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Efeito antimicrobiano e sinergistico de 6leos essenciais sobre bactérias
contaminantes de alimentos

Joseane Cristina Pinheiro Pombo', Evelin Rodrigues Ribeiro’, Roberto de Lima Pinto’, Bruno
José Martins da Silva*

Os Oleos essenciais extraidos de plantas apresentam atividade antimicrobiana frente a diversos
microrganismos, e sio considerados como alternativa a conservagao de alimentos. Este estudo testou o
efeito antimicrobiano e sinergistico dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata (cravo) e Origanum vulgare
(orégano) sobre bactérias contaminantes de alimentos: Escherichia coli, Salmonella entérica, Staphylococcus
anrens € Bacillus cerens. O efeito antibacteriano de diferentes concentracoes dos dleos essenciais, puros e
em combinacio, foi determinado pela técnica de difusio em agar. O aumento da concentracao de éleo
essencial provocou um aumento significativo no efeito antimicrobiano (p=<0,05). As bactérias Gram-
positivas foram mais sensiveis aos 6leos essenciais, do que as Gram-negativas. O 6leo de orégano
apresentou um espectro de acio maior em relacio ao cravo. As misturas binarias desses 6leos na
mesma propor¢ao nao apresentaram sinergismo. Enquanto as misturas nas maiores concentragoes de
orégano e menores de cravo apresentaram sinergismo e seu efeito antibacteriano foi potencializado.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Sinergismo. Atividade antimicrobiana.

Antimicrobial and synergistic effect of essential oils on food contaminating
bactéria

Essential oils extracted from plants have antimicrobial activity against different microorganisms, and
are considered as an alternative to food preservation. This study tested the antimicrobial and synergistic
effect of the essential oils of Eugenia caryophyllata (clove) and Origanum vulgare (oregano) on
contaminating food bacteria: Escherichia coli, Salmonella enteric, Staphylococcus aureus and Bacillus
cereus. The antibacterial effect of different concentrations of the essential oils, pure and in combination
was determined by the agar diffusion technique. The increase of the essential oil concentration caused a
significant increase in the antimicrobial effect (p=0.05). Gram-positive bacteria were more sensitive to
essential oils than Gram-negative bacteria. Oregano oil had a higher action spectrum compared to
clove. The binary mixtures of these oils in the same proportion did not show synergism, while the
mixtures in the higher concentrations of oregano and lower of clove showed synergism and its
antibacterial effect was potentiated.

Keywords: Essential oils. Synergism. Antimicrobial activity
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INTRODUCAO

O o6leo essencial (OE) se origina do
metabolismo secundario das plantas, sendo
extraido de flores, botdes, folhas, ramos, cascas,
sementes,  frutos, raizes e  rizomas!'.
Apresentam compostos aromaticos volateis
como terpenos e seus derivados (carvacrol,
timol, eugenol, terpineno, linalol e carvona),
que sao oOs principais responsaveis por sua
atividade antimicrobiana”. Estes compostos
sao capazes de interagit em diferentes
moléculas alvo e nas funcoes das células
bacterianas como mecanismos antibacterianos
principalmente de inibicao da sintese de 4cido
nucléico, disturbios nas propriedades da
membrana citoplasmatica e no metabolismo
energético’.

Viarias plantas sao utilizadas para
extracao de OE tais como: Origanum vulgare
(orégano), FEugenia caryophyllata (cravo),
Thymus vulgaris (tomilho), Mentha piperita
(hortela), Cuminum cyminum (cominho),
Cinnamomum zeylanicum (Canela), Ocimum
basilicum (manjericdo), Zingiber officinale
(gengibre), Rosmarinus officinalis (alecrim),
Cymbopogon nardus (citronela) Coriandrum
sativum  (coentro), entre outras™. A
combinagdo destes 6leos de diferentes espécies
de plantas pode representar alternativa para
potencializar a acdo dos mesmos, criando um
sinergismo, uma interagao positiva em que dois
ou mais agentes em combinag¢ao exercem efeito
inibitério maior que cada agente isolado!®”.

