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RESUMO: Nos dias atuais, com a tendéncia do mercado em utilizar produtos naturais, destacam-se os
agentes antimicrobianos naturais, extraidos de plantas como os 6leos essenciais, também conhecidos
por 6leos volateis, etéreos ou esséncias, obtidos de partes de plantas pela hidrodestilacdo ou outros
métodos. Diversos estudos tém sido realizados com 6leos essenciais das mais diversas plantas, e sua
atividade antimicrobiana frente a microrganismos patégenos e deterioradores, tem sido comprovada. O
presente estudo objetivou determinar in vitro a Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) dos dleos
essenciais de Syzygium aromaticum (Cravo da india), Origanum vulgare (Orégano) e Ocimum
basilicum (Manjericdo), sobre Listeria monocytogenes ATCC 19117. A extracdo dos O6leos foi
realizada empregando-se o método de hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de Clevenger
modificado. O 6leo essencial de S. aromaticum foi o que obteve melhor resposta antimicrobiana dentre
todos os Oleos testados, com um MIC de 0,78%. O 6leo de O. vulgare apresentou atividade
antimicrobiana com um MIC de 3,12%. O 6leo de O. basilicum foi o menos efetivo sobre L.
monocytogenes, com concentracdo minima inibitéria de 25%. Dessa forma, os dleos essenciais
referidos neste estudo, foram promissores quanto a atividade antimicrobiana sobre o microrganismo
patogénico e deteriorador Listeria monocytogenes. O presente trabalho sugere estudos futuros quanto a
potencialidade antimicrobiana destes Oleos essenciais sobre outras linhagens de microrganismos
patogénicos e deterioradores.
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INTRODUCAO

Nos dias atuais, com a tendéncia do mercado em utilizar produtos naturais, destacam-se os
agentes antimicrobianos naturais, extraidos de plantas como os 6leos essenciais, também conhecidos
por 6leos volateis, etéreos ou esséncias, obtidos de partes de plantas pela hidrodestilacdo ou outros
métodos. Estes sdo misturas de substancias voldteis, lipofilicas, geralmente odorificas e liquidas, cujas
principais caracteristicas sdo a volatilidade e o aroma intenso (Santos, 2008).

A utilizagdo de dleos essenciais para conservacdo de alimentos e controle fitossanitdrio vem
sendo muito estudada, propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos
negativos de oxidantes, radicais e microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias
alimenticias (Sasidharan et al., 2008).

Diversos estudos estdo sendo realizados com 6leos essenciais das mais variadas plantas, e sua
atividade antimicrobiana sobre microrganismos patégenos e deterioradores, t€ém sido comprovada
(Pereira et. al., 2008; Gutierrez et. al., 2008).

Estima-se que milhares de pessoas tenham problemas com produtos alimenticios
contaminados. Desse modo o uso de aditivos que visam reduzir ou eliminar a contaminacdo de
alimentos por agentes patogénicos e deterioradores tem possibilitado importantes avancos
relacionados a satdde publica.
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O presente estudo objetivou determinar in vitro a Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) dos
6leos essenciais de Syzygium aromaticum (Cravo da india), Origanum vulgare (Orégano) e Ocimum
basilicum (Manjericdo), sobre Listeria monocytogenes ATCC 19117.

METODOLOGIA

Locais de execucio do experimento

A anilise referente a extracdo dos 6leos essenciais dos materiais vegetais foi realizada no Laboratério
de Quimica Organica do Departamento de Quimica (DQI). A avalia¢do do efeito antimicrobiano dos
6leos essenciais foi realizada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos (DCA). Ambos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Extracio dos o6leos essenciais

A extracdo dos 6leos foi realizada empregando-se o método de hidrodestilacdo, utilizando o
aparelho de Clevenger modificado. Os espécimes vegetais, apds imersao em agua, foram submetidos
ao aquecimento, mantidos sob ebulicdo por um periodo de 2 horas. Posteriormente, foi coletado o
hidrolato (d4gua + 6leo), o qual foi submetido a centrifugacdo em centrifuga de cruzeta horizontal a
965,36xG por 5 minutos, afim de se obter a separagdo da fase orginica e aquosa. Os 6leos foram
armazenados em frascos de vidro envoltos por papel aluminio e acondicionados ao abrigo de luz, sob
temperatura de 7°C durante todo o experimento.

Microrganismo utilizado e padronizacao do inéculo

O microrganismo foi Listeria monocytogenes ATCC 19117. A bactéria foi cultivada em
microtubos contendo caldo TSB (Tryptic Soy Broth) e incubada, por 24 horas, a 37°C. Apds o cultivo,
1 mL da cultura foi transferido para microtubos estéreis e centrifugado. Posteriormente retirou-se o
sobrenadante e o contetido foi recoberto com meio de congelamento e acondicionado em temperatura
de -18°C.

A padronizacdo foi realizada por meio da elaboracdio de curva de crescimento. O
desenvolvimento do microrganismo, em meio de cultivo caldo TSB foi monitorado por espectrometria
através da evolucdo da densidade 6tica a 600 nm e contagem direta em placas contendo TSA (Triptic
Soy Agar). Este procedimento garantiu o controle do nimero de unidades formadoras de col6nia
(UFC) no indculo da cultura reveladora.

