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Composic¢ao quimica e concentragcao minima bactericida de dezesseis 6leos
essenciais sobre Escherichia coli enterotoxigénica

SOUZA, A.A.'; DIAS, N.A.A2; PICCOLI, R.H.z;; BERTOLUCCI, S.K.V.”

'Universidade Federal de Lavras, Programa de Pds-graduagdo em Plantas Medicinais, Aromaticas e
Condimentares, Departamento de Agricultura, Caixa Postal 3037, Campus Universitario, Lavras - MG, CEP
37200-000; 2Universidade Federal de Lavras, Departamento de Ciéncia dos Alimentos, Caixa Postal 3037,
Campus Universitario, Lavras - MG, CEP 37200-000.*Autor para correspondéncia: suzan@dag.ufla.br

RESUMO: Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito bactericida in vitro de dezesseis 6leos
essenciais sobre Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). Dentre os 6leos essenciais estudados,
trés foram extraidos in situ por arraste a vapor e treze foram adquiridos comercialmente. Todos
os 6leos foram analisados por CG-EM e CG-DIC. A atividade bactericida foi avaliada pelo método
de microdilui¢ao utilizando-se caldo triptona de soja e microplacas de poliestireno de 96 pogos,
com posterior plaqueamento das culturas em agar triptona de soja. Os 6leos essenciais de
Cinnamomum cassia e de Thymus vulgaris apresentaram concentragdo minima bactericida
(CMB) de 0,12% e 0,25%, respectivamente. Ja os 6leos comerciais de Syzygium aromaticum
e Origanum vulgare apresentaram ambos CMB de 0,50% e os o¢leos extraidos in situ de
Cymbopogon citratus e Origanum vulgare apresentaram ambos CMB de 1,00%. Os dezesseis
Oleos essenciais apresentaram composi¢cao quimica qualitativa e quantitativa distintas. As
analises quimicas dos 6leos essenciais de Cinnamomum cassia e de Thymus vulgaris tiveram a
presenca majoritaria de E-cinamaldeido (84,52%) e timol (50,89%). Conclui-se que os 6leos de
C. cassia e T. vulgaris foram os mais eficazes na inibi¢ao do crescimento in vitro dessa bactéria,
a qual possui diferentes niveis de sensibilidade dependendo da composigao quimica do 6leo.

Palavras-chave: Patogeno alimentar, ETEC, antimicrobianos naturais, atividade bactericida,
cromatografia gasosa.

ABSTRACT: Determination of minimum bactericidal concentration of sixteen essential
oils on enterotoxigenic Escherichia coli. This study aimed to evaluate the bactericidal effect
in vitro of sixteen essential oils on enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC). Among the essential
oils, three were extracted in situ by steam distillation and thirteen were purchased commercially.
All oils were analyzed by GC-MS and GC-FID. The bactericidal activity was evaluated by
the microdilution method using tryptone soy broth, and 96-well polystyrene microplates with
subsequent plating of the cultures in tryptone soy agar. Cinnamomum cassia and Thymus
vulgaris essential oils showed minimal bactericidal concentration (MBC) 0.12% and 0.25%,
respectively. Both commercial oils of Syzygium aromaticum and Origanum vulgare showed MBC
of 0.50% and the oils extracted in situ Origanum vulgare and Cymbopogon citratus showed
both MBC of 1.00%. The sixteen essential oils pointed out distinct qualitative and quantitative
chemical composition. Chemical analysis of Cinnamomum cassia and Thymus vulgaris oils
had the predominant presence of E-cinnamaldehyde (84.52% + 0.07%) and thymol (50.89%
1 0.31%). In conclusion, T. vulgaris and C. cassia oils were the most effective in inhibiting in
vitro growth of this bacterium, which has different sensitivity levels depending on the chemical
composition of the oil.

Keywords: Food pathogen, ETEC, natural antimicrobial, bactericidal activity, gas chromatography.
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INTRODUGAO

A presenca de microrganismos nos
alimentos pode, além de reduzir a vida de prateleira,
causar toxinfec¢des nos consumidores (Melo et al.,
2005). Bactérias do grupo dos coliformes fecais sdo
utilizadas como indicadores de condigdes higiénico-
sanitarias de agua e alimentos. A Escherichia coli
€ uma bactéria Gram-negativa que faz parte dos
coliformes termotolerantes e ocorre em fezes de
animais de sangue quente, assim como 0 homem
(Silva et al., 2014). A presenga de microrganismos
indicadores como Escherichia coli em produtos
processados indica, provavelmente, contaminagao
posterior ao processamento e pode sugerir uso de
praticas inadequadas de manipulagao e higiene
(Lima et al., 2007).