Dentre os 6leos com propriedades
antimicrobianas, destacam-se o cravo, que ¢é
uma espécie pertencente a familia Myrtaceae e
possui como principal constituinte o eugenol e
baixos teores de acetato de eugenila e B-
cariofileno®™’;  bem como o orégano,
pertencente a familia LLamiaceae, que apresenta
como componentes majoritarios o carvacrol e o
timol e como componentes minoritarios alcoois
monoterpénicos (linalool, 4-terpineol),
hidrocarbonetos monoterpénicos (p-cimeno,
terpinoleno,  terpineno e  pineno) e

sesquiterpenos (B-cariofileno, germacreno e

espatulenol)".

O wuso de OE como agente
antimicrobiano natural em  produtos
alimenticios pode ser uma alternativa para
aumentar a seguranca ¢ a vida de prateleira dos
alimentos”. Uma vez que, os microrganismos
sao 0s principais responsaveis por Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA). A ingestao
de 4gua e alimentos contaminados por
patbégenos vivos ou suas toxinas podem causar
infeccbes,  intoxicacbes e  toxinfeccOes
alimentares"". Os principais agentes etiolégicos
identificados nos surtos de DTA no Brasil sao
as bactérias: Escherichia coli, Salmonella
entérica, Staphylococcus aureus e Bacillus

cereus“ 2].

O microrganismo E. coli é um bacilo
Gram-negativo nao esporulado, que habita
normalmente o intestino da maioria dos
animais, incluindo seres humano e pode indicar
contaminacao fecal devido as falhas higiénicas
na manipula¢do de alimentos e ao uso de agua
contaminada™. A S. entérica é um bacilo
Gram-negativo e os alimentos mais implicados
na sua transmissio sio a base de ovos e/ou
gemas cruas (maioneses caseiras) e carnes de
aves mal cozidas ou contaminadas de forma
cruzada apds cocgao por meio de utensilios
contaminados*, Os S. aureus sio cocos
Gram-positivos, que produzem enterotoxinas e
tem sido frequentemente envolvido em surtos
de toxinfeccdes alimentar, estando muito
associado a manipulacio inadequada dos
alimentos, uma vez que, sa0 comumente
encontrados na pele, mucosas do trato
respiratorio supetior e intestino de humanos!*.
Os B. cereus sio bacilos Gram-positivos,
produtores de esporos e toxinas, os alimentos
implicados em DTA siao os pratos a base de
cereais, principalmente o arroz, a proliferagao
desta bactéria e a liberacio de toxinas, estdo
associadas as falhas na conservacio dos
alimentos expostos por tempos e temperaturas
inadequadas''?.
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Diante do exposto, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar o efeito antimicrobiano e
sinergistico de Oleos essenciais sobre bactérias
contaminantes de alimentos, como um
potencial ~ substituto natural de aditivos
quimicos em alimento.

MATERIAL E METODOS
2.1. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais de cravo e orégano
foram adquiridos na forma pronta, em empresa
de Oleos essenciais (Ponta Grossa, Parana,
Brasil), sendo obtido por extragdo por arraste
de vapor. O 6leo essencial de cravo da marca
QUINARI® (ANVISA n° 25351.183090/
2017-50) foi extraido dos botoes e apresenta
como principal constituinte o eugenol. O dleo
essencial de orégano da marca QUINARI®
(ANVISA n° 25351.183189/ 2017-11) foi
extraido das folhas e apresenta como principal
componente o carvacrol.

2.2. Bactérias

Os  microrganismos  testes  cepas
utilizados foram: Escherichia coli (ATCC 8739),
Salmonella entérica (ATCC 6017),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Bacillus
cereus (ATCC 11778), adquiridas da empresa
Interlab (Distribuidora de Produtos Cientificos
Ltda, SP, Brasil) e padronizadas e distribuidas
pelo American Type Cell Collectin (ATCC,
Manassas, VA, USA). Durante o)
armazenamento, as cepas liofilizadas foram
mantidas refrigeradas (4 °C). Para ativagao, os
microrganismos foram reidratados em solugido
salina estéril e cultivados em caldo triptona de
soja (TSB) (HIMEDIA, India), seguida da
incubagdo a 36+ 1 °C por 24 horas em estufa
bacteriolégica (FANEM, Brasil). O isolamento
das colonias foi feito em placas de Petri
contendo meio de cultura especifico para cada
microorganismo: E. coli em agar macconkey

