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1. INTRODUCAO

Os oleos essenciais (OE) constituem os elementos volateis contidos em
muitos Orgdos vegetais, relacionando-se diretamente com diversas funcdes
necessarias a sobrevivéncia, exercendo ainda, papel fundamental na defesa
microbiana da planta (SIQUI et al., 2000). Os OE constituem-se em complexas
misturas, geralmente lipofilicas (SIMOES & SPITZER, 1999), compostas por
diversos componentes em diferentes concentracdes, onde um dos compostos é
farmacologicamente ativo e majoritario. Thymus vulgaris L., popularmente
conhecido como tomilho, trata-se de uma planta medicinal, aromatica e
condimentar, pertencente a familia Lamiaceae, originaria da Europa e cultivada no
sul e sudeste do Brasil (SAKURAI et al., 2016). Esta planta, muito utilizada na
medicina popular, possui OE ja relatado como responsavel por suas atividades
anti-séptica, expectorante, carminativa e antiespasmodica (SIMOES & SPITZER,
2004); sua atividade biolégica relaciona-se intimamente com 0s seus principais
constituintes, o timol e o carvacrol. O timol tem demonstrado efeitos antifiingicos,
antibacterianos e anti-helminticos e o carvacrol tem sido estudado por seus
efeitos bactericidas (SAKURAI et al., 2016). O timol é o maior responséavel pelo
uso do OE do tomilho, uma vez que o mesmo assume o papel de composto
majoritario (aproximadamente 40% de sua composi¢cdo) (FARMACOPEIA
ITALIANA, 1998).

Sabe-se que as propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais
despertam interesse na perspectiva de constituirem uma alternativa ao uso de
aditivos quimicos em alimentos e que, nos ultimos anos, tem sido relatado que
alguns OE sdo capazes de inibir bactérias de origem alimentar, prolongando a
vida de prateleira de alimentos processados (KIM et al., 1995; SMITH-PALMER et
al., 1998). As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo provocadas pela
ingestao de alimentos ou agua contaminados, na maioria das vezes por bactérias,
suas toxinas, virus, parasitas e agentes quimicos; 0s principais agentes
envolvidos em surtos de DTAs no Brasil sdo Escherichia coli, Salmonella spp. e
Staphylococcus aureus (BRASIL, 2017). Também cabe ressaltar, que Listeria
monocytogenes possui grande capacidade de multiplicacdo, tornando-se um
grande problema nas industrias alimenticias e na saude publica, visto que as
infeccbes causadas pela mesma apresentam altas taxas de mortalidade (cerca de
30% em imunodeprimidos) (FILHO, 2014).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a caracteristica inibitoria do OE de
Thymus vulgaris L., frente as espécies patogénicas Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.
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2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratério de Ciéncia dos Alimentos e Biologia
Molecular do Centro de Ciéncias Quimicas e Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pelotas. A aquisicdo do OE (acondicionado em frasco ambar, lacrado,
com um volume total de 100 mL) de Thymus vulgaris L. deu-se comercialmente
através da empresa Ferquima, IndUstria e Comércio de Oleos Essenciais. O efeito
antimicrobiano foi avaliado através do método de disco difusdo frente a quatro
cepas padrdes: Escherichia coli O157:H (ATCC 43895), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e Staphylococcus aureus
(ATCC 10832). As cepas encontravam-se mantidas sob congelamento em caldo
BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporgéo 3:1 (v:v) e,
para realizar a devida reativacdo, uma alcada da bactéria foi transferida para
caldo Soja Tripticaseina (TSB), havendo uma incubacédo em estufa durante 24h a
37°C. Ap6s uma alcada desse crescimento foi estriado em placas de Petri
contendo meio seletivo para cada micro-organismos, para Escherichia coli
utilizou-se agar Eosina Azul de Metileno (EMB), para Listeria monocytogenes agar
Orfoxd, para Salmonella Typhimurium - Trypticase Soy Agar (TSA) e para
Staphylococcus aureus, agar Baird-Paker (BP). Apés, realizou-se uma nova
incubagéo por 24h a 37°C para o isolamento das colbnias com morfologia
caracteristica.

