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1 INTRODUCAO

Ha uma preocupacdo na industria de alimentos para que removam O
maximo possivel 0s conservantes quimicos ou que adotem alternativas naturais para
a preservacdo do tempo de prateleira dos produtos alimenticios. Entre as
alternativas estd o chamado Sistema Antimicrobiano Natural, o qual poderia ser
usado como alternativa na conservacgao de alimentos (TASSOU et al., 1995).

Os 6leos essenciais sdo originados do metabolismo secundéario das
plantas e possuem composicdo quimica complexa, destacando-se a presenca de
terpenos e fenilpropanoides (GONCALVES et al., 2003; SILVA et al., 2003). A
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extratos de plantas tém apresentado
muitas aplicagdes, incluindo conservagao de alimentos crus e processados, produtos
farmacéuticos, medicina alternativa e terapias naturais (HAMMER et al., 1999).

A literatura cientifica na area da ciéncia e tecnologia de alimentos tem
mostrado, nos ultimos anos, um enfoque no estudo do potencial antimicrobiano das
especiarias considerando a sua inclusdo nos chamados sistemas de bioconservacao
de alimentos. A bioconservacdo de alimentos € um sistema de preservacao
amplamente aceito, sendo referido como um procedimento natural capaz de prover a
extensdo do tempo de prateleira e satisfatéria seguranca microbioldégica de
alimentos (FIORENTINI et al., 2001; RISTORI; PEREIRA; GELLI, 2002; UTAMA et
al., 2002).

A acdo inibitéria das especiarias e de seus Oleos nos diferentes
microrganismos tem sido relatada em diversos estudos (OATTARA et al., 1997).
Além da propriedade aromatizante, os condimentos vegetais poderiam aumentar o
tempo de prateleira dos alimentos por sua atividade bacteriostatica e bactericida,
retardando a deterioracdo e 0 crescimento de microrganismos indesejaveis,
interferindo significativamente na epidemiologia e profilaxia de surtos toxinfectivos
alimentares (BEDIN et al., 1999; SOUZA, 2003).

A manjerona (O. majorana L.) é um dos temperos mais utilizados na
culinaria e seus produtos identificados sao, geralmente, compostos das folhas e das
copas floridas secas. No 6leo essencial de manjerona sdo encontrados isémeros
terpénicos fendlicos, carvacrol e timol (FELTROW; AVILA, 2000; RODRIGUES;
CARAMAOQ; ZINI, 2003). Atualmente, seu 6leo essencial vem despertando interesse
por possuir atividade biolégica (antibacteriana, antifiungica e antioxidante). Na
industria de alimentos, o 6leo destilado tem larga aplicac&o, levando em conta sua
grande estabilidade de conservacdo e auséncia de contaminacdo microbiolégica
(RODRIGUES; CARAMAO:; ZINI, 2003; BLANCO, 2004; OKA; ROPERTO, 2004).

Com base no exposto, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar a
atividade antimicrobiana do Oleo essencial de O. majorana L. frente a cepas
bacterianas patogénicas.
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2 METODOLOGIA

O oleo essencial de O. majorana L. foi cedido pelo Laboratorio de
Bacteriologia, da Universidade Federal de Pelotas, Capao do Leao/RS.

As cepas bacterianas utilizadas para a realizagdo do experimento foram
Escherichia coli O157:H7, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, e Enterobacter
aerogenes, as quais pertencem a Bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia da UFPel.
Todas as cepas foram conservadas em meio agar-conservagcado, recuperadas em
Brain Heart Infusion Agar (BHI-Acumedia®) e incubadas a 36°C durante 24h.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do Oleo essencial da
manjerona foi utilizada a técnica de Microdiluicho em caldo. Para isso, foram
utilizadas placas de microtitulacdo com 96 cavidades. O meio utilizado continha
caldo BHI (Acumedia®) e agente emulsificante, Tween (T80) a 1%. Foram
realizadas sete diluicbes do Oleo acrescido ao meio, obtendo concentracdes finais
de 0,781 nL/mL a 100 ni/mL.

Em relacdo a montagem das placas, foram adicionados em cada
cavidade 100 ni da solugcédo (meio+T80+0leo). A partir da recuperacao das cepas, 0
inéculo foi preparado e ajustado & escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x10® UFC/mL) e
apos foram realizadas diluicbes de 1:20 com a finalidade de atingir uma populacao
bacteriana final de 10° UFC/mL para exposicdo as concentracdes dos 6leos. Foram
adicionados 100 nL de inoculo as cavidades que ja continham as diluicbes do
meio+0leo. As microplacas foram incubadas a 36°C por 24h. Controles positivos e
negativos foram feitos para determinar a viabilidade celular e a auséncia de
contaminacao.