Apesar de E. coli serem largamente
consideradas como comensais, alguns isolados tém
o potencial de provocar infecgdes. E. coli patogénicas
podem ser divididas em trés subgrupos principais
dependendo de sua patogenicidade: comensais
ou nao patogénicas, E. coli patogénicas intestinais
e E. coli patogénicas extraintestinais. As E. coli
patogénicas intestinais incluem diferentes patotipos,
dos quais se inclui a E. coli enterotoxigénica (Moriel et
al., 2010). AETEC causa a gastroenterite conhecida
como diarreia dos viajantes, que tem como quadro
clinico diarreia liquida, dor abdominal, febre baixa,
nausea e mal-estar. A ETEC, normalmente néo
é responsavel por toxinfecgdes alimentares em
paises com bom padrao sanitario e boas praticas
de preparagado dos alimentos. Porém, em paises
com precarias condi¢cdes higiénico-sanitarias a
contaminagdo da agua com esgoto pode levar a
contaminacéo destes (CVE, 2002).

O interesse em antimicrobianos naturais
tem se expandido nos ultimos anos em resposta a
demanda dos consumidores por aditivos naturais.
Durante as duas ultimas décadas, conservantes
naturais tém sido investigados para aplicagdes
praticas (Tiwari et al., 2009). Dentre diversos
outros produtos naturais, extratos vegetais e 6leos
essenciais vém sendo largamente estudados para
uso como conservantes naturais de alimentos
e, tém demonstrado promissoras propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e antiparasitarias
(Okpekon et al.,, 2004; Sokmen et al., 2004;
Sacchetti et al., 2005; Ferreira et al., 2006;
Boulanouar et al., 2013).

Em particular, os 6leos essenciais podem
afetar tanto o invélucro externo quanto o citoplasma
das células bacterianas, sendo a membrana celular
o primeiro alvo. Isto ocorre devido a hidrofobicidade
destes e de seus componentes, que permitem que
eles se difundam através da bicamada fosfolipidica
(Nazzaro et al., 2013). O mecanismo de agao dos
Oleos essenciais sobre as bactérias esta relacionado

a perturbacdo da membrana citoplasmatica,
danos nas proteinas da membrana, coagulagéo
do citoplasma, alteracao no fluxo de elétrons,
interrupcao da forga proton motriz, alteracéo
do transporte ativo e redugédo do pool de ATP
intracelular (Burt, 2004; Nazzaro et al., 2013).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar
o efeito bactericida in vitro de dezesseis 6leos
essenciais sobre Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), bem como relacionar a composi¢ao quimica
desses 6leos com esta atividade.

MATERIAL E METODOS
Obtenc¢ao dos dleos essenciais

A atividade bactericida de dezesseis 6leos
essenciais sobre ETEC foi avaliada. Destes, treze
foram adquiridos da empresa Ferquima Industria
e Comércio Ltda. e os demais extraidos in situ
no Laboratério de Fitoquimica do Departamento
de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Os 6leos essenciais comerciais
empregados no estudo estdo listados na Tabela 1.

Os oOleos essenciais de Cymbopogon
citratus (DC) Stapf. (capim-lim&o), Ocimum
basilicum L. (manjericdo) e Origanum vulgare L.
(orégano) foram obtidos das folhas frescas. As trés
espécies vegetais foram cultivadas em solo com
adubacao orgénica (esterco bovino) em canteiros
localizados no Horto de Plantas Medicinais do DAG/
UFLA, Lavras (21°14’ 43S 44 °59 59W, média anual
de precipitagao de 1530 mm, temperatura média de
20,4°C e 919 m altitude), Minas Gerais, Brasil. As
exsicatas de C. citratus, O. basilicum e O. vulgare
estao depositadas no herbario ESAL sob os registros
18409, 18406 e 22156, respectivamente. Folhas
das trés espécies foram coletadas entre os meses
de fevereiro a abril de 2014 as 9:00 h da manha. As
folhas de C. citratus foram cortadas em fragmentos
de 1,0£0,2 cm? e as de O. basilicum e O. vulgare
foram utilizadas inteiras. Os 6leos essenciais das
trés espécies foram extraidos por destilagdo por
arraste a vapor, em destilador Marconi® MA480,
por 120 minutos. O 6leo essencial foi purificado por
decantacédo, e armazenado em refrigerador a 4°C,
até a realizagcdo dos ensaios biolégicos e analises
quimicas por CG-EM e CG-DIC.

