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RESUMO

Foram estudados o potencial antimicrobiano e os efeitos sinérgicos
exercidos pelos oleos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris), manjericdo
(Ocimum basilicum) e pimenta de macaco (Piper aduncum) obtidos pelo
processo de hidrodestilacio em aparelho de Clevenger modificado durante 2
horas sobre microrganismos de toxinfec¢do alimentar (Salmonella enteretidis,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli). Os oleos essenciais foram
caracterizados e quantificados quimicamente por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas GC/MS da marca Shimadzu. O presente
trabalho foi constituido de dois ensaios biologicos. No primeiro os O6leos
essenciais foram submetidos a avaliagdo microbiana separadamente € no
segundo selecionaram-se quatro concentragdes, uma controle, uma minima, uma
média e uma alta de acordo com o comportamento de cada 6leo, combinando-as
entre si, obtendo-se sessenta e quatro tratamentos para cada microrganismo. Para
todos os ensaios de atividade antimicrobiana isoladas ou de sinergismo foram
adotadas 10 pL de cada dleo essencial ou solucdo de dleos essenciais em meio
contendo 10° UFC de cada microrganismo por mL de meio. Observou-se uma
maior eficiéncia para o 6leo essencial de tomilho e uma menor atividade para o
6leo essencial de pimenta de macaco, uma vez que este apresentou halos
menores de inibigdo. Observou-se que para Salmonella enteretidis os odleos
apresentaram efeitos antagdnicos, pois quando aplicados conjuntamente notou-
se a redugdo dos halos de inibigdo. J4 para a E. coli o efeito mostrou-se sinérgico
para concentragdes mais baixas e antagbnico a medida que se aumentava a
concentragdo dos demais oleos. Este estudo mostra que os 6leos essenciais
podem ser uma alternativa como antimicrobianos naturais, porém ¢ necessario
empenhar-se quanto a utilizagdo conjunta uma vez que os mesmos podem ter sua
acdo potencializada ou minimizada.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Sinergismo. Antagonismo. Toxinfec¢do
alimentar.



ABSTRACT

We studied the antimicrobial activity and the synergistic effects exerted
by the essential oils of thyme (Thymus vulgaris), basil (Ocimum basilicum) and
monkey pepper (Piper aduncum) obtained by hydrodistillation process in
modified Clevenger apparatus for 2 hours on poisoning microorganisms food
(Salmonella enteretidis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli). The
essential oils were characterized chemically and quantified by gas
chromatography coupled with mass spectrometry GC/MS Shimadzu. This study
consisted of two biological assays. At first the essential oils were subjected to
microbial assessment separately and in the second we selected four
concentrations, control, minimum, average and high according to the behavior of
oil each, combining them together, obtaining sixty and four treatments for each
microrganism. For the tests of antimicrobial activity isolated or synergism were
adopted 10 pL of each essential oil or solution of essential oils in a medium
containing 10* CFU of each microorganism/mL media. Was observed to greater
efficiency for the essential oil of thyme and a lower activity for the essential oil
of pepper jack, since it showed less inhibition halos. Was observed that the oils
exhibited antagonistic effects to Salmonella enteretidis, when applied together
because we noticed a reduction of inhibition zones. As for the E. coli showed the
effect is synergistic to lower concentrations and antagonistic in proportion as
they increased the concentration of the remaining oils. This study shows that
essential oils can be a natural alternative to antibiotics, but it is necessary to
engage as the joint use since they may have their action enhanced or minimized.

Keywords: Essential oils. Synergism. Antagonism. Food poisoning.
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1 INTRODUCAO

Oleos essenciais sdo liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, de facil volatilidade e aromas agradaveis, normalmente conhecidos
como esséncias. Sao geralmente incolores ou ligeiramente amarelados, sendo
que alguns, devido a presenca de azulenos e derivados destes, apresentam a
colora¢do azulada, como o 6leo de camomila e mil folhas.

Os oleos essenciais sdo metabolitos secundarios de plantas, sua
constitui¢do quimica baseia-se principalmente de compostos terpénicos. Podem
estar armazenados em diversos orgdos vegetais, tais como flores, folhas ou ainda
nas cascas dos caules, madeiras, raizes, rizomas, frutos ou sementes (SIMOES,
2007).

Estas substancias volateis sdo encontradas em varias plantas que
possuem como caracteristicas basicas o cheiro e o sabor. Possuem baixa
miscibilidade em agua, mas alta solubilidade em solventes orgénicos, sendo
extraidos por técnicas simples como arraste de vapor ou hidrodestilagdo. Embora
sejam pouco soluveis em dgua, conseguem conferir odor & mesma, constituindo
os hidrolatos e tornando-se fonte importante de aromatizantes em perfumaria e
especiarias. Além do mais, as esséncias ou oOleos essenciais apresentam
atividades farmacolégicas, como anti-sépticas, antiinflamatorias,
antimicrobianas entre outras, que sdo muito utilizadas na medicina popular e na
fabricagdo de medicamentos.

Apresentam grande importdncia econOmica, sendo largamente
empregados na industria quimica, perfumaria, farmacologia, inseticidas,
fungicidas, alimentos, bebidas, anti-séptico, estimulantes, etc. Por esta razdo,
embora ainda de forma lenta, é crescente o numero de estudos sobre a

composi¢cdo quimica e propriedades biologicas, bem como os fatores
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taxondmicos, ambientais e de cultivo que levam a variacdo tanto na quantidade
como na qualidade dessas esséncias.

O Brasil ¢ considerado um grande produtor e exportador de oleos
essenciais e de alguns de seus componentes puros, sendo que as esséncias mais
produzidas sdo as citricas, menta, eucalipto, geranio, citronela, vetiver, pau rosa
e cravo (PIMENTEL et al., 2008).

Os oleos essenciais mostram-se eficientes no controle do crescimento de
ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. Usos praticos dessas atividades sdo sugeridos na indistria de
alimentos. Essa propriedade antimicrobiana tem sido reconhecida empiricamente
durante séculos, mas recente foram confirmadas cientificamente. Por outro lado,
0s microrganismos que causam prejuizos a saide humana estdo se mostrando
resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos, o que incentiva ainda mais
a procura por antibidticos de ocorréncia natural (DUARTE, 2006).

O Brasil possui em sua culindria grande variedade de condimentos
empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos. Além dessa
utilidade, os condimentos possuem também propriedades antimicrobianas,
antioxidantes ¢ medicinais. As propriedades antimicrobianas dos condimentos e
de seus odleos essenciais t€m sido estudadas principalmente com relagéo ao efeito
inibidor de microrganismos patogénicos presentes em alimentos. Varios estudos
apontam os Oleos essenciais como componentes da planta de onde se originam
os principios ativos capazes de combater microrganismos de toxinfecgdes
alimentares.

Os grupamentos alcodis, fenois, ésteres, acidos, aldeidos presentes nos
0leos essenciais podem explicar sua acao bacteriostatica e/ou bactericida. Frente
a esta observagdo a aplicacdo de oleos essenciais de diferentes condimentos
podem apresentar sinergicamente efeito inibitorio maior quanto aplicados a

microrganismos de origem alimentar (NOVACOSK; TORRES 2006).
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Considera-se o estudo sobre toxinoses alimentares um fator
preponderante para economia e desenvolvimento de um pais uma vez que o
consumo de alimentos contaminados é responsavel por baixas econdmicas no
setor de saude e mortalidade principalmente em criangas de 0 a 5 anos. Estima-
se que cerca de 1,5 bilhdes de casos de gastroenterocolite ou simplesmente
GECA ocorram anualmente em todo o mundo e cerca de 70% promovem de
alimentos com presenca de bactérias, virus, protozodarios e parasitas. O desfeche
¢ tragico uma vez que cerca de 5 milhdes de criangas com faixa etaria inferior a
5 anos morrem em fung¢do da diarréia em todo o mundo.

No Brasil supde-se que o baixo numero de notificagdes de DTA
(Doengas Transmitidas por Alimentos) ¢ devido a casos negligenciados, pois 0s
sintomas desenvolvidos sdo normalmente tratados sem consulta ou intervengao
médica ou confundidos com outras patologias como gripes, estresse dentre
outras. Este cendrio repete-se em todo mundo uma vez que cerca de 10% da
populagdo adulta procura tratamento médico e destes apenas 20% sdo
submetidos a exames de coprocultura ou pesquisa de virus.

Nos Estados Unidos verifica-se cerca de 33 milhdes de casos por ano de
toxinfec¢cdes alimentares ja no Reino Unido, ocorrem 35.000 internagdes
hospitalares para tratamento da DTAs.

Em face do exposto, o presente trabalho objetivou-se avaliar a atividade
antimicrobiana de o6leos essenciais obtidos de trés condimentos populares,
isolados e/ou em misturas sobre patdogenos envolvidos em toxinfec¢des
alimentares, bem como identificar e quantificar as substincias quimicas

presentes nos 6leos essenciais das plantas condimentares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas aromaticas, condimentares e medicinais

Condimentos e especiarias podem ser definidos como substancias
aromaticas de origem vegetal empregadas para conferir sabor e aroma aos
alimentos. Cerca de 70 condimentos diferentes sdo cultivados e utilizados em
todo mundo (SHELEF, 1983).

Existe hoje uma teoria, bastante plausivel, de que o hébito de utilizar e
apreciar condimentos do tipo especiarias ou ervas aromaticas teria sido
transmitido genética e culturalmente, através de geracdes e esta relacionado com
a atividade antimicrobiana da maior parte dessas substancias. Em regides do
globo onde as condi¢des climaticas sdo mais propicio ao desenvolvimento de
microrganismos nos alimentos, esses condimentos tiveram papel importante na
preservagdo da espécie humana evitando infec¢des causadoras de doenga,
principalmente nos tempos em que a tecnologia que empregava frio como forma
de conservagdo ainda estava bem distante (GUERREIRO; DIAS, 1999). Um
exemplo da empregabilidade de condimentos esta na civilizagdo egipcia. Sabe-se
que na construgdo das piramides antigas foram necessarios milhares de homens
e que estes estavam susceptiveis a desinterias, colera e tifo devido as condi¢des
higiénicas, uma solugdo encontrada para combater tais enfermidades consistia
numa alimentacao rica em ervas e alho.

Nos paises do Norte da Europa, o uso de ervas aromaticas e especiarias
sdo bem menos utilizadas, devido a condicao climatica dessa regido do mundo
(GUERREIRO; DIAS, 1999).