(HIMEDIA, India), S.entérica em 4gar
Salmonella-Shigella (SS) (HIMEDIA, India),
S.aureus em 4gar manitol salgado (HIMEDIA,
India) e B.cereus em 4gar manitol gema de ovo
polimixina (MYP) (HIMEDIA, India), e
posteriormente,  incubadas nas  mesmas
condi¢coes anteriores. Para o preparo da
suspensao bacteriana foram transferidas de trés
a cinco colonias de cada microrganismo para os
tubos de ensaio contendo soluc¢io salina estéril
(NaCl a 0,85% p/v), ajustando-se a turbidez do
inoculo com o padrio de 0,5 da escala de
McFarland  (aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL), wusando  um  turbidimetro
(DENSIMAT-BIOMERIEUX, Franca).

2.3. Avaliagdo antimicrobiana dos o6leos
essenciais

A acdo antimicrobiana dos = 6leos
essenciais foi avaliada por meio da técnica de
difusaio em disco, descrito por Kirby-Bauer,
segundo as recomendagdes do “National
Comitee for Clinical Laboratory Standard”"’L. O
meio de cultura foi preparado em placas de
Petri estéreis, sendo adicionados em cada placa
25 ml de Agar Mueller-Hinton (MERCK,
Alemanha). Apds a solidificagio do meio de
cultura, com o auxilio de swab estéril, as
suspensOes padronizadas a 0,5 da escala
McFarland foram semeadas nas superficies das
placas por meio de esfregaco uniforme, deixo-
as secar (3 min) e entdo, foram depositados os
discos de papel de filtro (6 mm de diametro),
impregnados nos o6leos essenciais. Os 6leos
puros foram impregnados nos discos em trés
diferentes concentragcoes (10, 20 e 30 pL), os
valores minimo, intermediario e maximo foram
baseados nas concentragbes comumente
utilizadas na literatura para 6leos
essenciais!'' 1% - As combinacdes binarias
dos oleos foram impregnadas nos discos, de
forma que, as somas desses O6leos
permanecessem nas mesmas concentragoes dos
6leos puros (10, 20 e 30 uL), assim, para cada
6leo  foram utilizadas quatro diferentes
concentragoes (5, 10, 15 e 20 uL). Para todas as
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bactérias testadas, foi depositado um disco de
controle negativo somente com a solucao salina
estéril (branco) e um disco de controle positivo,
contendo 30 pg do antibiético clorafenicol. Em
seguida, o sistema foi incubado a 36% 1 °C por
24 horas em estufa bacteriologica (FANEM,
Brasil), e posteriormente, realizada a medic¢ao
do didametro dos halos de inibi¢io (mm) por
meio de um paquimetro. Foi considerado como
possuidor de atividade antimicrobiana o
produto que apresentou a formac¢ao de um halo
de inibicdo igual ou superior a 10 mm de
diametro®. Os testes foram realizados em
triplicata.

2.4. Analise estatistica dos dados

Os resultados das anilises foram
avaliados por meio da estatistica descritiva
(média e desvio padrio), com o auxilio do
software Microsoft Office Excel 2007 e para
verificar a existéncia de diferenca entre os
resultados, foi realizada a andlise de wvariancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de significancia (p=<0,05), por
meio do software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa,
USA).

Tabela 1: Crescimento microbiano de cepas de E. coli, S. entérica, S. aureus e B. cereus em diferentes

concentracoes dos 6leos essenciais de cravo e orégano.

