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Resumo:

Origanum vulgare, conhecido popularmente como orégano, € uma planta medicinal
amplamente empregada como condimento alimenticio, mas, também pode ser
utilizada na medicina tradicional, podendo atuar como um poderoso antimicrobiano e
antifangico. O o6leo é extraido das pequenas folhas da planta e pode atuar
diretamente na membrana plasmatica dos microrganismos. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e antifiUngica do oleo
essencial extraido do Origanum vulgare. Também foi pesquisada a possibilidade de
melhorar a atividade do 6leo quando o mesmo fosse complexado com ciclodextrina
pelos métodos de amassamento, co-precipitagdo e mistura fisica. Para realizacdo
dos ensaios microbioldgicos foram utilizadas as metodologias de determinacédo da
concentracgdo inibitéria minima e da concentracdo bactericida/fungicida minima para
0 Oleo essencial livre e para os complexos formados. O Oleo essencial livre
apresentou uma melhor atividade antimicrobiana quando comparado com o0s
complexos. O resultado foi promissor, pois o 6leo essencial de orégano pode
superar a capacidade antimicrobiana de outros 6leos, com uma quantidade menor e
com um preco mais acessivel.

Introducéo

Nos ultimos anos a popularizacdo dos 6leos essenciais (OE) tem se tornado cada
vez mais intensa e sdo gradativamente empregados pela industria farmacéutica,
devido a presenca de compostos que tém acdo antibacteriana e antifungica, como
também em indastrias de alimentos, afim de que os O6leos sejam alternativas
naturais, baratas e tecnoldgicas para reduzir ou eliminar microrganismos de seus
produtos. Além disso, a atividade antimicrobiana dos OE também vem sendo
estudada para o desenvolvimento de sanitizantes e produtos de limpeza e higiene
(CARVALHO et al, 2017).

O OE de Origanum vulgare possui uma grande quantidade de bioativos benéficos
para a saude. Isto ja vem sendo documentado de longa data e demonstra bons
resultados em relacdo a capacidade inibitoria contra varias bactérias Gram positivas
e Gram negativas (DELAQUIS et al,2002).
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Por possuirem baixa solubilidade, os OEs acabam tendo baixa biodisponibilidade,
assim como a alta sensibilidade aos fatores externos, como a luz, calor e
temperatura (SAGIRI, ANIS e PAL, 2016). A microencapsulacédo, utilizando como
agente complexante as ciclodextrinas (CDs), facilita os OEs a se solubilizarem em
meios aquosos, aumentando sua estabilidade, com preservagcdo da sua atividade
antioxidante e biodisponibilidade (SAGIRI, ANIS e PAL, 2016).

Considerando a grande aplicabilidade dos OEs e a necessidade de estabilizar e
solubilizar os mesmos para possibilitar sua maior utilizacdo, a presente pesquisa
teve por objetivo avaliar os efeitos da complexacdo na atividade antimicrobiana do
OE e complexado com a beta-CD. Os resultados da pesquisa possibilitardo a
utilizacdo do OE nos diversos setores industriais, como industria farmacéutica e
alimenticia.

Materiais e Métodos

A atividade antimicrobiana foi avaliada com a utilizagdo dos seguintes
microrganismos: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Salmonella, Bacillus subtilis, Candida albicans, Candida parapsilosis e
Candida tropicalis. Foi utilizado o 6leo em sua forma livre e complexado com beta-
CD pelos métodos de amassamento, co-precipitacdo e mistura fisica.

- Formagéo do complexo

As metodologias utilizadas para a formac¢ao do complexo foram citadas por Galvéo e
colaboradores (2015). Os complexos foram preparados pelos métodos de mistura
fisica, amassamento e co-precipitacdo. A proporcédo de OE e beta-CD foi escolhida
com base no composto majoritario de cada 6leo (PINTO et al., 2005).

-Padronizacdo da suspenséo microbiana

Para que os microrganismos fossem utilizados, seguindo a referéncia da Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) M0O7-A9 do CLSI (2012) e M27-A3 do CLSI
(2008), foi necessaria a realizacdo da padronizacdo da suspensdo microbiana. As
bactérias foram semeadas em Caldo Miiller-Hinton (CMH) e incubadas durante 24 h
e as leveduras semeadas em Caldo Sabouraud dextrose e incubadas por 48 h. Apos
0 crescimento, a suspensdo microbiana foi diluida em solucédo salina estéril (0,9%
NaCl) até atingir a turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland e, em
seguida, diluidos 1:10 em salina estéril.