Analises quimicas dos 6leos essenciais

As andlises quimicas dos 6leos essenciais
foram realizadas por Cromatografia de Fase
Gasosa empregando-se um Cromatdgrafo Agilent®
7890A, operado com sistema de processamento
de dados HP GC ChemStation Ver. A.01.14,
equipado com injetor/amostrador automatico
CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
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Nome cientifico

Nome comum

Parte usada *

Cinnamomum cassia Nees ex Blume
Citrus aurantifolia Swingle
Citrus nobilis Lour.
Foeniculum vulgare Mill.
lllicium verum Hook.

Mentha piperita L.

Myristica fragans Houtt.
Ocimum basilicum L.
Origanum vulgare L.

Piper nigrum L.

Rosmarinus officinalis L.
Syzygium aromaticum Thumb.
Thymus vulgaris L.

Canela Folhas, casca
Limé&o tahiti Pericarpo
Mandarina Pericarpo

Funcho doce Sementes
Anis estrelado Frutos e sementes
Menta Folhas
Noz moscada Frutos
Manjericao Folhas
Orégano Folhas
Pimenta preta Frutos
Alecrim Folhas
Cravo da india Botdes florais
Tomilho branco Folhas

*Com excecgéo dos frutos citricos que foram extraidos por prensagem a frio, os demais, segundo a empresa Ferquima®, foram extraidos

por destilagéo por arraste a vapor.

Switzerland) e um Detector de lonizacdao em Chama
(DIC). As amostras foram preparadas diluindo-se
0 oleo essencial em acetato de etila (1%, Vv/v).
O volume de injegéo foi de 1,0 uL, no modo split
a uma razao de injegao de 50:1. Empregou-se
coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m
de comprimento x 250 um de didametro interno x
0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA).
Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo
de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do
detector foram mantidas em 240°C. Empregou-se
uma rampa de temperatura de 3°C/ min de 60°C
a 200°C, seguido de uma rampa de 10°C/min até
270°C, mantendo-se em condig¢ao isotérmica por 1
minuto. As concentragcbes dos constituintes foram
expressas pela média da porcentagem de area
relativa dos picos cromatograficos + o desvio padrao
de 3 amostras analisadas. Devido a complexidade
quimica e o grande niumero de amostras (dezesseis
6leos essenciais), os resultados analiticos foram
apresentados apenas para os cinco constituintes
de maior area relativa.

As analises qualitativas foram realizadas em
Cromatégrafo Agilent® 7890A acoplado a um detector
seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent
Technologies, Califérnia, EUA), operado por ionizagao
de impacto eletrénico a 70 eV, em modo varredura,
a uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de
aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condicdes
operacionais foram as mesmas empregadas nas
analises por CG-DIC. Os constituintes quimicos foram
identificados por comparagdo dos seus indices de
retencao relativos a coinjegéo de uma solugéo padrao
de n-alcanos (C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis,
USA) e por comparagéo dos espectros de massas
do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (Nist,

2008) e de literatura (Adams, 2007). Os indices de
retencédo foram calculados usando a equagéo de
Van den Dool & Kratz (1963) e para as atribuigcbes
foram consultados indices de retencéo de literaturas
(Adams, 2007).

Microrganismo, manutengao, padronizagao
e obtenc¢ao do in6culo
Os ensaios microbioldgicos foram realizados
no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.
O microrganismo utilizado foi Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) cedida pelo Laboratério de
Enterobactérias (LABENT) do Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ). A cultura estoque, armazenada em
meio de congelamento (glicerol — 15 mL; peptona
bacteriologica — 0,5 g; extrato de levedura — 0,3 g;
NaCl -0,5 g; agua destilada— 100 mL; pH entre 7,2
e 7,4), foi ativada pela transferéncia de aliquotas da
cultura para caldo triptona de soja (Tryptone Soya
Broth — TSB, Himedia®) e incubada a 37°C por 24
horas. Apds ativacao, transferiu-se 40 L da cultura
para 200 mL de TSB, e incubou-se a 37°C, sendo
o crescimento acompanhado por leituras periddicas
de absorbancia, a 600nm e quantificacao de células
viaveis em agar triptona de soja (Tryptone Soya
Agar — TSA, Himedia®) com incubagéo a 37°C por
24 horas. A cultura foi padronizada em 108 UFC.mL-
na absorbéancia de 0,5 a 1,0 nm.