Diametro do halo de inibi¢ao (mm)

OE C (pL)
E. coli S. entérica S. aureus B. cereus
10 072 oM 13,33+0,58" 10,67£0,58"
OEC 20 12,671,155 9,331+0,58" 17,67%1,15% 14,67+0,58%
30 17,00+1,00 14,00£0,58“ 22,00£1,00¢ 19,00+£1,00<
10 072 072 15,00%1,00" 12,33+0,58"
OEO 20 15,00%1,00% 10,67%1,15% 23,67+1,15% 18,6710,58"
30 22,67+0,58 18,3310,58“ 27,67+0,58“ 25,00£1,00¢

OE: dleo essencial; OEC: dleo essencial de cravo; OEQO: Oleo essencial de orégano; C: concentracao
g ¢
(uL); Médias seguidas da mesma letra maitscula na mesma coluna ou minuscula na mesma linha, ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significania (p=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a atividade
antimicrobiana (halo de inibi¢do do crescimento
em mm) dos Oleos essenciais de Fugenia
caryophyllata (cravo) e Origanum vulgare
(orégano) sobre as bactérias contaminantes dos
alimentos.

Observa-se na Tabela 1 que o aumento
da concentra¢ao de dleo essencial provocou um
aumento significativo no efeito antimicrobiano
(»=0,05). As bactérias Gram-negativas (E. coli e
S. entérica) se mostraram mais resistente,
inclusive sem inibicio do halo em 10 pL dos
6leos puros. As bactérias Gram-positivas (S.
aureus e B. cereus) foram mais sensiveis a
inibicdo por esses Oleos, apresentando halo de
inibicdo em todas as concentracoes estudadas.
As bactérias S. aureus foram mais susceptiveis
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aos Oleos, apresentando halos de inibi¢ao
significativamente maiores (p=0,05), inclusive
com a formacio de halos de inibicio de até
27,67 mm de diametro em 30 pL do dleo de
orégano. Enquanto, a S. entérica foi a mais
resistente, com halos de inibicao
significativamente menores (»p=0,05), quando
comparado as demais cepas.

Estudos sugerem que as bactérias
Gram-positivas sao mais susceptiveis aos 6leos
essenciais, do que as Gram-negativas®**. Tsto
ocorre provavelmente devido a complexidade
estrutural da parede celular das Gram-negativas
que apresentam uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos, responsavel
por envolver a parede celular e proporcionar
uma maior resisténcia, a qual restringe a difusao
e dificulta a disseminacio e acumulo do 6leo
essencial na célula bacteriana®*"**l. Acredita-se
que os Oleos essenciais exercem efeitos como: a
perturba¢io da membrana citoplasmatica pela
interferéncia na bicamada fosfolipidica da
parede celular; aumento da permeabilidade e
perda dos constituintes celulares; e alteracao de
uma variedade de sistemas enzimaticos,
incluindo aqueles envolvidos na produgio de
energia celular e sintese de componentes
estruturais ou por inativacao e destruicao do
material genético, resultando em perda do
controle quimiosmoético da  célula  afetada,
levando a morte bacteriana®'’l. De acordo com
Silva et al.*) o 6leo de coentro (Coriandrum
sativum L.) afetou a integridade da membrana
celular da maioria das bactérias estudadas e
como resultado do aumento da permeabilidade
da membrana, todas as outras fungdes celulares,
como o potencial da membrana em impedir o
acumulo de substancias nocivas, atividade
respiratéria ¢ o mecanismo de resisténcia
devido a menor atividade da bomba de efluxo,
foram comprometidas. Conforme Cui et al.”’)
o Oleo essencial de Salvia sclarea além do
aumento da permeabilidade da membrana
celular, levou a liberacdo de material
citoplasmatico do interior da célula, ocorrendo
o extravassamento de substancias

macromoleculares tal como o DNA e a
liberagio de ATP, o que promoveu a perda de
energia das células bacterianas estudadas. O
mesmo foi observado por Zhang et al.”® ao
estudarem o mecanismo de acio do dleo
essencial de pimenta preta contra E. coli; os
autores constataram  a ruptura tanto da
membrana externa da célula quanto do
citoplasma, com o extravazamento nao s6 de
materiais de DNA e ATP, mas também de
proteinas e eletrdlitos (fons de potassio e
fosfato), o que levou a alteragcdes na atividade
enzimatica, desordem no equilibrio
hidroeletrolitico e na sintese de macromoléculas
(DNA, RNA, proteinas e polissacarideos),
resultando na inibicilo do  crescimento,
decomposi¢ao e morte bacteriana.