A utilizagdo de condimentos naturais, de origem vegetal, torna o

alimento mais atrativo ao consumidor por ndo apresentarem efeito toxico,
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mesmo quando empregadas em concentragdes relativamente elevadas, além de
proporcionar beneficios a saude (BARA, 1992).

Das plantas aromaticas € possivel extrair substancias quimicas que além
de conservar, possibilitam maior seguran¢a ao alimento, minimizando a
veiculagdo de microrganismos patogénicos. Sendo assim os componentes da
Biodiversidade vegetal podem fornecer uma ampla gama de produtos de
importancia econdmica e para satude (SIMOES et al., 2007).

Um grande numero de espécies de plantas aromaticas, condimentares ou
medicinais normalmente ¢ dotado de quantidades significativas de Oleos
essenciais, sendo estes os principais agentes protetores da planta e largamente
empregados na industria de alimentos devido ao grande efeito biologico
promovido (SIMOES et al., 2007).

Dentre as espécies que apresentam ac¢do antimicrobiana distingui-se
aquelas com agdo contra bactérias gram positivas e gram negativas sendo as
espécies Allium sativum, Armoracia rusticana, Caryopteris Hyssopus officinalis
Mentha x villosa Nepeta x faassenii Ocimum basilicum var. grant verte
Origanum majorana Origanum vulgare Satureja montana Thymus pulegioides

Thymus serpyllum largamente citadas.

2.2 Oleos essenciais

O metabolismo vegetal consiste num conjunto de reagdes quimicas que
ocorrem nas células por meio de enzimas especificas que garantem e definem a
diregdo destas reagdes. O produto dessas reagdes sdo chamados metabolitos e
podem ser divididos em metabolitos primarios e secundarios (SIMOES et al.,
2007).

Os produtos secundarios tém papel importante na adaptacdo das plantas

aos seus ambientes, contribuindo para que as mesmas possam ter boa interagdo
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com os diferentes ecossistemas (AERTS et al., 1991; HARBORNE, 1999). Estes
componentes aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie, pois
sdo responsaveis por diversas atividades biologicas como, antibioticos,
antifungicos e antivirais para proteger as plantas dos patdgenos, e também
apresentar atividades antigerminativas ou toxicas para outras plantas,
fitoalexinas. Além disso, alguns destes metabolitos constituem importantes
compostos que absorvem a luz ultravioleta evitando que as folhas sejam
danificadas (LI et al., 1993).

Durante muito tempo, acreditou-se que os metabdlitos secundarios
fossem produzidos sem uma fungdo especifica, simplesmente como produtos
finais das reacgdes, chegando a ser considerados como anomalias. Essa visdo
mudou radicalmente ¢ a cada dia descobre-se um pouco mais sobre a fungéo
desses compostos, sua utilidade para o desenvolvimento fisioldgico das plantas e
seu papel como mediadores das interagdes entre as plantas e outros organismos
(SIMOES et al., 2007).

Os oleos essenciais, metabolitos secundarios, s3o usualmente
classificados de acordo com a sua rota biossintética. Podem ser formados
partindo do chiquimato tendo como precursor os fenilpropandides (Figura 1), ou
pela via do acetato, tendo como precursor o isopreno.

A fungdo dos compostos fendlicos estd relacionada com a sintese das
ligninas que sdo comuns a todas as plantas superiores, atrativos aos seres
humanos devido ao odor, sabor e coloragdo agradaveis, mas também para outros
animais, os quais sao atraidos para polinizacdo ou dispersao de sementes. Além
disso, esse grupo de compostos € importante para proteger as plantas contra os
raios ultravioleta, insetos, fungos, virus e bactérias (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000).
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Figura 1 Formagao de metabdlitos secundarios nos vegetais
Fonte: Simdes (2007)

2.3 Oleos essenciais e a industria alimenticia

A utilizagdo de oleos essenciais como aromatizantes naturais a muito €
explorada pela industria de alimentos, porém a atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais e a busca por alternativas naturais para combater os
microrganismos deterioradores e patogénicos tem assumido papel relevante no
emprego dessas substancias (ELGAYYAR et al., 2001; DORMAN; DEANS,

2000). Contudo para criar o real efeito antimicrobiano de conservagdo ou de
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protecdo contra agentes patogenos, grandes concentragdes de dleos essenciais
sdo normalmente exigidas, causando no alimento alteragdes sensoriais, tornando
assim o emprego de oleos essenciais inviavel (HSIEH; MAU; HUANG, 2001;
NAZER et al., 2005).

Uma alternativa para esse problema pode estar associada a combinacao
de dleos essenciais, minimizando o efeito sensorial causado. Um 6leo essencial
que ndo apresenta relevante agdo antimicrobiana quando associado a outro 6leo
de maior poder antisséptico pode potencializa-lo, tornando-o um interessante
agente antimicrobiano natural, e proporcionando a induastria de alimentos o seu
emprego em escalas seguras e efetivas (ULTEE et al., 2000).

A grande empregabilidade de especiarias na industria de alimentos
especialmente vinculada a agentes antibacterianos ¢é atribuida basicamente a
duas razdes: a constante discussdo e questionamentos sobre a utilizagdo de
seguranca dos aditivos quimicos, havendo uma tendéncia ao uso de substancias
naturais de plantas, e a redugdo do sal ou do agiicar em alimentos por razdes
dietéticas o que aumenta o uso de outros temperos (ISMAIEL; PIERSON,
1990).

Devido a grande diversidade botanica do Brasil e gragas ao um mercado
promissor da industria de alimentos, o pais tem se tornado chave no cenario do
comércio de 6leos essenciais ao lado de China, india e Indonésia. Segundo
Bizzo, Howell e Rezende (2009), o Brasil até ja ocupou posicdo de melhor
destaque neste ramo, exportando 6leo de pau-rosa, sassafrds e menta, porém para
os dois ultimos passou nos ultimos anos a condi¢do de importador. Para esse
autor, os maiores consumidores de Oleos essenciais no mundo sdo Estados
Unidos da América (EUA) 40% e Unido Européia (UE) sendo a Franga o pais de
destaque 30% e Japdo 7%, estes movimentaram aproximadamente US$ 15
milhdes por ano com previsdo de crescimento para o setor de 11 %. Estes dleos

essenciais sdo destinados na grande maioria a induastria alimenticia. Como



22

fornecedor de oOleos essenciais destaca-se o Brasil como ocupante de uma
posi¢do intermedidria perdendo para China, india, Argentina, EUA e Franga.
Observando esse panorama mundial verifica-se que o Brasil pode ocupar um
papel de maior destaque neste cenario e para iSso necessita-se maior apoio ao

setor de producdo e pesquisa em o6leos essenciais.

2.3.1 Pimenta de macaco (Piper aduncum L.)

A espécie Piper aduncum L. é uma planta aromatica da familia
Piperaceae que ocorre naturalmente na Amazonia (MOTA et al., 2001).
Conhecida vulgarmente como pimenta-de-macaco, recebe outros nomes como
Aperta-Rudo, Aperta-Jodo, Jaborandi do Mato, Pimenta do Fruto Ganchoso.

A planta apresenta estrutura rustica, normalmente de pequeno porte, que
tem floracao caracteristica, apresenta também arbusto com ramos pubescentes de
folhas com peciolo de 0,2 a 0,4 cm de comprimento, sem bainha; folhas
elipiticas ou lanceoladas com aproximadamente 20 cm de comprimento; 7 cm de
largura; 4pice acuminado e base redonda ou cordulata; dspera na face ventral e
pubescente nas faces dorsal e ventral, espigas regularmente curvadas, de
tamanho semelhante ao das folhas com pedinculos curtos; bractéolas
pedicelado-peltadas, com pelta provida de pélos; quatro estames e trés estigmas
sésseis (SILVA; OLIVEIRA 2000).

No género Piper, os constituintes quimicos mais comuns sdo as amidas,
destacando-se as isobutilamidas, piperidina e pirrolidina. Piper aduncum produz
0leo essencial com grande potencial de exploracdo, uma vez que possui
comprovada acdo sobre fitopatégenos de culturas tradicionais, como fungos
(BASTOS; ALBUQUERQUE, 1997), bactérias (ORJALA et al., 1993), além de
comprovada acdo analgésica e antiinflamatoria com baixos niveis de toxicidade

(MONTEIRO et al., 2001).
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O dilapiol (Figura 2) aparece como constituinte principal no o6leo
essencial de P. aduncum variando de 58% a 88,4%. Este componente majoritario
do oleo essencial da pimenta-de-macaco ¢ um éter fenilico que vem sendo
testado com éxito como fungicida, moluscicida, acaricida, bactericida e larvicida
com a vantagem de ser um produto biodegradavel (BASTOS;

ALBUQUERQUE, 1997).
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Figura 2 Estrutura quimica do dilapiol
Fonte: Fazolin et al. (2005)

2.3.2 Manjericdo (Ocimum basilicum L)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) pertence a familia Lamiaceae,
possuindo entre 50 ¢ 150 espécies na Asia Tropical, Africa, América Central e
América do Sul.

E uma planta herbacea anual, de polinizagio cruzada, resultando em
grande numero de sub-espécies, variedades e formas. Muito ramificada,
aromatica e perfumada; atinge 0,5 a 1m de altura. Possui haste reta com muitas
folhas carnosas, ovaladas, sem pélos e de cor verde brilhante. Na face inferior
das folhas existem minusculas covas, onde se formam goticulas de esséncias.
Suas flores sdo brancas ou avermelhadas, formando espigas e seus frutos sdo
aquénios (PINTO; SANTIAGO 2000).

O teor de o6leo essencial contido nesta planta encontra-se na faixa entre

1,5 e 3% (p/p), dependendo da regido geografica e da espécie. Normalmente, ha
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variagdes consideraveis entre os constituintes majoritarios de uma espécie para
outra, principalmente pelo fato dos componentes do 6leo essencial de Ocimum
basilicum L. serem produzidos por duas rotas bioquimicas diferentes: rota do
acido chiquimico e rota do acido mevalonico. Na primeira rota, os maiores
constituintes da espécie sdo: eugenol e cinamato de metila, enquanto que na
segunda os componentes majoritarios sdo linalol e geraniol, ilustrados na Figura

3 (MAZUTTIL 2006).

