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Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais (OEs) de orégano (Origanum vulgare), manjericao (Ocimum
basilicum) e tomilho (Thymus vulgaris) contra Bacillus cereus, Shigella dysenteriae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium, S. enterica subsp. enterica sorovar.
Typhi e Shigella flexneri, além de determinar o efeito bactericida nos tempos de 2, 4,
6, 10 e 24 horas. A atividade antibacteriana dos OEs foi determinada pela
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
pelo método da microdiluicdo em caldo, nas concentracdes de 25,6, 12,8, 6,4, 3,2,
1,6, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 e 0,05 yL.mL™ dos OEs. Neste estudo, o0 OE de manjericdo
nao apresentou atividade antimicrobiana nas concentracdes testadas. O OE de
orégano apresentou a melhor acéo antimicrobiana (CIM entre 3,2 e 6,4 ug.mL™)
para todas as bactérias testadas. Com apenas quatro horas de contato o OE de
tomilho teve acéo bactericida contra E. coli e S. enterica subsp. enterica sorovar.
Typhimurium na CBM entre 3,2 e 6,4 pg.mL™.

Introducao

A contaminacado microbiolégica é uma das principais causas de deterioracao
dos alimentos, com consequente interferéncia na seguranga do alimento e na sua
qualidade nutricional e sensorial (GRANATA et al., 2018).

Os OEs de plantas possuem notavel eficacia antimicrobiana e, portanto, tém
grande potencial como uma alternativa aos conservantes sintéticos (PRAKASH et
al.,, 2018). Embora a industria de alimentos utilize principalmente OEs como
aromatizantes, eles representam uma fonte interessante de antimicrobianos
naturais. Apesar do potencial demonstrado dos OEs e dos seus constituintes em
testes in vitro, a utilizagdo desses como conservante em alimentos tem sido limitada
em virtude das altas concentracdes necessarias para alcancar eficiente atividade
antimicrobiana no alimento (HYLDGAARD et al., 2012). Portanto, € necessario
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determinar a menor concentracdo antimicrobiana e sensorialmente aceitavel,
objetivando a aplicacdo em alimentos sem qualquer alteracdo na aceitagcdo quanto
ao olfato e paladar (TURGIS et al., 2012).

As plantas da familia Lamiaceae como orégano, tomilho e manjericdo tém
despertado interesse devido ao seu potencial como antimicrobiano, sendo que
muitas das espécies dessa familia, que foram introduzidas no Brasil, sdo plantas
medicinais e produtoras de OEs, além de serem também utilizadas como
condimentos (BRONDANI et al., 2018).

O objetivo deste estudo foi identificar a atividade inibitoria e bactericida dos
OEs de orégano, manjericdo e tomilho contra bactérias causadoras de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTAS).

Materiais e métodos

Utilizou-se o método da microdiluicdo em caldo, testando os OEs de orégano
(Origanum vulgare), manjericao (Ocimum basilicum) e tomilho (Thymus vulgaris),
determinando a CIM e a CBM desses OEs. Testaram as concentracdes 25,6, 12,8,
6,4, 3,2, 1,6, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 e 0,05 pyL.mL™ contra Bacillus cereus, Shigella
dysenteriae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium, S. enterica subsp.
enterica sorovar. Typhi e Shigella flexner.

Para a preparag¢do da maior concentracdo, cada 6leo essencial foi diluido em
partes iguais de propilenoglicol e posteriormente em Caldo Mueller Hinton (MH) com
0,5% de Tween 80, obtendo-se uma concentracdo dupla. A partir dessa
concentracdo foi realizada a diluicdo seriada na microplaca para obtencédo de 50 uL
de cada concentracdo (colunas) nos poc¢os da microplaca. As concentragdes seréao
2x as concentracdes a foram testadas.

As bactérias foram ativadas e incubadas a 37°C por 24 horas, para depois ser
padronizadas utilizado o espectrofotbmetro com comprimento de onda de 625nm.
Entdo o indculo foi preparado com duas diluicdes seriadas, a primeira diluicdo na
proporcao de 1:10 em solucao salina e depois outra diluicdo 1:10 em Caldo MH.

Na microplaca foram adicionados 50 pL do in6culo em cada poco e incubadas
em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas.