A avaliagcdo da acdo antimicrobiana foi realizada seguindo a metodologia
descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Do
crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma alcada que
ressuspendeu-se em solucéo salina (NaCl 0,85%), havendo uma padronizacdo na
concentracédo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™?). A solugéo salina
padronizada contendo o indculo foi semeada com auxilio de um swab estéril na
superficie de placas com &agar Muller-Hinton e, em seguida foram sobrepostos
discos de papel filtro esterilizados com diametro de 6 mm, seguidos da adicéo de
5 uL de d6leo essencial de tomilho, sobre os discos de papel. Como controle
negativo foi utilizado discos de papel filtro, esterilizados, embebidos em 5 uL de
solucdo salina esterilizada. Incubaram-se as placas por 24h a 37 °C e, logo ap6s
este periodo, efetuou-se a medicdo dos halos de inibicdo, obtendo-se os
resultados expressos em centimetros. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos (Figura 1) apontaram para uma sensibilidade maior de
S. aureus (Gram +), seguida de S. Typhimurium (Gram -), demonstrando que
houve inibicdo tanto de bactérias Gram positivas, quanto negativas. Os halos
corresponderam em média a 2,2 cm para o patogeno S. aureus e 1,52 cm para o
patdgeno S. Typhimurium. Ja para L. monocytogenes verificou-se halos de
tamanho médio de 1,47 cm, e para E. coli, se obteve a formacao de halos de 1,09
cm. A relacao de halos formados pela agcdao do OE de tomilho frente aos quatro
patogenos pode ser observada na figura 1.

Segundo NAZZARO et al. (2013), devido a presenca da membrana externa
composta por lipopolissacarideos (LPS) nas bactérias Gram -, estas demonstram-
se mais resistentes a passagem de moléculas antibacterianas, necessitando de
concentracfes mais elevadas de OE. Em acordo a estes autores, o OE de tomilho
apresentou maior acdo inibitéria sobre o patégeno S. aureus, do que sobre E. coli
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(Gram -), onde verificou-se os menores halos, devido provavelmente as suas
caracteristicas estruturais da parede celular com presenca de membrana externa.
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Figura 1 — Acao antibacteriana do 6leo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris L.) através do método de disco difusao frente patégenos alimentares

Segundo Mothana e Lindequist (2005), os OE podem ser classificado quanto
ao seu poder inibitério em funcdo do tamanho de halo obtido. Para serem
considerados com poder de acdo moderadamente ativos, os mesmos devem
formar de halos de inibicdo de 0,8 a 1,3 cm e, para serem considerados muito
ativos, devem formar halos de inibicAo maiores que 1,4 cm. Seguindo estes
critérios no presente estudo, observa-se que a Unica cepa que o OE de tomilho
demonstrou-se moderadamente ativo foi frente E. coli. Ja, frente as demais cepas,
o OE demonstra-se muito ativo, demonstrando grande potencial para estudos
mais aprofundados visando uma possivel aplicacéo futura do 6leo em alimentos.

Entretanto, em um estudo de Millezi et al. (2012) o 6leo de tomilho nado
demonstrou atividade antibacteriana sobre E. coli, ao passo que para Rota et. al.
(2008) o resultado foi similar ao do presente estudo, uma vez que encontraram
atividade antimicrobiana do OE contra as bactérias E. coli, L. monocytogenes, S.
entérica Enteritidis e S. aureus.

Outros estudos ainda demonstraram que o OE de tomilho estd entre os
antimicrobianos mais ativos (DIMITRIJEVIA et al., 2007); segundo Moreira et. al.
(2005), isso esta relacionado ao seu carater lipofilico, que liga a bicamada
fosfolipidica da membrana celular aumentando sua permeabilidade e
disseminando o conteudo intracelular ou prejudicando o sistema enzimatico da
célula, uma vez que, pequenas alteracbes que ocorram ha estrutura da
membrana citoplasmatica podem afetar o metabolismo.

4. CONCLUSOES

Verificou-se através da técnica de disco difusdo em agar que o OE de
tomilho (Thymus vulgaris L.) apresentou acdo antibacteriana frente aos patdégenos
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e
Staphylococcus aureus.
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