- Concentragéo inibitéria minima (CIM) — Microdiluicdo em caldo

Preparou-se soluc¢des contendo 8 mg/mL do OE livre utilizando 50 puL de Tween 80
para solubilizar, e o solvente CMH. Para as bactérias, um volume de 100 pL de CMH
foi adicionado em cada po¢o da placa para cultivo de células de 96 pocos.
Posteriormente, foi adicionado 100 pL da solucéo teste aos poc¢os da primeira coluna
e, entdo, realizado uma diluicdo seriada até a nona coluna, resultando nas seguintes
concentracfes: 4000, 2000, 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,63 pg/ml. Em
seguida foram adicionados 5 ul da suspenséo padronizada de microrganismos em
todos os pocos e incubadas a 37 + 2 °C durante 48 h. Para as leveduras foi utilizado
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0 meio RPMI-1640 com 0,05% de vermelho de fenol suplementado com 10% glicose
e a diluicdo do OE foi a mesma utilizada para as bactérias. Em todos os ensaios
foram realizados os controles do meio de cultura, do in6culo, do OE e seus
complexos.

-Concentragéo bactericida (CBM)/ fungicida minima (CFM)

Para que fosse determinados CBM e CFM foi retirado 10 pL do meio de cultura dos
pocos nos quais a concentracdo minima inibitoria (MIC) foi positiva, e essa
quantidade foi plaqueada em Agar Miiller-Hinton, incubadas a 37 + 2 °C por 24 h
para as bactérias, e agar Sabouraud dextrose 37 £ 2 °C por 48 h para as leveduras.

Resultados e Discussao

Concentracao inibitéria minima (CIM)

Na tabela 1, os resultados do CIM indicaram a menor concentracdo possivel da
droga capaz de inibir o crescimento microbiano in vitro. Isso foi evidenciado pela
auséncia de turvacédo no meio de cultura nas diluicbes demonstradas na tabela para
cada microrganismo, o que indicou a eficacia da inibicdo do oleo.

Tabela 1- Resultados da concentracgédo inibitéria minima dos microrganismos (ug/ml)

Microrganismo CIM (pg/mL)
Bacillus subtilis 500
Candida albicans 500
Candida parapsilosis 250
Candida tropicalis 500
Escherichia coli 250
Pseudomonas aeruginosa 500
Samonella enteritidis 250
Staphylococcus aureus 500

Concentracao bactericida (CBM)/ fungicida minima (CFM)

Os dados abaixo sdo os resultados das concentracdes bactericidas e fungicidas
minimas feitas com o 6leo livre, amassamento, co-precipitagdo e mistura fisica
(Tabela 2).

Tabela 2- Resultado da concentracdo bactericida e fungicida minima dos microrganismos com a
utilizacéo dos 6leos e seus complexos (ug/ml)

CBM/CFEM (pg/mL)

Microrganismo Oleo livre Amassamento Co- Mistura fisica
precipitacdo

Bacillus subtilis 500 >4000 >4000 >4000
Candida albicans 500 1000 1000 1000
Candida parapsilosis 500 1000 1000 1000
Candida tropicalis 500 1000 1000 1000
Escherichia coli 250 2000 2000 2000
Pseudomonas aeruginosa 500 2000 2000 2000
Samonella enteritidis 250 2000 2000 4000
Staphylococcus aureus 1000 2000 2000 >4000
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Nota-se que o melhor desempenho foi o com 6leo livre, visto que apresentou uma
menor concentracdo minima entre 250 e 1000 pug/ml. Também é possivel observar
que os complexos de inclusdo reduziram a atividade antimicrobiana do OE. E
possivel sugerir que isso possa ter ocorrido devido a forte ligacdo com a beta-CD e a
dificuldade na liberagéo do OE para exercer sua fungéo antimicrobiana e fungicida.

Conclusodes

Com essa pesquisa foi possivel confirmar que o OE de orégano, dentre as diversas
propriedades quimicas e biologicas que apresenta, destaca-se pela atividade
antimicrobiana, que tem grande interesse para a culinaria e para o desenvolvimento
de produtos farmacéuticos. Contudo, os complexos de inclusdo se mostraram
menos ativos, 0 que pode ser devido a forte ligagdo com a beta-CD e a dificuldade
na liberacdo do OE para exercer sua funcdo antimicrobiana. Novos estudos sdo
sugeridos para verificar a razdo da perda de atividade, e a possibilidade da
complexacdo para protecdo da oxidacdo do OE. Portanto, os resultados deste
trabalho mostraram-se promissores, visto que o OE de orégano apresentou uma
capacidade antimicrobiana bastante interessante, podendo ser superior a outros OE,
com uma quantidade menor e com um pre¢co mais acessivel, fomentando sua
utilizacdo nos diversos setores industriais, como industria farmacéutica e alimenticia.
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