Determinag¢ao da Concentragao Minima
Bactericida
A determinagao da concentragdo minima
bactericida (CMB) foi realizada empregando-se o
método de microdiluicdo em caldo utilizando-se
microplacas de poliestireno com 96 pocos (CLSI,
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2003). Solugdes com diferentes concentragdes
dos 6leos essenciais foram preparadas em TSB
adicionado de 0,5% de Tween 80 nas concentragdes:
2,00%; 1,00%; 0,50%; 0,25%; 0,12%; 0,06%;e
0,03%. Apds as aliquotas de 150 pL das diferentes
solugdes serem transferidas para as cavidades das
microplacas, 10 uL de cultura padronizada foram
inoculadas em cada cavidade. As microplacas foram
vedadas e incubadas a 37°C por 24 horas com
posterior plagueamento por microgota em TSA e
incubagéo a 37°C por 24 horas.

O experimento foi conduzido em ftriplicata
com trés repeticdes para cada réplica, utilizando-se
controle positivo (TSB acrescido de 0,5% de Tween
80 e cultura) para cada repetigéao.

A pureza da cultura foi avaliada
periodicamente por coloragao de Gram e
plagueamento em agar eosina azul de metileno
(EMB) com incubacgao a 37°C por 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram que os dezesseis
6leos essenciais selecionados apresentaram
diferentes magnitudes de atividade biocida sobre
ETEC (Tabela 2). O 6leo essencial com maior
atividade biocida sobre ETEC foi o de C. cassia,
com CMB de 0,12%, seguido pelo éleo essencial
de T. vulgaris com CMB de 0,25%.

Com uma atividade bactericida moderada,
os 6leos essenciais de S. aromaticum e O. vulgare
comerciais apresentaram CMB de 0,50% e os

TABELA 2. Concentragao minima bactericida (CMB)
de Oleos essenciais sobre a bactéria Escherichia coli
enterotoxigénica in vitro.

Oleos essenciais CMB (%) (v/v)

Cinnamomum cassia 0,12
Citrus aurantifolia > 2,00
Citrus nobilis > 2,00
Cymbopogon citratus 1,00
Foeniculum vulgare > 2,00
Hlicium verum > 2,00
Mentha piperita 2,00
Myristica fragans > 2,00
Ocimum basilicum > 2,00
Ocimum basilicum (UFLA) > 2,00
Origanum vulgare 0,50
Origanum vulgare (UFLA) 1,00
Piper nigrum >2,.00
Rosmarinus officinalis >2.00
Syzygium aromaticum 0,50
Thymus vulgaris 0,25

de O. vulgare e C. citratus extraidos na UFLA,
apresentaram CMB de 1,0%. Dentre os dezesseis
Oleos estudados, dez apresentaram CMB igual
ou superior a 2% (v/v) sobre ETEC, sendo eles
M. piperita, C. aurantifolia, C. nobilis, F. vulgare, I.
verum, M. fragans, O. basilicum (comercial e UFLA),
P. nigrum e R. officinalis (Tabela 2).

A atividade antimicrobiana exercida pelos
Oleos essenciais tem sido descrita para uma ampla
variedade de microrganismos, tanto Gram-positivos
quanto Gram-negativos, os quais respondem
de forma distinta e dependente da composig¢ao
quimica dos 6leos (Boulanouar et al., 2013; Burt,
2004; Solérzano-Santos & Miranda-Novales,
2011). Deste modo, as diferengas observadas
na atividade bactericida desses 6leos sobre
ETEC podem estar relacionadas as expressivas
variagdes na composi¢ao quimica dos 6leos (Tabela
3). As diferengas quimicas foram observadas,
principalmente, na classe dos monoterpenos
hidrocarbonetos, cujos teores variaram de 1,3% a
95,52%; na classe dos monoterpenos oxigenados,
desde nao detectados até 84,07% e na classe de
compostos fendlicos, desde nao detectados até
94,75%. Com isso, nao foi possivel relacionar a
suscetibilidade de ETEC frente aos dezesseis 6leos
com base na classe quimica constitucional do 6leo,
ja que houve o6leos ricos em compostos fendlicos,
como [. verum (93,64%) e O. basilicum comercial
(86,74%), que apresentaram CMB maior que 2%
e o Oleo de C. cassia, rico no aldeido fendlico
E-cinamaldeido, que apresentou CMB de 0,12%.