CH,OH
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Figura 3 Estruturas quimicas (a) Eugenol, (b) Linalol; (¢) Geraniol e (d) Cinamato de
metila.
Fonte: Simdes (2007)

O linalol tem sido largamente testado como acaricida (PRATES et al.,
1998), bactericida e fungicida (BELAICHE; TANTAOUI-ELARAKI;
IBRAHIMY, 1995).

Segundo Fernandes et al. (2004), o manjericio apresenta grande
variedade de substincias quimicas, sendo o linalol o componente majoritario.
Nas espécies estudadas pelos autores acima, os teores de linalol prevaleceram
tanto na espécie de folha estreita (44,3% a 59,8%) quanto na de folha larga
(22,7% a 37,4%).

Também conhecida como Alfavaca (na regido Norte), alfavaca doce;

manjericdo doce, remédio de vaqueiro; erva- real; manjericao da folha grande, o
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manjericdo € largamente utilizado na culinaria brasileira, seu 6leo essencial ¢é
valorizado no mercado internacional ¢ amplamente usado nas indUstrias de
condimentos (PINTO; SANTIAGO, 2000).

Na medicina tradicional, as espécies de manjericdo tém sido utilizadas
como estimulantes digestivos, antiespasmodico, gastrico, anti-septico dentre
outras atribuicdes (MARTINS et al., 1994).

As espécies do género Ocimum, como O. basilicum, tem grande
demanda no mercado, em razdo do seu oOleo essencial apresentar diversos
constituintes de interesse industrial. As perspectivas comerciais de utilizacao dos
6leos essenciais sdo excelentes, diante das restricdes a aromatizantes artificiais

(NOLASCO, 1996).

2.3.3 Tomilho (Thymus vulgaris)

O tomilho (Thymus vulgaris L.) é uma planta da familia Lamiaceae que
compreende 150 géneros, com cerca de 2800 espécies distribuidas em todo o
mundo, sendo o maior centro de dispersdo a regido do Mediterraneo. Muitas das
espécies introduzidas no Brasil sdo plantas medicinais e produtoras de o6leos
essenciais, sendo utilizadas como condimentos ou como flores ornamentais
(PORTE; GODOY, 2001).

E uma planta arbustiva, caule tortuoso, lenhoso, ramos acinzentados,
eretos e compactos, com folhas pequenas, sésseis, lanceoladas, esbranquicadas
na face inferior e com flores rosadas ou brancas (CORREA, 1994).

O o6leo essencial de tomilho possui atividades antimicrobianas,
carminativa e expectorante, atribuidas ao timol e ao carvacrol (Figura 4) que sdo
componentes fendlicos majoritarios encontrados no 6leo essencial, sendo o timol

o mais eficiente. As atividades antifiingicas, pesticidas e antibacterianas do 6leo
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essencial de tomilho foram demonstradas por diversos investigadores como

Daferera, Ziogas e Polissioi (2000) e Kalemba e Kunicka (2003).

Carvacrol Thymol

OH

OH

(@ (b)

Figura 4 Estruturas quimicas do (a) carvacrol e (b) timol
Fonte: Simoes (2007)

O tomilho tem sido usado em fitoterapicos, em cosméticos e em
indastrias de alimento. Na medicina ocidental, a aplica¢do principal estd no
tratamento de problemas digestivos, respiratorios e na prevengao e no tratamento
de infec¢des (SANTOS et al., 2007).

Segundo Santurio et al. (2007) o 6leo essencial de tomilho apresentou
moderada atividade sobre os isolados de Salmonella enterica, mas, pesquisas
realizadas por Santos et al. (2007) mostraram através de ensaios microbioldgicos
que o oleo essencial de tomilho apresentava consideravel atividade contra o
Streptococcus mutans, uma bactéria Gram positiva que comprovadamente

possui maior susceptibilidade a 6leos essenciais.

2.4 Microrganismos envolvidos em toxinfeccao alimentar

Atualmente tem-se observado aumento exponencial das reservas

alimentares, das fontes de matérias-primas e da distribui¢do em escala mundial

dos produtos acabados, assim as doencas transmitidas por alimentos,
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notadamente as gastroenterites de origem bacterianas, na forma de surtos ou nio,
se constituiram no problema sanitario mais freqiiente (SILVA JUNIOR, 2002).

Os microrganismos causadores de doencgas transmitidas por alimentos
sdo normalmente divididos em dois grupos: infecciosos (Salmonella,
Campylobacter e E. coli) e intoxicantes (B. cereus, S. aureus, C. Botulinum). O
primeiro grupo microbiano compreende os microrganismos que se multiplicam
no trato intestinal humano, enquanto o segundo ¢é formado por aqueles
microrganismos que produzem toxinas, tanto nos alimentos quanto durante sua
passagem pelo trato intestinal. Essa divisdo ¢ bastante util, pois auxilia no
reconhecimento das rotas da enfermidade alimentar.

Doencas de origem alimentar ndo se limitar apenas ao trato
gastrointestinal, mas também afetar outros 6rgdos podendo causar disturbios no
sistema nervoso, na corrente circulatoria, no aparelho genital, no figado, etc.
Essas doengas podem ser provocadas por diversos grupos de microrganismos,
incluindo bactérias, protozoarios e virus (FRANCO, 1996).

Os alimentos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes agentes
etiologicos, podendo levar a doengas, manifestadas por acdo de microrganismos
patogénicos ou por suas toxinas. Muitas intoxicagdes alimentares tém etiologia
conhecida, sendo que a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella
Sp. Sdo agentes patogénicos mais comumente envolvidos em surtos de
intoxicagdo alimentar (STAMFORD et al., 2006).

A contaminag@o microbiana nos alimentos representa um importante
problema de satde publica e seu controle gera economia para a sociedade

(CELIKTAS et al., 2005).

2.4.1 Staphylococcus aureus



28

Staphylococcus aureus é causador de um dos tipos mais comuns de
doengas de origem alimentar em todo o mundo, sendo necessarias cerca de 10°
células deste microrganismo por grama de alimento para que a toxina seja
acumulada em niveis capazes de provocar toxinoses (RODRIGUES et al., 2004).

O nome Staphylococcus origina-se do grego sthapylé que significa cacho
de uvas, isso se deve ao fato de que os cocos Gram-positivos sdo dispostos em
cachos irregulares semelhantes a cachos de uva. O género Staphylococcus é
constituido por cerca de 32 espécies sendo algumas patogénicas (MURRAY et
al., 2004).

Staphylococcus aureus é a mais resistente de todas as bactérias
patogénicas ndo formadoras de esporos, algumas cepas sdo produtoras de
enterotoxinas termoestaveis (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000), sendo
considerado atualmente o maior causador de toxinoses, pois algumas cepas sio
capazes de produzir enterotoxinas, nas diferentes etapas de processamento dos
alimentos (SANTOS, 2004).

Estes microrganismos estdo presentes na pele e nas membranas mucosas
dos seres humanos, o que torna o processo de manipulacdo de alimentos um
meio de transmissdo (MURRAY et al., 2004). Em geral, alimentos que requerem
muita manipulagdo durante a preparacdo e que, ap6s, sdo mantidos em
temperaturas elevadas, apresentam maior risco de causar esta intoxicagdo, pois
uma vez produzida a toxina, esta resistira ao tratamento térmico podendo causar
vomito e diarréia (RODRIGUES et al., 2004).

Os principais alimentos capazes de suportar o desenvolvimento natural
de S. aureus sdo produtos lacteos, como queijos, leite cru ou pasteurizado,
manteiga e sorvetes, produtos de confeitaria, como bolos, tortas e doces

cremosos, carnes frescas e curadas, ovos e massas (SANTOS, 2004).

2.4.2 Escherichia coli
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Escherichia coli ¢ um dos agentes etioldgicos freqiientemente isolados
em casos de diarréia no homem. Sdo bactérias patog€nicas transientes que
podem tomar vantagem ou provocar distirbios sobre a microbiota normal,
aumentando muito em nimero e causar sinais de doen¢a ou infec¢do. Sdo
veiculadas aos alimentos normalmente pela manipulagdo incorreta e/ou praticas
precarias de higiene. A E. coli além de causar toxinfecgdo alimentar pode ainda
diminuir a vida util de prateleira dos alimentos, gerando perdas econdmicas
(MOREIRA et al., 2005).

O género Escherichia consiste em cinco espécies, das quais a
Escherichia coli é o mais comum e clinicamente importante. Este
microrganismo esta associado a uma série de doengas tais como meningite e
gastrenterite (MURRAY et al., 2004). A E. coli ¢ uma bactéria Gram negativa,
anaerobica facultativa e compoe o trato intestinal do homem, esta relacionada a
contaminagdo fecal quando encontrada em alimentos, algumas cepas podem
produzir enterotoxinas originando graves doencas alimentares (TORTORA,
2002).

Os diversos tipos de Escherichia coli relatados na literatura sdo
caracterizados por combinagdes de antigenos dando origem a sorotipos
diferentes. Essa classificagdo sorologica ¢ util em epidemiologia pois sdo
relacionadas com a viruléncia (TORTORA, 2002).

E necessario destacar dentre os grupos bacterioclinicos para E. coli, o
grupo enteropatogénico, enterotoxigénico. Nas enteropatogénicas os plasmidios
medeiam a histopatologia com destruicdo da estrutura normal das micro
vilosidades, resultando na ma absor¢do de nutrientes e diarréia. J4 as cepas
enterotoxigénicas produzem enterotoxinas termolabeis e/ou termoinstaveis
mediadas por plasmidios que estimulam a hipersecrecao de liquidos e eletrolitos

(MURRAY et al., 2004).
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Escherichia coli geralmente permanece confinada no intestino sem
causar nenhum dano, entretanto em organismos debilitados ou
imunodeprimidos, quando a barreira gastrointestinal ¢ violada, até mesmo as

linhagens ndo patogénicas de E. coli podem causar infec¢do (CORREA, 2000).

2.4.3 Salmonella sp

As salmonelas estdo amplamente difundidas na natureza e sdo capazes
de infectar o homem. Os casos de toxinfec¢des alimentares causados por
Salmonella aumentaram a partir da década de 80. Este aumento pode ser
atribuido ao consumo de ovos e subprodutos contaminados por Salmonella
(NADVORNY; FIGUEREDO; SCHMIDT, 2004).