Os resultados obtidos no presente
estudo indicam que 6leo essencial de orégano
(carvacrol: 73,9%, timol: 13,5%, y-terpineno:
8,9%, p-cimeno: 2,7%) obteve um espectro de
acdo maior em relagdo ao cravo (eugenol:
71,4%, acetato de eugenila: 11,3%, trans-
cariofleno: 10,2%, e a-humuleno: 6,1%). Santos
et al.” a0 estudarem a atividade antibacteriana
de dleos essenciais, também observaram que o
orégano (carvacrol: 80%) comparado ao cravo
(eugenol: 90%,) apresentou os maiores halos de
inibi¢do bacteriana (S. aureus e E.coli). Porém,
Pereira et al.®! ao avaliarem o efeito inibitério
dos 6leos essenciais sobre bactérias (S. aureus e
E.coli), atribuiram os melhores resultados de
inibicgdo ao cravo (eugenol: 86,3%, trans-
cariofileno: 8,2%, acetato de eugenila: 3,6% e a-
humuleno: 0,8%), do que ao orégano (terpen-4-
ol: 26,3%, B-cimeno: 16,6%, y-terpineno: 16%,
carvacrol: 7,2%, linalol: 12,3%, «-terpineno:
0,9%, p-cimeno: 4,6%, «-terpineol: 3,8%,
mirceno: 2, 7%, B-felandreno: 2,3%,
terpinoleno: 1,8%, acetato de linalila: 1,7%,
carvacrol metil éter: 1,6%, trans-cariofileno:
1,3%, o-felandreno: 1,1%, timol metil éter:
0,8% e a-pineno: 0,7%). Portanto, a agdo
antibacteriana dos dleos  essenciais  esta
diretamente relacionada com a sua composi¢ao
quimica, que podem variar dependendo de
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fatores como: regiao de cultivo, parte da planta
utilizada, preparo da matéria prima (seca ou in
natura) e metodologia de extracio ***!l. Estes
fatores justificam as variagOes observadas entre
este trabalho e os estudos citados.

Segundo Silva et al® a atividade
antimicrobiana nao se deve somente a presenga
dos compostos majoritarios dos  Oleos
essenciais, mas da presenca de outros
componentes em menores concentracoes que
podem promover interagdes sinérgicas, por
exemplo, o p-cimeno nio tem efeito
antibacteriano se usado sozinho, mas quando
combinado com carvacrol, facilita o transporte
do carvacrol por meio da membrana
citoplasmatica para o interior da célula
bacteriana. Conforme os autores, o OEO com
menor teor de carvacrol (61,7%), mas presenca
de p-cimeno e também de y-terpineno,
apresentou maiores halos de inibi¢ao a partir da
concentracao 0,2%. Enquanto, o OEO com
elevado teor de carvacrol (93,4%), mas sem a
presenca de p-cimeno ou  y-terpineno,
apresentou halos de inibicao menores.

A Tabela 2 apresenta os dados do efeito
sinergistico de diferentes concentracbes da
mistura dos O6leos essenciais de Eugenia
caryophyllata (cravo) e Origanum vulgare
(orégano) sobre a formacao do halo de inibicao
(mm) do crescimento bacteriano.

A partir da Tabela 2, verifica-se que as
misturas binarias de OE utilizadas na mesma
propor¢do nido  apresentaram  sinergismo,
inclusive sem crescimento do halo de inibicio
para as bactérias Gram-negativas, tanto a E.
coli, como a S. entérica nido apresentaram
diferenca significativa entre si (p=0,05), sendo
as bactérias mais resistentes, com halos de
inibi¢do significativamente menores (»p=0,05),
quando comparado as demais cepas. Enquanto,
as misturas em que foram utilizadas propor¢oes
diferentes de OE, principalmente as que
continham maior concentracio de OEO e
menor de OEC apresentaram sinergismo,
indicando halos de inibicdo significativamente
maiores (p=0,05), inclusive com a formacao de

Tabela 2: Crescimento microbiano de cepas de E. coli, S. entérica, S. aureus e B. cereus em diferentes
combinag¢oes dos 6leos essenciais de cravo e orégano.