O dleo de C. cassia foi constituido na
sua totalidade de 94,75% de compostos fendlicos
caracteristicos da classe dos fenilpropanodides. A
analise por CG-EM identificou trés fenilpropandides
principais, dos quais 84,52% de E-cinamaldeido,
8,79% de (E)-o-metoxicinamaldeido e 1,44% de
acetato de E-cinamila.

Ja o dleo de T. vulgaris, que apresentou
o segundo melhor resultado contra ETEC, foi
composto de 30,88% de compostos da classe
dos monoterpenos hidrocarbonetos, 4,46% de
monoterpenos oxigenados e 53,82% de compostos
fendlicos. No entanto, dentro do porcentual dos
compostos fendlicos, 50,89% correspondeu ao
teor de timol, um composto fendlico de origem
biossintética da rota dos terpenos. Salienta-se ainda
que, a classe dos monoterpenos hidrocarbonetos
no oleo de T. vulgaris, foi constituida por 24,87%
de p-cimeno e 5,91% de y-terpineno.

Destacam-se ainda a composigédo quimica
do 6leo essencial de O. vulgare comercial e S.
aromaticum que apresentaram CMB sobre ETEC
de 0,50%. No primeiro, a classe de monoterpenos
hidrocarbonetos foi constituida na sua totalidade
de 3,92% de p-cimeno e 3,93% de y-terpineno;
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TABELA 3. Composigao quimica principal dos dleos essenciais avaliados nos ensaios de efeito bactericida in
vitro contra ETEC.

Oleos essenciais (4rea %)