O género Salmonella ¢ um género que apresenta problemas quanto a sua
classificagdo taxondémica devido a descricio de mais de 2000 (dois mil)
sorogrupos distintos, ele ¢ dividido em duas espécies a Salmonella enterica e
Shigella bongori (MURRAY et al., 2004).

Salmonella sp quando ingerida passa pelo estdbmago e invade as células
M (micropregas) localizadas na por¢do final do intestino delgado, 1a ela se
reproduzem. As membranas pregueadas envolvem e englobam a baactéria,
ocorrendo uma replicag@o intracelular no fagossomo com subseqiiente morte da
célula hospedeira e disseminagdo para as células epiteliais adjacentes e para o
tecido linféide. A resposta inflamatoria confina a infeccdo do trato
gastrointestinal, promovendo a liberagdo de prostaglandinas e a secregdo ativa
de liquidos (MURRAY et al., 2004).

Salmonella sp pode colonizar praticamente todos os animais, incluindo
aves domésticas, animais de granja e seres humanos. A maioria das infecg¢des

causadas por Salmonella sp resulta da ingestdo de alimentos contaminados, as
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infec¢des acometem em geral criangas abaixo de 5 anos e idosos acima de 60
anos (MURRAY et al., 2004).

Segundo Nadvorny, Figueiredo e Schmidt (2004), desde 1993 a
Salmonella sp. tem sido o patégeno envolvido em DTA (Doenga Transmitidas
por Alimentos) de maior ocorréncia em diversos estados brasileiros, assim como
em paises da Europa e das Américas. Neste mesmo estudo os autores inferiram
que 74,7 % dos surtos de DTA confirmados no Rio Grande do Sul
correspondiam a salmoneloses, associadas ao consumo de alimentos preparados

com OVOsS Crus.

2.5 Acdio antimicrobiana de oleos essenciais

Os oOleos essenciais, caracterizados como metabdlitos secundarios de
plantas e de baixa toxicidade a mamiferos, sdo amplamente testados no controle
de patogenos.

Foi relatada a atividade antimicrobiana de compostos ativos purificados
de 6leo essencial de Ocimum gratissimum, tradicionalmente usados na medicina
popular brasileira para tratar diferentes doengas como infecgdes no trato
respiratorio, diarréias, doencas de pele, pneumonias ¢ também febre, tosse e
conjuntivite. O composto que apresentou atividade antibacteriana para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas no o6leo essencial foi identificado como
eugenol (NAKAMURA et al., 1999).

Outras pesquisas foram relatadas sobre atividade antimicrobiana, como o
6leo de andiroba, com agdo antiinflamatéria 6leo de copaiba, com varios
constituintes quimicos voladteis e resinosos com agdo germicida e
antiinflamatéria; 6leo de alecrim, com acgdo antimicrobiana, antifingica e

antisséptica; 6leo de melaleuca, com agdo bacteriostatica frente a E. coli, S.
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aureus, e Candida albicans e O6leo de alho, com agdo antifingica e
antihelmintica (MICHELIN et al., 2005).

O dleo essencial de Cymbopogon citratus, tem mostrado ser ativo contra
leveduras do género Candida (LIMA; FARIAS, 1999). Tal atividade segundo o
autor deve-se ao citral (mistura dos isomeros aciclicos monoterpeno aldeido:
geranial - trans-citral, citral A e neral - cis-citral, citral B), componente
majoritario do 6leo. E encontrado em folhas e frutas de varias espécies de
plantas, como limdo, laranja e capim-limdo. Apresenta sabor e odor
caracteristico de limao, por isso € usado como condimento em alimentos como,
em goma de mascar, sorvetes ¢ bebidas além de ser empregado como fragrancia
em cosméticos, sabonetes, detergentes, cremes, logdes etc. O citral vem sendo
utilizado em pesquisas, no intuito de verificar a acdo antimicrobiana em fungos
filamentosos (FERREIRA et al., 2002).

Entre outras espécies reconhecidas como produtoras de o6leo essencial
anti-séptico se destacam o manjericdio (Ocimum  basilicum L.)
(NTELZURUBANZA; SCHEFFER; SWENDSEN, 1987), capim-limio
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf.) e salvia (Salvia officinalis L.).

Estudos vém sendo desenvolvidos na area de produtos naturais, bem
como seus compostos e derivados, que possuem suas atividades testadas sobre
diversos microrganismos conhecidos por serem patogénicos a humanos.

E interessante, portanto, que estudos na area de produtos naturais sejam
aprofundados no intuito de se conhecerem melhor suas atividades bioldgicas e,
possivelmente, serem utilizados no controle de microrganismos, uma vez que,
além da sua atividade individual, podem ser associados a outros produtos.

O consumidor tem se tornado cada vez mais exigente e mais criterioso
com a qualidade do produto que consome. E crescente a sua preocupagio em
fazer uso de produtos menos agressivos de origem natural ou o mais proximo

possivel desta origem.
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2.6 Interacdes entre dleos essenciais

As plantas sdo organismos vivos que produzem intimeros metabolitos
secundarios, mas apenas os compostos que estdo em maior concentracdo sio
geralmente isolados e estudados pela fitoquimica classica. Analisar os
compostos ativos ¢ uma tarefa mais complexa e longa, pois geralmente os
compostos minoritarios estdo entre os que também podem apresentar efeitos
biologicos. Assim, ¢ indispensavel analisar a potencia das fragdes e das
substancias puras em relagdo a sua concentracdo, pois, essas, além de
possivelmente apresentarem efeitos isoladamente podem contribuir ou inibir a
atividade de outras plantas. A partir desta avaliacdo pode-se concluir qual ou
quais componentes quimicos sao responsaveis pela atividade bioldgica (SILVA,
2010).

As pesquisas em sinergismo tem-se tornado uma atividade fundamental
nos ultimos anos . Seu principio consiste na busca pela melhor utilizagdo de
extratos, plantas ou seus componentes, de forma a alcangar a superioridade
terap€utica. O sinergismo consiste na variacdo do efeito bioldgico pela mistura
de componentes bioativos, sejam eles sintéticos ou naturais (WAGNER;
ULRICH-MERZENICH, 2009).

Segundo Nascimento et al. (2000), o uso associado de plantas medicinais
e/ou seus subprodutos podem atuar inibindo ou intensificando o efeito
terapéutico de principios ativos convencionais, bem como ndo interferir na
resposta esperada, sendo assim pode-se concluir que o uso de diversas plantas ou
de seus subprodutos (6leos essenciais) também segue o mesmo raciocinio.

Nos dias atuais s@o empregadas inumeras formas de sinergismo entre
0leos essenciais e outros componentes bioativos; observa-se a aplicacdo da
combinagdo de moléculas bioativas em herbicidas, medicamentos e

frequentemente na inddstria de cosméticos (FURTADO et al.,, 2005). A
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utilizagdo de combinagdo entre moléculas de atividade comprovada ndo ¢ uma
exclusividade dos produtos naturais, haja vista o emprego de combinagdes
multi-drogas para o tratamento de AIDS ou hipertensdao. O que se sabe é que o
efeito terapéutico de um produto bioativo pode ser decisivo no tratamento em
questdao (WILLIAMSON, 2001). Contudo estes mecanismos nos quais os
produtos bioativos aparecem inibindo ou acentuando os efeitos uns dos outros
precisam ser melhor descritos.

Sendo assim a utilizagdo combinatoria de 6leos essenciais na industria de
alimentos pode ser uma grande arma no combate de patdégenos, aumentando

assim a qualidade e seguranca alimentar sem intervir no aspecto sensorial.



35

3 MATERIAIS E METODOS

31 Obtencio dos o6leos essenciais

3.1.1 Coleta do material vegetal

Os materiais vegetais frescos (manjericdo e pimenta de macaco) foram
coletados no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras, na
cidade de Lavras localizada no sul do estado de Minas Gerais (Brasil), 21°14°S,
longitude 45°00°’W Gr. E 918 m de altitude no periodo da manha nos meses de
junho e julho de 2008. O tomilho foi adquirido, na forma seca, no mercado

central da cidade de Belo Horizonte (MG) na mesma época.

3.1.2 Extracao dos dleos essenciais

Para extracdo dos Oleos essenciais, empregou-se a metodologia de
hidrodestilacao, utilizando-se um aparelho de Clevenger modificado. As folhas
frescas e secas de cada espécie vegetal estudada foram picadas e colocadas em
um baldo de 1 litro de capacidade, recobertas com agua, sendo o processo de
extracdo realizado em um periodo de 2 horas e em triplicata descrito por
Guimaraes et al. (2008).

O dleo foi separado do hidrolato por centrifugago, utilizando-se uma
centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (Fanem Baby® I Modelo 206 BL) a
965,36 x G por 5 min. O 6leo foi retirado com auxilio de uma pipeta de Pasteur,

acondicionado em frasco de vidro e armazenado em freezer.

3.1.3 Determinacio da umidade
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Paralelamente as extragdes, realizou-se o teste de umidade, de acordo
com Pimentel et al. (2008). Utilizaram-se 5g de material vegetal imersos em 80
mL de ciclohexano em baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um
condensador com coletor graduado. O baldo foi aquecido por meio de manta
aquecedora. Apos 2,5 horas, o volume de agua presente no material foi
quantificado. O rendimento do 6leo essencial foi calculado e expresso em massa

de 6leo por massa de vegetal com base livre de umidade (%om/m BLU).

3.2 Identificacio e quantificacio dos constituintes dos 6leos essenciais

As analises de identificacdo e quantificacdo dos 6leos essenciais foram
realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe
(UFS) — Aracaju — SE, por Cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa CG-EM.

O cromatdgrafo utilizado foi o modelo Shimadzu G-17A equipado com
detector seletivo de massa modelo QP5050A. O equipamento foi operado nas
seguintes condig¢des: coluna capilar de 30 m x 0,25 mm x 0,25 DI com fase
ligada DB-5MS (Folsom, CA, USA); temperatura da fonte de ions de 280 °C;
programacdo da coluna com temperatura inicial de 50 °C por 2 min, com um
aumento de 4°C/min., até 200 °C , depois 10 °C/min até 300 °C , finalizando
com uma temperatura de 300 °C por 10 min; géas carreador hélio (ImL min™);
pressdo inicial na coluna de 100,2 KPa; taxa de split 1:83 e volume injetado de
0,5 uL (1% de solugdo em diclorometano).