Para verificagdo da CIM foram adicionados 50 pL do indicador resazurina
0,01% em cada poco da microplaca e a mesma incubada novamente a 37°C por 2
horas para a realizacdo da leitura. O desenvolvimento de colorag&o rosa indicou-se
0 crescimento bacteriano e a permanéncia da coloracdo azul indicou-se a inibicéo
bacteriana.

A verificagdo do CBM e a curva de morte microbiana foi determinada pelo
estriamento de cada pogo em placas de Petri contendo Agar MH, antes da adicdo da
resazurina na microplaca. As placas foram incubadas em condi¢cdes de aerobiose, e
replicados em intervalos de 2, 4, 6, 10 e 24 horas a 37°C. O nao desenvolvimento de
colonia bacteriana nos repiques de cada poco indicou-se a atividade bactericida.
Foram preparados os controles negativos e controles positivos. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata.
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Resultados e Discussao

Para o OE de orégano, todas as bactérias apresentaram o mesmo valor de
CIM (entre 3,2 e 6,4 pg.mL™). J& para o OE de tomilho, as bactérias Bacillus cereus,
Shigella dysenteriae e Pseudomonas aeruginosa foram mais resistentes a esse tipo
de 6leo essencial, com CIM de 12,8 pg.mL™. Portanto, nesse presente estudo o OE
de orégano foi mais eficiente como antimicrobiano.

O tempo necessario para que ocorresse 0 efeito bactericida (tempo de morte)
do OE de orégano foi entre 6 e 10 horas, com excecdo de Staphylococcus aureus
gue necessitou de 24 horas de contato com os OEs para ter o efeito bactericida na
concentracdo de CBM final. No entanto, o OE de orégano exibiu acao bactericida em
um menor tempo (em 4 horas) contra a cepa de Escherichia coli, sendo a menos
resistente contra esse Oleo. As espécies Shigella dysenteriae e Shigella flexneri
foram mortas apds 6 horas de contato com o OE de orégano, enquanto que para
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus ocorreu morte bacteriana total apés 10 e
24 horas de contato com o OE de orégano. A cepa de Salmonella enterica subsp.
enterica sorovar. Typhi foi a mais resistente ao OE de orégano, mesmo apoés 24
horas de contato com o OE, a sua CBM foi maior (entre 6,4 e 12,8 ug.mL?) em
relacdo as demais espécies estudadas (entre 3,2 e 6,4 pg.mL™).

O OE de tomilho na CBM mostrou acéao bactericida apés 2 horas de contato
com as espécies de Escherichia coli e Salmonella enterica subsp. enterica sorovar.
Typhimurium, sendo essas bactérias as menos resistentes contra esse OE. As
bactérias Pseudomonas aeruginosa e Shigella flexneri tiveram morte celular total
apos 6 horas de contato com o OE de tomilho e as células de Bacillus cereus e
Shigella dysenteriae foram mortas com apds o tempo de 10 horas de contato. Para
Staphylococcus aureus houve a necessidade de 24 horas de contato ser
determinada a CBM entre 3,2 e 6,4 ug.mL™. A cepa S. enterica subsp. enterica
sorovar. Typhi foi a mais resistente ao OE de tomilho, mesmo com 24 horas de
contato, foi a que apresentou maior concentracdo bactericida minima, entre 6,4 e
12,8 ug.mL™.

O OE de manjericdo ndo apresentou resultados de concentra¢des inibitorias e
nem bactericidas minimas para as bactérias testadas no presente estudo, sendo
entdo consideradas a CIM e a CBM > 25,6 ug.mL™.

Conclusodes

O OE de orégano apresentou a melhor acdo antimicrobiana (CIM entre 3,2 e
6,4 ug.mL™) para todas as bactérias testadas, enquanto que o OE de tomilho inibiu
as bactérias Bacillus cereus, Shigella dysenteriae e Pseudomonas aeruginosa na
CIM entre 6,4 e 12,8 ug.mL™. Com apenas quatro horas de contato o OE de orégano
teve acao bactericida contra Escherichia coli e o0 OE de tomilho teve ag&o bactericida
contra E. coli e Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium, ambos
com CBM entre 3,2 e 6,4 ug.mL™. Apenas para S. enterica subsp. enterica sorovar.
Typhi a CBM de ambos os OEs foi entre 6,4 e 12,8 ug.mL™”. Para as demais
bactérias testadas a CBM dos dois OEs foi entre 3,2 e 6,4 pg.mL™.
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