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1. INTRODUCAO

A erva-doce (Pimpinella anisum L.) é uma especiaria utilizada
tradicionalmente para agregar sabor ou aroma a alimentos e bebidas. Seus extratos
sdo fontes acessiveis de antioxidantes naturais, além de possuir atividade
antimicrobiana (BRASIL, 2005; GULCIN et al., 2003). A utilizacdo de O6leos
essenciais para extensdo da vida Gtil de alimentos devido a suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas tem recebido cada vez mais atencao. Isso ocorre
devido a preocupacdes de consumidores em relac@o a possiveis efeitos negativos
a saude decorrentes do consumo de alimentos que utilizem conservantes quimicos
sintéticos e a promocéo da cultura de consumo de alimentos organicos, em que o
uso de aditivos sintéticos n&o sdo autorizados (FERNANDEZ-LOPEZ & VIUDA-
MARTOS, 2018). A eficacia da acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais em
relacdo a micro-organismos que podem causar adversidades a saude e prejuizos
financeiros aos setores agroindustriais vem sendo comprovados cientificamente e,
por isso, se tornam alternativas de interesse para industrias farmacéuticas,
cosmeéticas, sanitarias e agricolas (ALMEIDA et al., 2020).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus de 6leo essencial extraido de amostras
de erva-doce (Pimpinella asnisum L.).

2. METODOLOGIA

As amostras de erva-doce (Pimpinella anisum L.) foram adquiridas no
mercado local da cidade de Pelotas, RS, e moidas com um moinho de facas
(Marconi). Os o6leos essenciais foram extraidos de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (Brasil, 2010) por hidrodestilacdo durante 3 horas, utlizando o
equipamento Clevenger, e foram armazenados em frascos ambar a uma
temperatura de -18°C.

A avaliagdo do efeito antimicrobiano foi realizada por meio de trés
metodologias fenotipicas: Disco Difusdo (DD), Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM).

Foram testados os efeitos antimicrobianos do composto de 6leo essencial
sobre as cepas padrao das espécies de bactérias Escherichia coli (ATCC 43895) e
Staphylococcus aureus (ATCC 10832). As bactérias utilizadas no experimento
estavam mantidas sob congelamento em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol
(propano-1,2,3-triol) na proporgéo 3:1 (v:v). Para realizar a reativagcédo, uma algcada
dessas bactérias foi transferida para caldo Soja Tripticaseina (TSB) ou BHI e
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incubadas em estufa durante 24 h a 37°C. Apds uma alcada desse crescimento foi
estriada em placas de Petri com agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli e
agar Baird-Paker para S. aureus, e incubadas por 24 h a 37°C para o isolamento
das colénias. Do crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma
alcada e ressuspendida em solucéo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na
concentracdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™1). Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

A andlise de Disco Difusdo (DD) foi realizada de acordo com protocolo
proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015a)
com pequenas modificagdes. A solucao salina contendo o inéculo foi semeada com
auxilio de um swab estéril na superficie de placas com agar Muller-Hinton. Em
seguida foram adicionados discos de papel filtro esterilizados com diametro de 6
mm. Apos 10uL do composto de 6leo essencial foram impregnados sobre os discos
de papel e as placas incubadas por 24 h a 37°C. Logo apés este periodo foi
efetuada a medicdo dos halos de inibicdo, sendo os resultados expressos em
milimetros.

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com
protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI
(2015b) com pequenas modificacdes. Para isto foram utilizadas placas de
microtitulacdo de 96 pocos, onde foram acrescentadas em cada poc¢o 100 pL de
caldo BHI, 100 pL de in6culo (80 pL de caldo BHI e 20 pL de agua salina com
crescimento bacteriano) e o composto em cinco diferentes concentracbes de
composto (100 pyL de composto puro); 1:5 (20 pL de composto e 80 pL de
dimetilsulféxido (DMSOQ)); 1:10 (10 puL de composto e 90 pL de DMSO); 1:100 (1 pL
de composto e 99 yL de DMSO) e 1:1000 (0,1 pL de composto e 99,9 pL de
DMSO). ApGs o preparo da amostra, as placas de microtitulacdo foram lidas em
espectrofometro (Biochrom EZ Read 400) entre 620nm e 630nm. Em seguida,
procedeu-se a incubacédo por 24 h a 37°C, e apds, foi realizada nova leitura em
espectrofotometro. A CIM foi considerada como a menor concentracdo em que nao
houve crescimento bacteriano no meio de cultura.

Apbs a realizacdo da CIM, foram retirados 15 pL dos poc¢os das amostras
que tiveram inibicdo e estriados em placas de Petri com agar TSA ou BHA (Brain
Heart Infusion Agar) e incubados por 24 h a 37 °C. Foi considerada a minima
concentracéo bactericida as placas onde ndo houve crescimento bacteriano.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 traz os resultados das analises de DF, CIM e CBM do 6leo
essencial de erva-doce (Pimpinella asnisum L.)