Para o espectrometro de massas (EM), foram utilizadas as seguintes
condicdes: energia de impacto de 70 eV; velocidade de decomposicao 1000;
intervalo de decomposi¢do de 0,50; e fragmentos de 40 Da e 550 Da

decompostos.
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3.3 Atividade antimicrobiana de oleos essenciais

3.3.1 Padronizac¢ao estocagem e preparacio do inéculo

As cepas utilizadas neste estudo foram de S. aureus (ATCC 13565),
Salmonella enteritidis. (S64) e E. coli (ATCC 25922). Para a padronizagdo do
numero de células as cepas foram inicialmente inoculadas individualmente em
frascos erlenmeyers contendo 100 mL de caldo Triptona de soja (TSB)
(Himedia®, Mumbai, Maharashtra, fndia), os quais foram incubados a 37°C. Em
seguida, a partir do TSB, a curva de crescimento foi determinada pela realizagdo
periodica de leituras de absorbancia da cultura a 600nm e de dilui¢des seriadas
em solugdo salina (NaCl 0.9% p/v) com posterior plaqueamento em superficie
para determinagio do Log UFC.mL"', utilizando-se como meio de cultura Agar
triptona de soja (TSA) (Himedia®, Mumbai, Maharashtra, India).

Durante a realizagdo de todo o experimento, as cepas foram estocadas
sob refrigeracdo em meio de cultura de congelamento (por 100 mL de agua
destilada: 15 mL de glicerol; 0,5 g de peptona bacterioldgica; 0,3 g de estrato de
levedura; 0,5 g de NaCl; pH 7,2+ 0,2). Para reativagdo e utilizagdo da cepa, uma
aliquota do meio de cultura de congelamento doéi transferida para tubos de ensaio
contendo TSB, sendo realizados dois repiques consecutivos com incubagdo a
37°C, por 24 horas, neste meio de cultura. Em seguida, a cultura foi estriada em
TSA vertido em placas de Petri e incubada a 37°C, por 24 horas. Das coldnias
formadas na superficie do TSA, uma algada foi retirada e transferida para um
frasco erlenmeyer contendo 150 mL de TSB, o qual foi incubado a 37° C, até
atingir o namero de células necessarias para a utilizacdo no experimento

aproximadamente 10° UFC.mL™" .
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3.3.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi realizada de acordo
com a metodologia de difusdo em cavidade em agar sugerida por Mendonga
(2004), adaptada para este estudo. Como meio de cultura, utilizou-se TSA. Para
o preparo das cavidades de deposi¢cdo dos Oleos essenciais, uma camada inicial
do meio de cultura foi depositada em placa de petri, sobre as quais, apds a
solidificagdo, foram dispostas pérolas de vidro padronizadas de 3mm de
didmetro.

Uma sobrecamada do meio de cultura contendo o inoculo na
concentragio de, aproximadamente, 10° UFCmL ' foi depositada sobre as
pérolas de vidro na superficie da camada inicial. Apos a solidificacdo da
sobrecamada, as pérolas de vidro foram removidas com auxilio de pinga estéril,
dando origem as cavidades.

Em cada placa de petri foram realizadas 10 cavidades. Em seguida,
10uL das diferentes concentragdes dos o6leos (0; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25,00; 50,00) expressas em %(v/v) dos oleos essenciais de Tomilho,
manjericdo e pimenta de macaco, e das combinagdes das concentragdes dos
6leos foram transferidas para as cavidades. A concentragdo de 0% constituida de
apenas DMSO foi utilizada como controle, em outra cavidade foi depositado
10pL de Cloranfenicol como controle positivo.

As placas foram incubadas, a 37°C, por 24 horas e, apds esse periodo,
foram medidos os diametros dos halos de inibi¢cdo formados retirando-se 3mm
referentes ao didmetro da cavidade. A presenca de efeito bacteriostatico foi
caracterizada pelo comprimento do crescimento bacteriano pela formagdo de
halo de inibi¢do. A menor concentracdo que apresentou efeito bacteriostatico foi

definida como concentragdo minima inibitoria (CMI).
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3.3.3 Ensaio de interacio entre dleos essenciais

A partir da analise do comportamento dos 6leos de tomilho, manjericdo
e pimenta de macaco, frente aos diversos microrganismos de estudo e das
concentragdes minimas inibitérias, foi sugerido a combinagdo de 4
concentragdes destes em todas as suas possibilidades, sendo a primeira igual a
0%, representando o controle para os 0leos e trés outras concentragdes, baixa
(minima inibitdria), média e alta (igual ou inferior a 25%) ocasionando 64
tratamentos. As concentragdes adotadas para o 6leo de manjericdo foram O0;
3,13; 12,5 e 25%, para o oleo essencial de pimenta de macaco 0; 6,25; 12,5; 25%

e para o oleo essencial de tomilho 0; 0,4; 3,13; 12,5% .

34 Analise Estatistica

Para avaliacdo do sinergismo foi aplicada a analise estatistica de
variancia de acordo com o modelo adequado para os experimentos laboratoriais,
conforme Pimentel-Gomes (2000), e com aplicacdo de metodologia de
superficie de resposta. Os dados relativos a atividade antimicrobiana foram
submetidos a analise de varidncia ¢ o teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia foi aplicado para identificar diferencas entre as médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento de 6leos essenciais

A Tabela 1 apresenta os valores encontrados para o rendimento dos 6leos

essenciais de tomilho, manjericdo e pimenta de macaco.

Tabela 1 Rendimento dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilagdo expresso
em % m/m de material vegetal fresco

Material Vegetal Rendimento (% m/m)
Manjericao 1,43 a
Tomilho 0,74 b
Pimenta de macaco 0,43 ¢

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, a
5% de probabilidade

Pode-se perceber que dentre os oleos estudados, o de manjericdo
apresenta rendimento significativamente superior quando comparado aos 6leos
de tomilho e pimenta de macaco. Nota-se ainda que a pimenta de macaco
apresentou o menor rendimento dentre as plantas utilizadas no estudo. Estes
dados corroboram com aqueles relatados por Gaio (2008), aonde estes
encontraram um valor de 1,23% m/m para o 6leo essencial de manjericdo. Este
resultado encontra-se proximo ao deste estudo (1,43% m/m).

Outros trabalhos, como o de Pokrywiecki (2006), relatam a variagdo dos
teores de rendimento obtidos para o manjericdo quando coletados em épocas
diferentes do ano. Ainda neste estudo, o autor relata variacao no rendimento de
6leo essencial de manjericdo entre as estagdes inverno ¢ primavera por dois anos

consecutivos, com rendimento oscilando entre 0,1 a 2,1 % m/m.
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Variagoes no rendimento dos o6leos, assim como oscilagdes em sua
composi¢cdo podem ocorrem por diversas condi¢des, tais como: sazonalidade,
horario de colheita do vegetal e¢ condi¢des bioquimicas e fisioldgicas
(intraplanta) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Além desses fatores, ¢ necessario
destacar também o ritmo ciclo circadiano, disponibilidade de agua e nutrientes
para o desenvolvimento do vegetal.

Avaliando o rendimento do 6leo essencial de tomilho é possivel verificar
que os valores médios encontrados de 0,74 % m/m, condizem com os dados da
literatura mais recente. Estudo realizado por Torras et al. (2007) apresentou
valores de rendimento de 6leo essencial de tomilho entre 0,24 e 0,98% m/m,
provenientes de oito amostras coletadas nos meses de fevereiro a junho de 2004.
Neste mesmo estudo, o rendimento médio de Oleo essencial de tomilho
observado no més de junho (0,81% m/m), aproxima-se do resultado deste estudo
(0,74% m/m). Vale destacar que o material vegetal da presente pesquisa foi
coletado em periodo similar, meados do més de junho.

Os resultados do rendimento do 6leo essencial para a pimenta de macaco
(Piper aduncum) mostram-se inferiores aos demais Oleos essenciais obtidos
neste trabalho. Estudos como o de Vila et al. (2005) revelam que o rendimento
de 6leo essencial da espécie Piper aduncum normalmente é baixo, relatando
médias maximas de 0,6% m/m de oOleo essencial, valor proximo aquele

observado no presente trabalho (0,43% m/m).

4.2 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

4.2.1 Principais componentes quimicos e mecanismo de acdo

antimicrobiana
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A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais varia de acordo com a
composi¢do quimica dos mesmos e dos microrganismos em questdo. Alguns
mecanismos descrevem as diferentes formas de acdo das substancias de origem
vegetal sobre bactérias, fungos e leveduras, sendo mais difundida a interagdo
com a membrana celular aumentando a permeabilidade que favorece a lise da
célula, a complexacdo com ions diminuindo a disponibilidade para os
microrganismos, a interagdo com substrato impedindo a atividade enzimatica e a
desestabilizacdo da forca proton motriz (FPM), o fluxo de elétrons, transporte
ativo e coagulagcdo do conteudo citoplasmatico (BURT, 2004; LOGUERCIO et
al., 2005; TORRES et al., 2000; VARGAS et al., 2004).

Os ensaios de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM) realizados para os oleos, permitiu a descoberta dos
principais componentes quimicos encontrados nos metabolitos secundarios das
plantas em estudo. Essa confirmagdo se fez necessario uma vez que a regiao de
cultivo, condi¢des de clima e colheita assim como outros fatores supra-citados
interferem diretamente nas caracteristicas da planta.

Estudos de Dorman e Deans (2000) relatam que o carvacrol e timol sdo
agentes antimicrobianos que atuam na parede celular das células bacterianas,
causando a ruptura e extravasamento do contetdo intracelular. Observa-se que
estes s30 0s componentes quimicos majoritarios presentes no 6leo essencial de
tomilho conforme os dados obtidos por (GC-MS). Os resultados obtidos podem
ser visualizados na Tabela 2.

Pelos dados descritos na Tabela 2 observa-se que outros componentes
como o-cimeno (10,63%) , y-terpineno (3,05%) e linalol (4,36%) também
aparecem como componentes em propor¢des consideraveis. Segundo Silva et al.
(2010) 6leos essenciais que apresentam p-cimeno, y-terpineno além de carvacrol

e timol podem ter seu efeito antimicrobiano potencializado. Neste estudo Silva
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et al. (2010) mensuram que microrganismo como Salmonella enteritidis sofrem

este tipo de agdo antimicrobiana potencializada.