Concentracao Minima Inibitéria (MIC)

A metodologia empregada para anélise da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi a
difusdo em cavidade feita em d4gar, segundo Mendonca (2004), com algumas modificagdes.
Inicialmente uma fina camada de dgar foi adicionada as placas, e apds a solidificagdo, esferas de vidro
(estéreis) com 3 mm de didmetro foram posicionadas sobre o meio sélido. Aliquotas precisas (3,0 mL)
da cultura de L. monocytogenes, crescida e previamente padronizada com auxilio da curva de
crescimento, foram transferidas para Erlenmeyers contendo 200 mL de dgar TSA a uma temperatura
de 37°C obtendo-se uma concentracio de 10’ UFC/mL na cultura reveladora assim este contetido
semi-solido contaminado foi entdo depositado sobre a camada solidificada. Apds a solidificacdo, as
esferas foram retiradas com auxilio de pingas estéreis, para formacao dos “micropogos” ou slots onde
0s 6leos diluidos em DMSO (Dimetil sulf6xido) nas seguintes concentragcdes expressas em %(v/v): 0;
0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25,0 e 50,0, foram depositados. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas e, ap6s esse periodo, foram medidos os diametros dos halos de inibi¢do formados.

Analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 9 x 3 (concentracdes x 6leos essenciais), com trés repeticoes.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003).

RESULTADOS
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Como pode ser analisado pelos dados da Tabela 1, observa-se a formacdo de halo inibitério
sobre L. monocytogenes em pelo menos 7 das 9 concentracOes testadas, o que evidencia a agdo
antimicrobiana destes 6leos. No geral, verifica-se que as maiores concentracdes de 6leo levaram a
formacgdo de halos inibitérios também maiores e isto provavelmente, resultou da maior concentracdo
do principio ativo.

O 6leo essencial de S. aromaticum foi o que obteve melhor resposta antimicrobiana dentre
todos os O6leos testados, com um MIC de 0,78%. O 6leo de O. vulgare apresentou atividade
antimicrobiana com um MIC de 3,12%. O 6leo de O. basilicum foi o menos efetivo sobre L.
monocytogenes, com concentracdo minima inibitéria de 25%.

TABELA 1. Didmetro médio dos halos de inibicao, formados em fun¢ao das diferentes concentracdes
de dleo essencial de Syzygium aromaticum, Origanum vulgare, Ocimum basilicum, sobre Listeria
monocytogenes.

Concentracoes Oleo Essencial
% (vIv) Syzygium aromaticum  Origanum vulgare Ocimum basilicum
0,39 0,00 £ 0,00" 0,00 + 0,00 0,00 +0,00*
0,78 4,30 £ 0,00° 0,00 0,00 0,00 0,00
1,56 4,83 +0,28" 0,00 + 0,00" 0,00 + 0,00"
3,12 5,13 £0,25" 4,66 + 0,61 0,00 + 0,00°
6,25 6,10 + 0,30 5,76 + 0,20 0,00 + 0,00°
12,50 6,43 +0,97° 7,06 +0,11° 0,00 + 0,00°
25,00 6,83 £0,55° 7,83 + 0,80 4,30 +0,20°
50,00 6,33 +0,20° 8,40 + 0,79 4,40 + 0,00°

*Resultados expressos pela média dos diametros dos halos de inibicdo em milimetros (mm) + o desvio padrao.
Médias seguidas de diferentes letras na mesma linha diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A bactéria utilizada neste estudo, L. monocytogenes, ¢ Gram positiva, o que pode facilitar a
acdo dos 6leos, ou seja, hd maior incorporagdo do aditivo na parede celular (Harpaz et al., 2003). Em
estudo usando o mesmo teste realizado in vitro, Dorman & Deans (2000) utilizaram 6leos essenciais
de cravo da india, orégano, geranio e pimenta, para avaliar suas atividades sobre 25 espécies de
bactérias Gram positivas e negativas. Esses autores observaram que bactérias Gram positivas
realmente eram mais suscetiveis aos 6leos essenciais estudados do que as Gram negativas.

O 6leo extraido da espécie S. aromaticum apresentou significativa atividade antimicrobiana
sobre as culturas reveladoras, apresentando halos inibitérios maiores em “slots” com concentracdes
menos diluidas. Craveiro (1981) atribui as excelentes propriedades do cravo da india ao eugenol,
componente majoritdrio encontrado em 80-90% do 6leo essencial desta planta.

O eugenol, principal constituinte quimico dos 6leos essenciais da espécie S. aromaticum
(Oussalah et al., 2007), exibe comprovadas atividades como antimicrobiano, antiinflamatério,
anestésico, anti-séptico, antioxidante e repelente (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

CONCLUSAO:

Os resultados obtidos demonstram boa atividade antimicrobiana dos dleos essenciais testados
sobre a bactéria patogénica L. monocytogenes. O 6leo essencial de S. aromaticum foi o mais efetivo na
inibi¢do dos microrganismos, seguido pelos 6leos de O. vulgare e, por ultimo, O. basilicum. Dessa
forma, os 6leos essenciais referidos neste estudo, foram promissores quanto a atividade antimicrobiana
sobre o microrganismo patogénico e deteriorador Listeria monocytogenes. O presente trabalho sugere
estudos futuros quanto a potencialidade antimicrobiana destes 6leos essenciais sobre outras linhagens
de microrganismos patogénicos e deterioradores.
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