Tabela 1. Analise em Disco Difusdo (DD), Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e
Concentracao Bactericida Minima (CBM) do 6leo essencial de erva-doce
(Pimpinella asnisum L.)

Bactérias Potencial Antimicrobiano
DD (mm) CIM (mgmL?t) CBM (mg mL?)
Staphylococcus aureus 11 0.4 4
Escherichia coli 7 ND ND

DD - Disco difusdo, CIM — Concentracéo Inibitéria Minima, CBM — Concentracao Bactericida
Minima, ND — acdo ndo detectada
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Verificou-se a sensibilidade de bactérias S. aureus e E. coli frente ao 6leo
essencial de erva-doce (Pimpinella asnisum L.) devido a formacédo de halos de
inibicdo de 11 e 7 mm, respectivamente, na analise de DD.

Os resultados referentes a CIM e CBM do 6leo essencial de erva-doce
(Pimpinella asnisum L.) demonstraram um efeito inibitorio até a concentracdo de
0.4 mg mL? frente a bactéria S. aureus. O 6leo essencial apresentou efeito
bactericida na contracdo de 4 mg mL? para S. aureus. Ndo foi detectada agéo
referente a CIM e CBM frente a bactéria E. coli.

A acado dos Oleos essenciais sobre bactérias ocorre pela degradacdo da
parede celular e, a partir do rompimento desta barreira, s&o comprometidas suas
funcdes celulares. Bactérias gram-positivas, como S. aureus, possuem uma parede
celular composta de 90-95% de peptidoglicanos e sua estrutura permite a
penetracdo de moléculas hidrofébicas mais facilmente na célula, agindo assim na
parede celular e dentro do citoplasma. Em comparacao, bactérias gram-negativas,
como E. coli, possuem dupla camada de fosfolipidios ligada a membrana interna
da célula por lipopolissacarideos tornando esse tipo de bactéria mais resistente a
acao de oleos essenciais (NAZARRO et al., 2013)

Em estudo realizado por Gilgin et al. (2003) testou a atividade antimicrobiana
de extrato de Pimpinella asnisum L. a base de agua e etanol. Todos os extratos
mostraram forte atividade contra a bactéria S. aureus., entretanto o extrato a base
de &gua néo teve atividade antimicrobiana detectada contra bactérias E. coli e
Pseudomonas aeruginosa.

Binatti et al. (2016) avaliou a atividade antimicrobiana de extratos a base de
agua de Pimpinella asnisum L. a partir da analise de DD. Verificou-se a formacao
de halos de inibicdo de 6 mm para S. aureus, 8 mm para Bacillus subtitlis e
Salmonella Typhimurium, e 10 mm para Salmonella Enteritidis.

E. coli e Staphylococcus spp. estdo entre 0s cinco agentes etiolégicos mais
identificados como causadores de surtos de DTA no Brasil entre os anos de 2016
e 2019, sendo E. coli responsavel por 35,7% dos surtos e Staphylococcus spp. por
11,5% (BRASIL, 2020). Destaca-se que existe uma subnotificacdo dos casos de
DTA, isso porque somente uma pequena quantidade de pessoas procura ajuda
médica e nem todos 0s casos sao investigados (FORYSTHE, 2013).

A acao antimicrobiana do 6leo essencial de erva-doce (Pimpinella asnisum L.)
tem potencial para ser utilizada pela industria para aumentar a vida util de
alimentos. Almeida et al. (2020) destacam que o uso de 6leos esséncias pode ser
uma alternativa de interesse a industria de alimentos em relacdo a micro-
organismos que causem adversidades a saude, como micro-organismos
patogénicos que causam DTA. Estudos futuros devem verificar a aplicacdo de 6leo
essencial de erva-doce (Pimpinella asnisum L.) em alimentos e a aceitabilidade
pelos consumidores.

4. CONCLUSOES

Analisando os resultados, verificou-se sensibilidade das bactérias S. aureus
e E. coli ao 6leo essencial de erva-doce (Pimpinella asnisum L.), pela formacgéo de
halos de inibicdo de 11 e 7 mm, respectivamente, na andlise de DD. O dleo
apresentou efeito inibitério a S. aureus até a concentracédo de 0.4 mg mL* e efeito
bactericida a S. aureus na concentracdo de 4 mg mL. Novos estudos devem ser
realizados para aprofundar os conhecimentos sobre a aplicacdo do 6leo essencial
de erva-doce (Pimpinella asnisum L.) com o objetivo de aumentar a vida de
prateleira dos alimentos.
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