Constituintes IR ¢ C.au- C. C. F l. M. M. o. o. o. o. P R. S.aro- T
cassia rantifolia nobilis citratus® vulgare verum piperita fragans basilicum basilicume vulgare vulgare® nigrum officinalis maticum vulgaris
a-Pineno 933 - 242 2,07 - 4,07 - - 18,47 - - - - 12,09 14,71 - -
Canfeno 944 - - - - - - - - - - - - - 3,41 - -
Sabineno 973 - 1,78 - - - - - 16,54 - - - - 11,22 - - -
B-Pineno 977 - 12,05 - - - - - 12,94 - - - - 11,44 7,00 - -
B-Mirceno 990 - - 1,73 14,63 - - - - - - - - - - -
o-Felandreno 1105 - - - 2,17 - - - - - - - - - - -
6-3-Careno 1011 - - - - - - - - - - - - 6,77 - - -
p-Cimeno 1023 - - 1,91 - - - - - - - 3,92 8,09 - - - 24,97
Silvestreno 1027 - - - - - - 5,88 - - - - - - - -
Limoneno 1028 - 58,30 74,46 4,66 - - - - - - - 13,88 - - -
1,8-Cineol 1030 - - - - - - 8,36 - 3,60 21,12 - - - 48,47 - -
(E)-B-Cimeno 1046 - - - - - - - - - - - - - - - -
y-Terpineno 1058 - 14,00 15,35 - - - - - - - 3,93 13,40 - - - 5,91
Fenchona 1087 - - - - 5,16 - - - - - - - - - - -
Linalol 1097 - - - - - 1,30 - - 0,89 31,51 - - - - - 4,46
Hidrato de cis- 1100 - - - - - - - - - - - 13,12 - - - -
Sabineno
Canfora 1143 - - - - - - - - - 12,28 - - - 14,03 - -
Mentona 1145 - - - - - - 26,37 - - - - - - - - -
Borneol 1156 - - - - - - - - - - - - - 1,30 - -
Iso-Mentona 1165 - - - 9,23 - - - - - - - - -
Terpinen-4-ol 1176 - - - - - - 34,88 544 - - - 10,86 - - - -
Isocitral 1182 - - - 2,05 - - - - - - - - - - - -
Metil-chavicol 1199 - - - - - 3,48 - - 86,74 - - - - - - -
Neral 1241 - - - 31,61 - - - - - - - - - - - -
p-Anisaldeido 1253 - - - - - 1,24 - - - - - - - - - -
Geraniol 1254 - - - 2,51 - - - - - - - - - - - -
E-Cinamaldeido 1264 84,52 - - - - - - - - - - - - - - -
Geranial 1269 - - - 43,77 - - - - - - - - - - - -
E-Anetol 1285 - - - 77,89 87,69 - - - - - - - - - -
Timol 1291 - - - - - - - - - - 297 10,56 - - - 50,89
Acetato de 1295 - - - - - - 5,23 - - - - - - - - -
mentila
Carvacrol 1300 - - - - - - - - - - 73,11 - - - - 2,93
Eugenol 1362 - - - - - - - - - 3,90 - - - - 80,67 -
E-Cariofileno 1417 - - - - - - - - - - 4,32 - 25,49 - 5,51 -
o-Bergamoteno 1436 - - - - - - - - 2,47 2,47 - - - - - -
Acetato de 1444 1,44 - - - - - - - - - - - - - - -
E-cinamila
a-Humuleno 1451 - - - - - - - - - - - - - - 0,68 -
B-Bisaboleno 1506 - 1,71 - - - - - - - - - - - - - -
Miristicina 1519 - - - - - - - 15,10 - - - - - - - -
Acetato de 1522 - - - - - - - - - - - - - - 11,92 -
eugenol
(E)-o-Metoxi- 1529 8,79 - - - - - - - - - - - - - - -
cinamaldeido
Oxido de 1582 - - - - - - - - - - - - - - 0,66 -
cariofileno
Foeniculina 1679 - - - - - 1,23 - - - - - - - - - -
Hidrocarbonetos - 89,90 9552 9457 16,06 1,30 - 53,83 - - 785 3461 5540 2512 - 30,88
monoterpenos
Monoterpenos - - - - - - 84,07 544 4,49 64,91 - 10,86 - 63,80 - 4,46
oxigenados
Hidrocarbonetos - 1,71 - - - - - - 2,47 2,47 4,32 - 25,49 - 6,19 -
sesquiterpenos
Sesquiterpenos - - - - - - - - - - - - - - 0,66 -
oxigenados
Compostos fendlicos 94,75 - - - 77,89 93,64 - 15,10 86,74 3,90 76,08 10,56 - - 92,59 53,82
Total 94,75 90,26 9552 94,57 93,95 94,94 84,07 7437 93,70 71,28 8825 56,03 8089 8892 99,44 89,16
» Indice de retencéo relativo a série n-alcanos (C,-C,,) em coluna HP-5MS na ordem de elui¢do. - = ndo detectado. ° Oleos essenciais

extraidos por arraste a vapor na UFLA.

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.18, n.1, p.105-112, 2016.



110

4,32% de E-cariofileno (sesquiterpeno oxigenado);
e, 76,08% de compostos fendlicos. Por sua vez,
o 6leo de S. aromaticum foi constituido de 6,19%
de hidrocarbonetos sesquiterpénicos; 0,66% do
sesquiterpeno oxigenado oxido de cariofileno; e,
92,59% de compostos fendlicos, sendo que destes,
80,67% correspondeu ao teor do fenilpropeno
eugenol.

Os resultados do presente estudo
corroboram com os resultados de Holley & Patel
(2005), que observaram que os 6leos essenciais e
seus constituintes fendlicos, como cinamaldeido,
timol, carvacrol e eugenol foram eficazes contra
muitos agentes patogénicos de origem alimentar,
incluindo a E. coli O157:H7. Na literatura foram
encontrados dois manuscritos que avaliaram a
atividade antimicrobiana sobre ETEC. O primeiro foi
publicado por Pefalver et al. (2005) que observaram
maior capacidade inibitéria do crescimento sobre
bactérias da familia Enterobacteriaceae em o6leos
ricos em compostos fendlicos, como carvacrol
e timol. Nesse trabalho, os 6leos essenciais de
Origanum vulgare e diferentes espécies do género
Thymus (T. mastichina e T. zygis) apresentaram
concentracdo minima inibitoria de 4% (v/v). O
segundo, foi realizado por Duarte et al. (2007) que
avaliaram 29 6leos essenciais contra diferentes
sorotipos de E. coli. Para os 6leos de M. piperita,
O. basiculum, O. vulgare e Thymus vulgaris, Duarte
e colaboradores observaram concentragao minima
inibitéria acima de 1000 pg/mL, ndo apresentando
os dados de composigao quimica, ja que nao foram
os Oleos mais eficazes.