OEC (uL) OEO (uL)

Diametro do halo de inibi¢ao (mm)

. coli S. entérica S. aureus B. cereus

5 5 0% 0% 0% 0

5 15 14,33£0,58“ 13,33£1,15“ 23,00%1,00" 20,00%+1,00™"
15 5 10,00%1,00% 9,00%1,00" 18,3340,58“ 15,00+1,00°
10 10 e e e Oha

10 20 17,67+0,58" 16,33+1,15" 30,0040,00" 25,67%0,58"
20 10 11,6740,58> 10,0040,00* 19,00%1,00% 16,33%0,58
15 15 0t 0™ 9,67%0,58" 7,33%1,00%

OEC: d6leo essencial de cravo; OEO: dleo

essencial de orégano; Médias seguidas da mesma letra

maitscula na mesma coluna ou minuscula na mesma linha, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a

5% de significancia (p=0,05).
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halos de inibicdo de até 30 mm de diametro em
20 pL do OEO e 10 pyL. do OEC para a
bactéria S. aureus que foi novamente a mais
susceptivel as misturas dos dleos.

Acredita-se que quando estes Oleos sao
misturados na mesma propor¢ao um acabe
interferindo no potencial do outro, devido a
destruicao de algum componente que em
menor concentra¢gao auxiliava no sinergismo
individual do 6leo. Barbosa et al.”! constataram
que ao misturar Oleos essenciais em iguais
proporcoes  (1:1), as porcentagem  dos
compostos ativos diminuiram, inclusive com o
desparecimento de alguns compostos presentes
em menores concentracio no 6leo individual.
Pereira et al.”! e Oliveira et al.% ao misturar os
6leos essencials nas mesmas proporgoes,
também ndo observaram efeito sinergistico.
Porém, quando a mistura ocorre em
proporgoes diferentes, provavelmente, o 6leo
adicionado em menor propor¢io  nao
prejudique a composi¢io quimica do outro
6leo, que combinados  adequadamente
conseguem promover O sinergismo entre Os
dois e potencializar o seu efeito antibacteriano
contra os patégenos estudados (E. coli, S.
entérica, S. aureus e B. cereus). Garcia-Garcia et
al.?! ao estudar a atividade bactericida das
misturas binarias e terciarias do carvacrol, timol
e eugenol, obtiveram melhores resultados com
as combinagoes em diferentes proporgoes,
evidenciando atividade sinérgica entre estes
compostos. Rapper et alP a0 avaliar
diferentes Oleos essenciais, também
constataram efeito sinergistico mais favoravel,
quando utilizaram maiores propor¢des do o6leo
L. angustifolia combinados aos outros o6leo,
sugerindo que a presenca deste O6leo
desempenhava um papel maior na sinergia
observada.

Os resultados das misturas binarias de
6leos essenciais indicam que seu efeito depende
nao apenas dos constituintes quimicos
presentes nos Oleos, mas das diferentes
proporgcoes em que eles se encontram em cada

mistura; bem como da susceptibilidade do
organismo alvo.

CONCLUSAO

O 6leo essencial de orégano apresentou
maior potencial inibidor que o dleo de cravo
frente as bactérias estudadas. As bactérias
Gram-positivas (S. aureus e B. cereus) foram
mais  susceptiveis aos O6leos  essenciais,
comparadas as Gram-negativas (E. coli e S.
entérica). O desempenho satisfatorio para as
bactérias Gram-negativas foi alcangado com as
maiores concentracdes dos 6leos estudados (20
e 30 pL). As misturas binarias desses 6leos na
mesma propor¢ao nao apresentaram
sinergismo. Entretanto, as misturas em
diferentes propor¢oes, principalmente com as
maiores concentragoes de orégano e menores
de cravo promoveram interacdes sinérgicas
entre os O6leos e potencializou o seu efeito
antibacteriano. Assim, conclui-se que os 6leos
estudados constituem uma excelente alternativa
de conservagao, possibilitando a substitui¢ao de
aditivos quimicos, uma vez que, estes produtos
naturais possuem um potente ¢ amplo espectro
de acdo antibacteriana.
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