Tabela 2 Componentes quimicos caracterizados e quantificados no dleo
essencial de tomilho por GC-MS

TR (min) Composto % CG-EM IR exp.
6.810 a-tujeno 0.33 932
7.324 Canfeno 0.29 948
8.307 1-octen-3-ol 0.94 979
8.618 Mirceno 0.44 989
9.564 a-terpineno 0.51 1017
9.850 o-cimeno 10.63 1024
10.110 1,8-cineol 0.54 1032
11.048 v-terpineno 3.05 1058
12.600 Linalol 4.36 1100
14.331 Canfora 0.59 1147
17.695 Eter metil carvacrol 0.61 1238
19.684 Timol 63.46 12.93
19.892 Carvacrol 3.62 1299
24.037 (E)-cariofileno 1.31 1419

tR (min) = tempo de retengdo em minutos; IR exp. = Indice de retengiio experimental

O linalol, também presente no o6leo essencial de tomilho, tem
reconhecida atividade antimicrobiana comprovada por Duarte (2006), que
verificou que essa substincia € a responsavel pela atividade antimicrobiana de
diversas espécies de bactérias e leveduras, dentre elas E. coli e S .aureus.

Os componentes quimicos identificados e quantificados no o6leo
essencial de manjericdo estdo descritos na Tabela 3. Nota-se que os
componentes majoritarios sdo linalol, 1,8-cineol e eugenol (42,05%, 15%,
6,44%) respectivamente. O eugenol ou 4-hidroxi-3-metoxialilbenzeno, ¢
largamente encontrado no reino vegetal, principalmente no 6leo de cravo da

india, canela, noz-moscada e plantas do género Ocimum.
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Tabela 3 Componentes quimicos caracterizados e quantificados no o6leo
essencial de manjericdo por GC-MS

TR (min) Composto % CG-EM IR exp.
6.809 a-pineno 0.47 932
7.323 Canfeno 0.39 948
8.060 Sabineno 0.39 971
8.218 B-pineno 0.97 976
8.618 Mirceno 0.86 989
9.998 Limoneno 0.99 1029
10.112 1,8-cineol 15 1032
12.162 Fenchona 0.76 1088
12.632 Linalol 42.05 1101
14.342 Canfora 0.59 1147
15.198 d-terpineol 0.82 1170
16.123 a-terpineol 4.81 1195
21.715 Eugenol 6.44 1351
24.033 (E)-cariofileno 0.44 1419
26.068 y-muroleno 1.48 1481

tR (min) = tempo de retengdo em minutos; IR exp. = Indice de retengio experimental

Em contraste com outros alilbenzenos, o eugenol ¢ reconhecido pela
Food and Drug Administration (FDA) como seguro quando usado em alimentos
em concentra¢des de até 1.500 pg.mL ' (PEREIRA; MAIA, 2007).

Estudos realizados por Pereira e Maia (2007) revelaram que o o6leo
essencial de Ocimum grastissimum cujos compostos majoritarios caracterizados
foram o 1,8 cineol e eugenol apresentaram importante atividade antimicrobiana
contra microrganismos como Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, S.
enteritidis, Escherichia coli, Klebsiella sp., Proteus mirabilis

O dleo essencial de pimenta de macaco apresentou como componentes
principais substancias quimicas linalol, (E) nerolidol e 6xido de cariofileno estes

e os demais componentes quimicos estio relacionados na tabela 4.
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Tabela 4 Componentes quimicos caracterizados e quantificados no o6leo
essencial de pimenta de macaco por GC-MS

TR (min) Composto % CG-EM IR exp.
10.632 -ocimeno 0.53 1046
12.624 Linalol 46.94 1101
20.035 2-undecanol 1.00 1303
24.032 B-funebreno 1.30 1419
25.222 o-humuleno 1.26 1455
26.544 2-tridecanona 1.76 1495
27.175 v-cadineno 0.77 1515
28.629 (E)-nerolidol 29.45 1562
29.270 oxido de cariofileno 3.83 1582

tR (min) = tempo de retengdo em minutos; IR exp. = Indice de retengio experimental

A atividade antimicrobiana exercida pelo componente majoritario desta
espécie (linalol) ja € descrita na literatura. O nerolidol também presente no seu
6leo essencial é um sesquiterpeno comumente encontrado nos 6leos essenciais
de diversas plantas. E aprovado pela agéncia reguladora Food and Drug
Administration (FDA) como um agente flavorizante utilizado em alimentos e
mostra-se como o um agente antimicrobiano com espectro restrito. Estudos
como o de Gelinski et al. (2007) relataram que o nerolidol nao inibiu o
crescimento de algumas bacterias Gram negativas como Salmonella sp., E. coli,
e Proteus sp. Porém bactérias Gram positivas como S. aureus e Listeria
monocytogenes foram sensiveis, apesar da pequena inibi¢do apresentada.

A atividade antimicrobiana exercida pelo componente majoritario desta
espécie (linalol) ja € descrita na literatura. O nerolidol também presente no seu
6leo essencial é um sesquiterpeno comumente encontrado nos 6leos essenciais
de diversas plantas. E aprovado pela agéncia reguladora Food and Drug
Administration (FDA) como um agente flavorizante utilizado em alimentos e

mostra-se como o um agente antimicrobiano com espectro restrito. Estudos
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como o de Gelinski et al. (2007) relataram que o nerolidol ndo inibiu o
crescimento de algumas bacterias Gram negativas como Salmonella sp., E. coli,
e Proteus sp. Porém bactérias Gram positivas como S. aureus e Listeria
monocytogenes foram sensiveis, apesar da pequena inibigdo apresentada.

Além da composi¢do quimica, outro fator preponderante que tange a
atividade antimicrobiana de um determinado 6leo essencial ¢ a concentragdo de
células do microrganismo presentes no meio em ensaio. A maioria dos artigos
publicados nesta area diverge em valores de concentracdo minima inibitéria,
pois hé grande variacio UFCs do microrganismo em questdo presentes nos

meios utilizados nos ensaios, o que dificulta a comparagéo de resultados.

4.2.2  Atividade antimicrobiana do éleo essencial de manjericio (Ocimum

basilicum) para os microrganismos em estudo

Na Tabela 5 é possivel verificar que a partir de um gradiente de
concentragdes do 6leo essencial de manjericao realizado por dilui¢des seriadas,
o efeito inibitorio sobre E. coli, Salmonella e S. aureus, iniciou-se em
concentragdes iguais ou superiores a 3,13%. Portanto, a menor concentragdo
aplicada nos ensaios de sinergismo para o 6leo essencial de manjericdo foi de
3,13%.

De acordo com os dados desta tabela, verifica-se que & medida que se
aumenta a concentracdo do 6leo essencial de manjericdo ocorre o aumento dos
halos de inibi¢cao. Os dos dados nao apresentarem diferenga significativa entre
algumas concentragdes, de uma forma geral é possivel verificar que ha diferenca
significativa de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5% para o
comportamento do o6leo frente as bactérias aplicadas a este trabalho. Percebe-se
ainda que para S. aureus sdo encontrados valores mais altos de halos de inibigdo

quando comparamos com as demais bactérias nas mesmas concentragoes.
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Tabela 5 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de manjericdo (Ocimum
basilicum) - halos de inibi¢do (mm) para microrganismos em estudo

Concentragéo de 6leo (%)  Salmonella enteritidis S. aures E.coli
50 10,40 b 12,70 a 6,67b
25 10,50 b 13,57 a 5,67 bc

12,5 8,83 b 12,17 a 5,00 ¢
6,25 5,67 ¢ 5,17b 5,00 ¢
3,13 4,00 c 4,00 b 4,50 c
1,56 0,00d 0,00 ¢ 0,00d
0,78 0,00d 0,00 ¢ 0,00d
0,39 0,00d 0,00 ¢ 0,00d
CP 18,33 a 13,57 a 15,00 a
CN 0,00d 0,00 ¢ 0,00d

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. CP = Controle Positivo (cloranfenicol) CN = Controle Negativo
(DMSO)

4.2.3 Atividade antimicrobiana do dleo essencial de tomilho (Thymus

vulgaris) para microrganismos em estudo

Os dados relativos aos testes realizados com 0s mesmos microrganismos
para o 6leo essencial de tomilho estdo expressos na Tabela 6.

A andlise dos resultados indica que este 60leo apresenta maior atividade
antimicrobiana em relacdo ao manjericdo, pois exerce efeito inibitorio para todas
as bactérias avaliadas em concentragdes mais baixas. Nota-se que em
concentragdes mais altas, o tomilho apresenta efeito igual ou superior ao
controle positivo empregado (Cloranfenicol), confirmando o elevado potencial
antimicrobiano apresentado pelo 6leo essencial de tomilho que ¢é atribuido as
substancias timol, carvacrol, o-cimeno e y-terpineno.

Para a escolha das concentra¢des a serem aplicadas nos ensaios de

sinergismo, optou-se por menores concentracdes do 6leo essencial de tomilho,
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uma vez que mesmo em baixas concentragdes foi possivel perceber ampla

atividade antimicrobiana.

Tabela 6 Atividade antimicrobiana de Oleos essenciais de Tomilho (Thymus
vulgaris) - halos de inibigdo (mm) para microrganismos em estudo

Concentracdo de 6leo (%)  Salmonella enteritidis ~ S. aureus E.coli
50 14,33 ab 19,67 a 19,67 a
25 16,00 a 18,5a 14,33 abc

12,5 17,67 a 10,00 be 15,67 ab
6,25 13,00 ab 8,67 cde 10,83 bed
3,13 9,67 be 9,17 bed 8,50 cd
1,56 7,33 ¢ 7,5 cde 7,17d
0,78 6,00 ¢ 6,17 de 6,00 de
0,39 5,00 cd 533 ¢ 5,00 de
CP 17,67 a 12,67 b 15,00 ab
CN 0,00d 0,00 f 0,00 ¢

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, a
5% de probabilidade. CP = Controle Positivo (cloranfenicol) CN = Controle Negativo
(DMSO)

Outra razdo pela qual se empregou concentracdes inferiores de Oleo
essencial de tomilho refere-se a caracteristica organoléptica deste 6leo essencial,
que ¢ extremamente caracteristica quanto ao sabor e aroma, como o intuito da
presente pesquisa € encontrar formas viaveis de emprego das misturas dos 6leos
essenciais sinergicamente para a industria de alimentos entende-se que estes nao

podem interferir demasiadamente nas caracteristicas organolépticas dos mesmos.

