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RESUMO

Nos ultimos anos a utilizacdo dos aditivos sintéticos, para prevenir a deterioracdo dos
microrganismos nos alimentos, tem sido um fator preocupante para a inddstria alimenticia, visto
seus impactos negativos sobre a salude dos consumidores. Com o intuito de superar esse
impasse, 0s 0leos essenciais surgem como alternativa, contendo compostos e principios ativos
que inibem o desenvolvimento dos microrganismos. Sendo assim, objetivou-se avaliar a
concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) dos 6leos
essenciais de Melaleuca (Melaleuca alternifélia), Orégano (Origanum vulgare) e Pimenta rosa
(Schinus terebinthifolia) obtidos comercialmente. Para o estudo, foram utilizados isolados
bacterianos na concentracéo de 3,5 x 10" UFC/ml (0.5 na escala Mc Farland) de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), e Escherichia coli (ATCC 25922) obtidos comercialmente da American
Type Culture Collection. As placas incubadas foram analisadas visualmente para determinacéo
da concentracdo inibitéria minima (CIM), nos pocos em que foram observados inibicdo do
crescimento bacteriano, 20 L das suspensdes foram coletados e semeados em placas com agar
Mueller-Hinton em estufa a 37°C por 24 horas, para analise do crescimento bacteriano e
determinac¢do da concentragdo bactericida minima (CBM). Observou-se valores médios de CIM
mediante aplicacdo dos 6leos essenciais de orégano, de pimenta rosa e de melaleuca, 2500
pg/ml, de 650 pug/ml e de 500 pg/ml para as cepas de E. coli, respectivamente, enquanto que a
concentracao inibitéria minima dos tratamentos se equivaleram em 500 pg/ml para o grupo
bacteriano de S. aureus. No que diz respeito a CBM, obteve-se as concentracdes médias para
os Oleos essenciais de orégano, de pimenta rosa e de melaleuca, 2500 pg/ml, 625 pg/ml e 5000
Hg/ml em frente as cepas de E. coli e 1250 pg/ml, 2500 pg/ml e 625 pg/ml para a bactérias

gram-positivas S. aureus, respectivamente.

Palavras-chave: aditivo natural, alimentos, acdo antimicrobiana, microrganismos, saude



ABSTRACT

In recent years, the use of synthetic additives to prevent food spoilage by microorganisms
has been a worrying factor for the food industry, given their negative impact on consumer
health. In order to overcome this impasse, essential oils have emerged as an alternative,
containing compounds and active principles that inhibit the development of microorganisms.
The aim of this study was to evaluate the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) of the commercially obtained essential oils of
Tea tree (Melaleuca alternifolia), Oregano (Origanum vulgare) and Pink pepper (Schinus
terebinthifolia). For the study, bacterial isolates at a concentration of 3.5 x 107 CFU/ml (0.5
on the Mc Farland scale) of Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli
(ATCC 25922) obtained commercially from the American Type Culture Collection were
used. The incubated plates were visually analyzed to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC). In the wells where inhibition of bacterial growth was observed, 20 pL
of the suspensions were collected and sown on Mueller-Hinton agar plates in an oven at 37°C
for 24 hours to analyze bacterial growth and determine the minimum bactericidal
concentration (MBC). The mean MIC values for oregano, pink pepper and tea tree essential
oils were 2500 pg/ml, 650 pg/ml and 500 pg/ml for the E. coli strains, respectively, while
the minimum inhibitory concentration of the treatments was 500 pg/ml for the S. aureus
bacterial group. As far as CBM is concerned, the average concentrations for the essential
oils of oregano, pink pepper and tea tree were 2500 pg/ml, 625 pg/ml and 5000 pg/ml for
the E. coli strains and 1250 pg/ml, 2500 pg/ml and 625 pg/ml for the gram-positive bacteria

S. aureus, respectively.

Keywords: natural additive, food, antimicrobial action, microorganisms, health



INTRODUCAO

A preocupac¢do com a saude e a busca por melhor qualidade de vida vem crescendo
substancialmente no decorrer dos anos, esta escolha esta associada, na maioria das vezes, a
procura por habitos alimentares mais saudaveis e produtos que permitam melhor
beneficiamento nutricional para o consumidor (Almeida et al., 2020). Todavia, € comum nos
alimentos vendidos comercialmente a presenca de conservantes, como por exemplo, o acido
benzbico e seus sais (Na+ e K+), nitritos e nitratos, que sdo substancias que fazem parte dos
aditivos amplamente utilizados pelas industrias alimenticias, aplicadas intencionalmente nos
produtos com o proposito de aumentar o tempo de vida Gtil. Entretanto, seu uso vem sendo
questionado pela populacéo por trazer maleficios a satide como angioedema, vasculite, eczema
e asma (Brito; Andrade, 2022). Nesta perspectiva, 0 uso de conservantes naturais, ricos em
bioativos tem ganhado destaque entre os consumidores por ndo conter na sua férmula
compostos artificiais, sendo capaz de apresentar propriedades benéficas para o corpo (Silva et
al., 2021).

Os Oleos essenciais (OEs) sdo compostos de composicdo quimica de elevada
complexidade que garante protegdo contra microrganismos fitopatogénicos, essas substancias
bioativas sdo responsaveis por provocar lesdes na membrana plasmatica lipidica das bactérias
e modificacdes no metabolismo energético, inibindo a sintese de acido nucleico dos agentes
patdgenos de origem alimentar levando a morte (Silva et al., 2020; Contrucci et al., 2019). Os
conservantes naturais podem ter origem microbiana, vegetal e animal, sendo compostos
conhecidos por apresentarem capacidade inibitéria do crescimento ou desenvolvimento
microbiano, que sdo o0s principais responsaveis pela deterioragdo dos alimentos, reduzindo seu
tempo de vida de prateleira. Desta forma, 0s conservantes naturais funcionam como agentes
antimicrobianos nos produtos alimenticios, contribuindo para uma alimentacdo mais segura e
de qualidade (Barros et al., 2020).

