 37 °C e, apos, realizada nova leitura em espectrofotbmetro de placas. A
CIM foi considerada como a menor concentracdo em que nao houve crescimento
bacteriano no meio de cultura.

A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada de acordo com o
meétodo descrito por Cabral et al. (2009) com modificagdes. ApOs a realizagao da
CIM, foram retirados 15 pyL dos pocos das amostras que tiveram inibicdo,
estriados em placas de Petri com agar PCA (Plate Count Agar) e incubados por
24 h a 37 °C. Foi considerada a minima concentragao bactericida as placas onde
nao houve crescimento bacteriano. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de disco difusdo, concentragao inibitéria minima
(CIM) e concentragao bactericida minima (CBM) estao dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Disco difusdo, concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao
bactericida minima (CBM) do 6leo de girassol frente as bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Bactérias Disco difusdo CIM** CBM
(mg mL™") (mg mL")

(cm*)
Staphylococcus aureus 0,83+0,04 0,33 +
Escherichia coli 0,89+0,09 0,33 -
Listeria monocytogenes 0,77+0,07 0,33 -

*Média das triplicatas; **Concentrac¢éo diluida com dimetilsulféxido; Inibicdo de crescimento: (-);
Crescimento Bacteriano: (+)

No teste de disco difusdo, pode-se observar que o 6leo de girassol gerou
halos de inibicdo superiores a 0,7 cm para as bactérias S. aureus e L.
monocytogenes e E. coli. Segundo ARORA; KAUR (1999), a presengca e o
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tamanho dos halos de inibicdo indicam a suscetibilidade das bactérias frente ao
6leo, quando estes halos sao inferiores a 0,7 cm sao considerados nao-ativos
frente a bactéria, e quando apresentarem diametro maior que 1,2 cm sao
considerados de ac&o inibitéria satisfatéria. Sendo assim, o 6leo de girassol
avaliado neste estudo pode ser considerado com efeito inibitdrio satisfatério frente
as bactérias testadas.

Aboki et al. (2012) avaliaram o 6leo extraido das sementes de girassol que
apresentou halos de inibicdo de 2,5 cm para S. aureus, diametro superior ao
encontrado no presente estudo. SUBASHINI; RAKSHITHA (2012) verificaram a
formacao de halos com zona de inibicao de 1,2 cm frente a S. aureus no extrato
metandlico de sementes de girassol. Quando avaliada a inibicdo para E. coli
encontraram-se halos de 0,89 cm, resultado superior ao estudo de TABASSUM;
VIDYASAGAR (2014), os quais observaram halos de inibigao entre 0,5 cm e 1,2
cm formados pelo 6leo das sementes de girassol com diferentes solventes.

Na tabela 1 é possivel visualizar os resultados encontrados nas avaliacdes
das concentracgdes inibitoria e bactericida minimas. Com base no CIM, o éleo de
girassol motivou a inibigdo do crescimento de S. aureus, E. coli e L.
monocytogenes na concentragdo 0,33 mg mL-'. Um dleo deve apresentar CIM de
até 0,5 mg mL™" para ter uma forte agao antimicrobiana; entre 0,6 a 1,5 mg mL""
para moderada e acima de 1,6 mg mL™" para fraca. Neste estudo, de acordo com
os critérios anteriormente citados, o 6leo de girassol apresentou forte atividade
antimicrobiana (DUARTE et al.,, 2016). Na CBM, o o6leo de girassol expds
atividade bactericida, exceto para S. aureus, em que a atividade do dleo foi
bacteriostatica. Este resultado pode ser associado a interacao dos componentes
hidrofébicos dos 6leos com as membranas das células (CALO et al., 2015).

A acao antibacteriana dos 6leos pode ser atribuida a sua capacidade em
penetrar pelas membranas bacterianas para o interior da célula e apresentam
acao inibitéria sobre as suas propriedades funcionais e lipofilicas. Os mecanismos
de acao referem-se a capacidade dos compostos fendlicos de modificar a
permeabilidade da célula microbiana, danificando as membranas citoplasmaticas
e resultar em morte celular (BAJPAI et al.,, 2012). Provavelmente, S. aureus
apresentou resisténcia aos mecanismos de agéo relacionados ao 6leo de girassol.

4. CONCLUSOES

O resultado deste estudo demonstra que o 6leo de girassol da planta
Helianthus annuus L., possui atividade antibacteriana promissora frente as
bactérias Gram positivas e Gram negativa utilizadas neste estudo.
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