Conforme Gutierrez et al. (2008),
a agao antimicrobiana apresentada pelos éleos
essenciais ndo depende unicamente da composigao
quimica, mas também das propriedades lipofilicas,
da solubilidade em agua, da poténcia dos grupos
funcionais e da mistura de compostos com diferentes
propriedades bioquimicas. No que se refere a
poténcia do grupo funcional, o cinamaldeido € um
aldeido aromatico, ja bem conhecido como agente
antimicrobiano natural de patégenos contaminantes
de alimentos. Seu mecanismo de agdo tem sido
associado a formacgdo de base de Schiff com
proteinas de membrana pela reagdo com seu grupo
carbonilico livre, 0 que provoca danos ha membrana
celular (Gonzalez-Aguilar et al., 2011, Wei et al.,
2011).

Ha evidéncias também que alguns
constituintes presentes em pequenas quantidades
nos 6leos essenciais, como y-terpineno e p-cimeno,
interferem na atividade antimicrobiana dos 6leos
facilitando a permeabilidade do carvacrol e timol
na célula bacteriana (Silva et al., 2010; Romero
et al., 2009), o que nesse caso poderia explicar a
atividade bactericida dos 6leos de T. vulgaris e O.

vulgare comercial sobre ETEC. Ja o modo de acao
de compostos fendlicos em bactérias patogénicas
ainda nao esta bem estabelecido. Acredita-se que
fenadis hidrofébicos, como timol e carvacrol também
possam agir por alteragdes na permeabilidade da
membrana celular. No entanto, investigagdes mais
aprofundadas sé&o necessarias para esclarecer os
mecanismos de a¢do desses compostos (Gonzalez-
Aguilar et al., 2011).

As atividades antimicrobianas dos d6leos
de C. cassia e T. vulgaris, avaliadas por diferentes
metodologias, ja sdo bem relatadas na literatura para
uma série de microorganismos patogénicos (Ooi
et al., 2006; Oussalah et al., 2007; Abdollahzadeh
et. al., 2014; Dussault et al., 2014; Pekmezovic et
al., 2015). Assim, como estudos com outras cepas
patogénicas de E. coli, como o estudo de Oliveira et
al. (2012), que observaram atividade inibitoria de E.
coli enteropatogénica (EPEC) ao avaliarem os dleos
essenciais de Melaleuca alternifolia (melaleuca),
Cymbopogon flexuosus (capim-limdo da india
Oriental) e Cinnamomum cassia (canela cassia)
pelo mesmo método utilizado neste trabalho. A
CBM determinada para estes 6leos foram de 0,06%
para 6leo de C. cassia e 0,25% para os 6leos de
M. alternifolia e C. flexuosus. Santos et al. (2012)
pesquisando a agao antibacteriana do 6leo essencial
de folhas de Piper malacophyllum (pariparoba) sobre
E. coli ATCC 25922 pelo método de microdiluicdo
em caldo, encontraram uma CMB de 3700 pg/mL.

Embora a atividade antibacteriana dos
Oleos essenciais utilizados neste trabalho seja
bem conhecida, estes ainda ndo haviam sido
avaliados contra a cepa ETEC. Os resultados
mostraram diferentes niveis de sensibilidade desta
cepa de Escherichia coli frente aos dezesseis
Oleos essenciais. Estudos futuros podem ser
realizados objetivando investigar os mecanismos
de agao envolvidos na atividade anti-ETEC, visto
que diferentes classes de compostos quimicos
estavam envolvidas na eficacia da atividade biocida
desta bactéria e diversos sdo os fatores que
podem interferir no crescimento e desenvolvimento
bacteriano.

CONCLUSAO

Escherichia coli enterotoxigénica apresenta
diferentes niveis de sensibilidade frente a faixa de
concentragédo de 0,03% a 2,00% dos dezesseis
Oleos essenciais estudados. A atividade anti-ETEC
€ dependente da composi¢do quimica do dleo
essencial. Os o6leos de C. cassia e T. vulgaris,
ricos em E-cinamaldeido e timol, respectivamente,
foram os mais eficazes na inibicao do crescimento
in vitro de ETEC, o que indica potencialidades na
conservagao microbioldgica de alimentos.
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