4.2.4  Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de pimenta de macaco

(Piper aduncum) para microrganismos em estudo

O d4leo essencial da pimenta de macaco para os microrganismos E. coli,

S. aureus e S. enteritidis. ndo apresentou grande efeito inibitorio ¢ portanto com
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pouca expressividade dentre os 6leos estudados. Verifica-se pelos dados da
Tabela 7 que a partir da concentragdo de 6,25% ha atividade antimicrobiana para
S. enteritidis. ¢ S. aureus, porém para E. coli nota-se atividade antimicrobiana
somente para concentragdes de 25% do o6leo. Porém, o intuito de se manter esse
6leo no estudo das interagdes foi a visualizagdo de potencializagdo ou

neutralizagdo dos efeitos dos outros 6leos.

Tabela 7 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de Pimenta de macaco
(Piper aduncum) - halos de inibi¢do (mm) para microrganismos em

estudo

Concentracdo de 6leo (%) Salmonella enteritidis  S. aureus E.coli
50 833D 11,5b 5,67b

25 7,00 ¢ 10,00 ¢ 4,83Db
12,5 6,00 d 7,67 d 0,00 ¢
6,25 5,00 ¢ 6,17 ¢ 0,00 ¢
3,13 0,00 f 0,00 f 0,00 ¢
1,56 0,00 f 0,00 f 0,00 ¢
0,78 0,00 f 0,00 f 0,00 ¢
0,39 0,00 f 0,00 f 0,00 ¢
CP 14,33 a 16,50 a 13,67 a
CN 0,00 f 0,00 f 0,00 ¢

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, a
5% de probabilidade. CP = Controle Positivo CN = Controle Negativo

4.3 Atividade antimicrobiana entre as misturas dos oleos essenciais

4.3.1 Atividade antimicrobiana de 6leo essencial de tomilho, manjericio e

pimenta de macaco sobre E. coli

A Tabela 8 apresenta os valores de halos de inibi¢do desenvolvidos
durante os ensaios de sinergismo para cada uma das 64 (sessenta e quatro)

combinagdes dos 6leos essenciais para a bactéria E. coli.
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Tabela 8 Porcentagem de dleos essenciais para os tratamentos e média de halos
da atividade antimicrobiana frente E. coli

% Oleos Essenciais Média de % Oleos Essenciais Média de
Trat. P Halos em Trat. Halos em
Manj, Tom. ’ mm Manj. Tom. P.Mac. mm
Mac.
1 0 0 0 0,00 33 12,5 0 0 3,00
2 0 0 6,25 0,00 34 12,5 0 6,25 3,33
3 0 0 12,5 0,00 35 12,5 0 12,5 3,50
4 0 0 25 1,67 36 12,5 0 25 3,00
5 0 04 O 2,33 37 12,5 04 0 3,17
6 0 0,4 6,25 0,00 38 12,5 0,4 6,25 3,67
7 0 0,4 12,5 0,67 39 12,5 0,4 12,5 2,83
8 0 04 25 0,67 40 12,5 0,4 25 1,50
9 0 3,13 0 4,67 41 12,5 3,13 0 4,17
10 O 3,13 6,25 3,33 42 12,5 3,13 6,25 3,50
11 0 3,13 12,5 2,83 43 12,5 3,13 12,5 2,17
12 0 3,13 25 2,00 44 12,5 3,13 25 2,50
13 0 12,5 0 11,00 45 12,5 125 0 5,00
14 O 12,5 6,25 10,17 46 12,5 12,5 6,25 4,00
15 0 12,5 12,5 10,67 47 12,5 12,5 12,5 3,67
16 O 12,5 25 5,67 48 12,5 12,5 25 2,67
17 3,13 0 0 0,00 49 25 0 0 2,67
18 3,13 0 6,25 0,00 50 25 0 6,25 3,00
19 3,13 0 12,5 0,00 51 25 0 12,5 2,50
20 3,13 O 25 0,00 52 25 0 25 2,17
21 3,13 04 O 2,67 53 25 0,4 0 3,00
22 3,13 04 625 1,67 54 25 0,4 6,25 3,50
23 3,13 04 12,5 1,00 55 25 0,4 12,5 5,17
24 3,13 04 25 2,00 56 25 0,4 25 2,17
25 3,13 3,13 0 5,17 57 25 3,13 0 3,17
26 3,13 3,13 6,25 3,33 58 25 3,13 6,25 3,00
27 3,13 3,13 12,5 3,83 59 25 3,13 12,5 3,17
28 3,13 3,13 25 3,17 60 25 3,13 25 3,50
29 3,13 125 O 7,00 61 25 12,5 0 3,83
30 3,13 12,5 625 6,67 62 25 12,5 6,25 3,17
31 3,13 12,5 12,5 4,00 63 25 12,5 12,5 2,83
32 3,13 12,5 25 4,83 64 25 12,5 25 2,17

Trat. = tratamente; Manj. = manjericdo; Tom. = tomilho; P. Mac. = pimenta de macaco
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Estdo expressos nos graficos de superficie de resposta (Figura 5) os
valores apresentados na Tabela 5. Essa proposta amplifica a visualizagdo dos

resultados.

9%OEde Pimentade Macaco Fixadaem 0 %OEde Pimentade Macaco Fixadaem 6,25
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Figura 5 Superficie de resposta para halos de inibicdo expressos em mm das
combinacdes de 6leos essenciais contra E. Coli

Nos graficos acima sdo observados halos de inibi¢do para a bactéria E.
coli quando submetidas a analise antimicrobiana sinérgica entre os Oleos de

tomilho, pimenta de macaco e manjericdo, neles a concentragao de Oleo
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essencial de pimenta de macaco estd fixada e varia-se as concentracdes de
manjericao e tomilho. Quando a concentracdo de manjericao € nula e aumenta-se
a concentragdo de tomilho ocorre aumento significativo dos halos de inibigdo,
atingindo-se valores maximos (zonas verdes) para maiores concentragdes do
6leo essencial de tomilho.

Em estudos realizados por Oussalah (2007) ¢ possivel perceber que o
Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) apresenta grande atividade
antimicrobiana isoladamente quando submetido a testes contra enterobactérias,
destacando-se a E. coli. O estudo revela que os valores de concentragdo minima
inibitoria (CMI) encontrada pelo autor, coincide com os valores de CMI do
presente trabalho.

Nota-se ainda que se a concentracdo de tomilho € nula e aumenta-se a
concentragdo de o6leo essencial de manjericdo, a medida que se varia as
concentragdes de manjericdo ha também aumento dos halos de inibi¢do. Esta
observacdo mostra que isoladamente esses Oleos apresentam atividade
antimicrobiana significativa.

Estudos de Trajano et al. (2009), com varios Oleos essenciais de
especiarias testadas em microrganismos, mostram que, o oleo essencial de
manjericio mostrou-se inibidor do crescimento de bactérias como E.coli e
P.aeruginosa, sendo que os valores de halos de inibi¢do obtidos pelos autores
aproximam-se aos encontrados neste estudo para a E. coli.

Gaio (2008), descrevendo sobre a utilizagdo de dleo essencial contra
patogenos de origem alimentar, verificou que o 6leo essencial de manjericao
apresentou efeitos inibitdrios significativos contra E. coli, evidenciando o real
potencial antimicrobiano deste 6leo.

Isoladamente o o6leo essencial de pimenta de macaco ndo apresentou
expressiva atividade antimicrobiana contra a bactéria E. coli, uma vez que nos

graficos acima nota-se que ao manter os valores de concentragdo de manjericdo
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e tomilho fixos em 0% a oscilagdo maxima de halos de inibicdo permeiam entre
1 e 2 mm. A partir dos ensaios prévios sobre as concentragdes minimas
inibitorias, tornou-se possivel prever tal resultado.

Observando o comportamento antimicrobiano das solu¢des de oOleos
essenciais onde se variavam as concentragdes de manjericao e tomilho, percebe-
se que o aumento da concentragdo de manjericdo promove diminuicdo da
atividade antimicrobiana do tomilho, caracterizando antagonismo entre esses
0leos. Nota-se ainda que o 6leo essencial de manjericdo apresenta reducao dos
halos de inibicdo quando variava-se as concentragdes de tomilho, comprovando
mais uma vez o antagonismo entre estes 0leos quando testados conjuntamente
contra a bactéria E. coli.

O uso da combinagdo de substincias bioativas no combate de
microrganismos tem sido reconhecidamente empregado nas ultimas décadas,
sendo fonte de estudo de diversos autores (WAGNER; ULRICH-MERZENICH,
2009). Contudo dificilmente sdo encontrados trabalhos que relatam o sinergismo
entre 6leos essenciais, normalmente sdo encontrados textos que tratam da
combinagdo entre oleos essenciais ¢ medicamentos ou entre extratos ¢ 6leos ou
até mesmo entre extratos de plantas.

Porém, alguns trabalhos mencionam dados interessantes sobre
sinergismo e antagonismo de substancias. Wagner e Ulrich-Merzenich (2009),
em estudo sobre sinergismo entre substincias bioativas, confirmam que a
eficacia de combinagdes de drogas sintéticas ¢ relativamente simples, porque
eles usam misturas de substincias puras, cuja farmacologia ¢ na maioria dos
casos conhecida. Além disso, varios exemplos de sinergia em farmacologia
classica ja sdo conhecidos, embora seus mecanismos exatos ainda ndo tenham
sido esclarecidos. Esse contexto ndo pode ser empregado a misturas de
substancias bioativas como os 6leos essenciais uma vez que cada o6leo pode

apresentar dezenas de componentes e assim gerar milhares de combinagoes.
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Quando analisados os halos de inibigdo em ambos os graficos, nota-se
que o aumento da concentracdo de Oleo essencial de pimenta de macaco
promoveu a diminui¢do simultdnea dos halos de inibi¢do, para tomilho e
manjericdo juntos ou isoladamente, o que define a acdo desse 6leo como
antagonica a tomilho e manjericdo. Nas Figuras 6 e 7 ¢ possivel notar como os

halos de inibi¢do se apresentaram durante o experimento.