Para calcular a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), acrescentou-se
0,05 mL de Cloreto de 2,3,5 — Trifenil Tetrazdlio, o qual indica a atividade metabdlica
bacteriana com modificacdes na coloracdo (de transparente a vermelho). Tal
concentragdo €& avaliada como sendo a menor concentracdo do Oleo com
capacidade de inibir o crescimento microbiano. As microplacas foram incubadas a
36°C durante vinte minutos. Com relacédo a Concentracdo Bactericida Minima (CBM),
a qual se refere a menor concentracdo capaz de impedir o crescimento microbiano
em meio de cultura sem a presenca do 6leo, sendo identificada a partir da retirada
de 5 nL de cada diluicdo inibida e entdo semeada em agar BHI e incubadas por 24h
a 36°C. Foram realizadas tréplicas de cada experimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 podemos verificar que o 6leo essencial O. majorana L.
apresentou atividade antibacteriana em relacdo as cepas analisadas. As cepas B.
cereus e E.coli foram inibidas por uma concentracdo de 12,5 ni/mL do Oleo
essencial de manjerona. Ja para E. aerogenes e E. faecalis a CIM do 6leo se deu a
concentracéo de 6,25 nL./mL.

Deans e Svoboda (2006) em pesquisa acerca da atividade antimicrobiana
do 6leo de O. majorana L. sobre algumas espécies de bactérias e fungos,
identificaram poder inibitério sobre bactérias, o que foi verificado também em nossos
resultados.
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Tabela 1: Valores referentes ao CBM (Concentracdo Bactericida Minima) e CIM (Concentragdo
Minima Inibitéria) do éleo essencial de Origanum majorana L. frente a cepas bacterianas testadas.

Cepas Bacterianas CBM (nL.mL™) CIM (nL.mL™)
Escherichia coli O157:H7 50 12,5

Bacillus cereus 50 12,5
Enterobacter aerogenes 12,5 6,25
Enterococcus faecalis > maxima testada < minima testada

Embora haja excec¢fes na literatura, em geral as bactérias gram-positivas
s80 mais susceptiveis do que as bactérias gram-negativas aos compostos lipofilicos
dos Oleos essenciais. Uma possivel explicacdo para esta atividade pode estar
relacionada a dificuldade dos Gleos essenciais em difundir a membrana externa, pois
existe uma barreira hidrofilica que impede a passagem de macromoléculas e
combinacdes hidrofébicas, embora ndo seja totalmente impermeavel. Devido a isso,
as bactérias gram-negativas sdo relativamente resistentes a combinacdes de
antibioticos hidrofébicos e drogas téxicas. (HELANDER et al., 1998; KALEMBA e
KUNICKA, 2003; BAGAMBOULA et al.,, 2004). Porém, isso ndo foi constatado em
nossos resultados visto que B. cereus e E. aerogenes, gram-positivo e gram-
negativo respectivamente, mostram resultados contrarios aos estudos, ou seja, B.
cereus foi mais resistente ao 6leo essencial do que E. aerogenes. Ja E. faecalis
corroborou com os estudos, visto que € uma bactéria gram-positiva, € mostrou-se
menos resistente frente ao 6leo de O.majorana L. indicando atividade bacteriostatica
em todas as concentracdes testadas, o que significa que apenas inibiu o
crescimento das bactérias e ndo as inviabilizou.

Vale ressaltar que existem fatores que podem interferir nos valores da
CIM, obtidos por meio de métodos de difuséo e diluicdo, dentre eles: condi¢cbes de
cultivo (tempo de incubacdo, temperatura, taxa de oxigénio), meio de cultura,
concentracdo das substancias testadas, dispersdo e emulsificacdo dos agentes
utilizados na emulséo 6leo-agua (RIOS; RECIO, 2005).

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar que o 6leo essencial
de O. majorana L. foi eficaz com relacdo a atividade antibacteriana frente as cepas
testadas. Sendo assim, considera-se importante a realizacado de outros estudos com
o intuito de desenvolver farmacos naturais e/ou alternativas para a substituicdo de
aditivos quimicos em alimentos.
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