(© (d)

Figura 6 Fotos da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de tomilho, manjericdo e
pimenta de macaco combinados contra E. coli — (a) tratamentos 1 a 8, (b)
tratamento 9 a 16, (c) tratamentos 17 a 24 e (d) tratamentos 25 a 32
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(2 (h)

Figura 7 Fotos da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de tomilho, manjericdo e
pimenta de macaco combinados contra E. coli — (e) tratamentos 33 a 40 (f)

tratamentos 41 a 48, (g) tratamentos 49 a 56 e (h) tratamentos 57 a 64

4.3.2 Atividade antimicrobiana sinérgica de oOleo essencial de tomilho,

manjericio e pimenta de macaco frente a Salmonela enteritidis

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores de halos médios para os
respectivos tratamentos, bem como as concentragdes de dleos empregadas em

cada tratamento.
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Tabela 9 Porcentagem de dleos essenciais para os tratamentos e média de halos
da atividade antimicrobiana Salmonella enteritidis

% Oleos Essenciais Média % Oleos Essenciais
de Média
Trat. . P. Halos Trat. . P. de Halos
Manj, Tom. Mac. em Manj. Tom. Mac. em mm

mm
1 0 0 0 0,00 33 12,5 0 0 3,67
2 0 0 6,25 0,00 34 12,5 0 6,25 3,50
3 0 0 12,5 1,83 35 12,5 0 12,5 417
4 0 0 25 3,00 36 12,5 0 25 0,67
5 0 0,4 0 2,83 37 12,5 0,4 0 3,00
6 0 04 6,25 3,50 38 12,5 04 6,25 3,33
7 0 04 12,5 0,00 39 12,5 04 12,5 3,50
8 0 0,4 25 0,00 40 12,5 0,4 25 3,33
9 0 3,13 0 4,83 41 12,5 3,13 0 4,17
10 0 3,13 6,25 3,50 42 12,5 3,13 6,25 2,50
11 0 3,13 12,5 3,17 43 12,5 3,13 12,5 3,33
12 0 3,13 25 1,67 44 12,5 3,13 25 2,17
13 0 12,5 0 9,83 45 12,5 12,5 0 5,00
14 0 12,5 6,25 7,00 46 12,5 12,5 6,25 433
15 0 12,5 12,5 5,33 47 12,5 12,5 125 3,33
16 0 12,5 25 4,50 48 12,5 12,5 25 4,00
17 3,13 0 0 0,00 49 25 0 0 3,33
18 3,13 0 6,25 0,00 50 25 0 6,25 2,33
19 3,13 0 12,5 0,00 51 25 0 12,5 2,83
20 3,13 0 25 0,00 52 25 0 25 1,33
21 3,13 04 0 2,50 53 25 0,4 0 3,50
22 3,13 04 625 1,33 54 25 0,4 6,25 4,67
23 3,13 04 12,5 1,50 55 25 04 12,5 4,67
24 3,13 04 25 0,00 56 25 0,4 25 3,17
25 3,13 3,13 0 3,67 57 25 3,13 0 14,33
26 3,13 3,13 6,25 2,50 58 25 3,13 6,25 13,67
27 3,13 3,13 12,5 2,33 59 25 3,13 12,5 6,50
28 3,13 3,13 25 4,50 60 25 3,13 25 6,17
29 3,13 12,5 0 7,83 61 25 12,5 0 3,67
30 3,13 12,5 6,25 5,17 62 25 12,5 6,25 5,67
31 3,13 12,5 12,5 5,67 63 25 12,5 12,5 8,33
32 3,13 125 25 4,00 64 25 12,5 25 5,00

Trat. = tratamento; Manj. = manjericdo; Tom. = tomilho; P. Mac. = pimenta de macaco
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Nos experimentos de sinergismo realizados para Salmonella enteritidis,
mostrados na Figura 8, € possivel observar que o 6leo essencial de pimenta de
macaco mostrou novamente efeito antagonista quando combinado aos dleos

essenciais de tomilho e manjericao.
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Figura 8 Superficie de resposta para halos de inibicdo expressos em mm das
combinagdes de 6leos essenciais contra Salmonella enteritidis
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Os halos de inibicdo diminuiram quando comparados entre as mesmas
concentragdes em todos os graficos. Nota-se ainda que o 6leo essencial de
tomilho apresentou atividade sinérgica ao 6leo de manjericdo, potencializando o
efeito antimicrobiano do mesmo até concentragdes de aproximadamente 10%.
Apos essa concentragdo verificou-se a diminui¢do da atividade antimicrobiana,
caracterizando antagonismo; este fato ocorreu em todas as concentragdes de 6leo
essencial de Piper aduncum (fixadas por grafico) em todos os graficos,
observacdo evidenciada pelas zonas verdes mais escuras.

Sabe-se que o efeito sinérgico de uma mistura seja ela de produtos
naturais combinados entre si ou de produtos naturais combinados com drogas
sintéticas exige estudos mais profundos a fim de se isolar os componentes que
efetivamente promovem o efeito desejado e a partir de entdo estabelecer relagdes
mais coesas sobre atividade e substancia. Contudo a investigacdo prévia de
mecanismos sinérgicos ou antagdénicos existentes entre produtos naturais norteia
pesquisas sobre possiveis possibilidades de aplicacdo de produtos como 6leos
essenciais (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

No presente estudo foi possivel verificar que a complexidade dos 6leos
essenciais permite uma ampla discussdo sobre o seu uso concomitante. Para se
obter um real sinergismo, Wagner e Ulrich-merzenich (2009) alertam para a
importancia da comparacdo entre os componentes isolados de uma mistura e sua
dose equivalente nesta.

Neste sentido, entende-se por sinergismo o aumento significativo de
atividade terapéutica (antimicrobiana) de uma determinada substancia, redugdo
de efeitos adversos como mudanga de sabor e/ou diminui¢do de efeitos
colaterais quando comparada a solugdo individualmente. Os autores citam ainda
que embora testes para obtencao desses resultados de sinergismo sejam caros e
demandem tempo existem alguns poucos estudos que relatam e comprovam sua

existéncia.
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Williamson (2001) inferiu em seu estudo que entre produtos naturais e
fitoterapicos ¢é perfeitamente possivel que haja interacdo sinérgica entre
combinagdes de determinada doses e antagonismo em outras concentragdes dos
mesmos produtos. Estas observagdes confirmam os resultados obtidos neste
estudo, em que os Oleos de tomilho e manjericdo agiram conjuntamente em
concentragdes mais baixas e antagonicamente quando a concentracdo de tomilho
¢ aumentada.

Essa observacdo pode ser justificada pelo fato dos mecanismos de agéo
dos componentes de um o6leo nem sempre serem descritos para todas as
substancias quimicas presentes. O desconhecimento das atividades quimicas e
bioldgicas destes componentes pode causar diversas interpretagdes, uma vez que
em concentragdes maiores outros componentes quimicos pouco discutidos pela
literatura podem exercer papel inibidor de substancias comprovadamente ativas.

Nas Figuras 9 e 10 é possivel notar como os halos de inibicdo se

apresentaram durante o experimento.

Figura 9 Fotos da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de tomilho, manjericdo e
pimenta de macaco combinados contra Salmonella enteritidis — (a) tratamentos
1 a8 ¢ (b) tratamento 9 a 16
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Figura 10 Fotos da atividade antimicrobiana de d6leos essenciais de tomilho, manjericéo e
pimenta de macaco combinados contra Salmonella enteritidis — (c)
tratamentos 17 a 24 e (d) tratamentos 25 a 32, (e) tratamentos 33 a 40 (f)
tratamentos 41 a 48, (g) tratamentos 49 a 56 e (h) tratamentos 57 a 64
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4.3.3 Atividade antimicrobiana de 6leo essencial de tomilho, manjericao

e pimenta de macaco frente a S. aureus

Os mesmos testes de sinergismo foram aplicados para o S. aureus,
contudo este microrganismo ndo apresentou comportamento significativo
quando submetido aos 6leos essenciais em estudo de forma conjunta. Portanto
para descri¢do dos resultados foi necessaria a avaliagdo isolada das variaveis que
ndo apresentaram correlagdo. As Tabelas 10 e 11 apresentam os valores de
média observada e estimada em mm para os halos de inibicdo promovidos pelo

6leo essencial de manjericdo e tomilho.

Tabela 10 Desdobramento entre concentragdo de 6leo essencial de manjericao e
tamanho dos halos de inibi¢do para S. aureus expressos em mm

Concentracao % Média Observada Média Estimada
0 3,44 3,10
3,13 3,76 3,38
12,5 2,92 4,26
25 6,04 5,42

CV (%) = 100,72/ R? = 57.24%

Tabela 11 Desdobramento entre concentragdo de 6leo essencial de tomilho e
tamanho dos halos de inibigdo para S. aureus expressos em mm

Concentragdo % Média Observada Média Estimada
0 2,47 3,49
3,13 4,35 3,54
12,5 4,24 3,92
25 5,09 5,20

CV (%) =100,72/ R*=51.24%
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Nas tabelas 10 e 11 é possivel observar que houveram niveis de
significancia apenas para os halos de inibi¢do referentes aos 6leos essenciais de
manjericdo e tomilho, analisados de maneira isolada, nao apresentando interagao

entre eles e tampouco com o 6leo essencial de pimenta de macaco.



63

5 CONCLUSAO

Os oleos essenciais de tomilho, manjericdio e pimenta de macaco
mostraram atividade antimicrobiana isoladamente contra as bactérias E. coli,
Salmonella enteritidis e S. aureus. O 6leo essencial de tomilho foi aquele que
exibiu o maior potencial antimicrobiano e o de pimenta de macaco demonstrou o
menor efeito.

Houve interacdo entre os Oleos essenciais quando submetidos a testes
contra E. coli e Salmonella enteritidis, sendo que a interagdo manteve carater
antagbnico para E. coli em todas as concentra¢des de estudo e carater sinérgico e
antagbnico para Salmonella enteritidis. quando variou-se as concentra¢des dos
6leos testados. Para o S. aureus nao foi possivel verificar diferenca significativa
quando este foi submetido a ensaios de interacdo entre os 6leos essenciais.

Os oleos essenciais obtidos apresentaram rendimento satisfatorio e
condizentes com dados da literatura, variando apenas a porcentagem de cada
componente.

Os componentes majoritarios encontrados nos o6leos essenciais foram
timol, carvracol, o-cimeno, y-terpineno ¢ linalol (tomilho), linalol, 1,8-cineol e
eugenol (manjericdo) e linalol, (E) nerolidol e 6xido de cariofileno (pimenta de

macaco).
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