Os OEs sdo substancias oriundas do metabolismo secundario das plantas, que podem
ser extraidas das raizes, rizomas, cascas, ramos, folhas, botdes, flores, frutos e sementes. De
modo geral, na sua composicdo ha presenca de substancias, que contém acdo antimicrobiana,
como € o caso dos terpenos e seus derivados que incluem o carvona, carvacrol, eugenol, linalol,
timol, alicina, sabineno, mentol, camphene, mirceno e terpineno, compostos bioativos

produzidos por uma estrutura especializadas denominada de células parenquimaticas



diferenciadas, células epidérmicas e canais oleiferos que se encontram uniformemente

distribuidos na totalidade da planta (Barros et al., 2020; Bastian, 2022).

Nessa perspectiva, hipotetizou-se que a utilizacdo dos OEs, como a Melaleuca
(Melaleuca alternifélia), Orégano (Origanum vulgare) e Pimenta rosa (Schinus terebinthifolia)
devido as suas diversas propriedades apresentadas, possui a¢do bactericida e antimicrobiana
frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Sendo assim, objetivou-se
determinar a concentracéo inibitoria minima (CIM) e concentragéo bactericida minima (CBM)

dos respectivos 6leos e seu potencial diante das cepas bacterianas estudadas.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Bactérias patogénicas de origem alimentar

A contaminac¢do da agua e dos alimentos por bactérias é um fator preocupante ligada
a saude humana, por outro lado, a maior parte da populacdo ndo compreende 0s riscos que
envolve a ingestdo de fontes contaminadas por Escherichia coli e Staphylococcus aureus, que
podem acarretar em sérias consequéncias para 0 organismo, especialmente por fazerem parte
da microbiota normal dos seres humanos, facilitando o processo de contaminagdo. Ademais,
também é possivel que o aumento exponencial de vendas e consumo de alimentos contribua
elevando os indices de contaminacdo por microrganismos, favorecendo no surgimento de casos
de intoxicacdo, infeccdo e mortalidade (Silva; Mendes, 2022; Junior et al., 2019).

No periodo de 2003 a 2018 foram identificados no Brasil cerca de 10.898 surtos de
doencas transmitidas por alimentos, em 2008 os maiores casos estavam associados a bactéria
Salmonella spp., em 2011 houve inversdo do agente causador de contaminagdo via alimentos,
ficando a bactéria E. coli entre a principal responsavel, onde o local de possivel contaminagao
era a propria residéncia dos doentes (BRASIL, 2022). O crescente aumento envolvendo E. Coli
é de extrema importancia para satde publica, neste caso, € possivel que tal problematica esteja
atrelada a precariedade higiénica no cuidado dos alimentos durante o manuseio, fabricacéo e
transporte elevando os riscos de propagacao e infecgdo pela bactéria chegando até o consumidor
final, acarretando em casos de toxinfeccdes (Pandolfi et al., 2020).

A respeito da E. Coli, ¢ um mesofilo tipico, pertence a familia Enterobacteriaceae,
composta por bacilos gram-negativos, ndo esporogénico, anaerobico facultativo com étimo
crescimento em temperaturas de 37°C, entretanto, pode se desenvolver em temperaturas de 7°C

a 46°C, (Felix, 2023). Faz parte do grupo dos coliformes termotolerantes, comumente



encontrada habitando a microbiota intestinal de diversos animais de sangue quente (Favero,
2023; Brito et al., 2020). A contaminacdo se da atraves das maos dos manipuladores nédo
higienizadas, utensilios ndao desinfetados, interacdo de alimentos crus e cozidos e contaminagéo
fecal (Maestri et al., 2020).

Em contrapartida, S. aureus € uma bactéria gram-positiva que faz parte da familia
Micrococcaceae, € um dos principais patdgenos que acometem 0s seres humanos e esta presente
em diversas areas do corpo como pele e orofaringe (Ferreira, 2022), apresentam variacdo de
formas, que vdo desde vida livre e saprofiticas a formas patogénicas e parasitarias que se
agrupam de modo irregular aparentando um “cacho de uva” (Aguiar, 2022; Medeiros, 2020).
Além disso, sdo mesdfilos, anaerdbicos facultativos, se desenvolvendo em étimas condi¢es
cuja temperatura varie de 30° a 37°C, e caso entre em contato com o hospedeiro, produz
enterotoxinas, desencadeando toxinfec¢Oes alimentar (Aragdo; Trajano, 2021; Pineda, 2022).

Ademais, varios alimentos sdo relatados como principais meios veiculantes de
patdgenos ou toxinas de origem alimentar, em especial o leite e seus derivados (Sa, 2022). Entre
os lacteos que merecem destaque esta o queijo de coalho, alimento fresco de alta umidade que,
devido suas caracteristicas, além presenca de nutrientes como gorduras e proteinas, torna-se
altamente susceptivel ao desenvolvimento de microrganismos caso manipulado e armazenado
de forma inadequada (Saraiva et al., 2023).

Em geral, os microrganismos encontrados em queijo de coalho produzido na auséncia
de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), ou seja, que ndo cumpre 0s critérios higiénico-sanitarios
de elaboracdo e manipulacdo, sdo os que se enquadram no grupo de coliformes totais e
termotolerantes, como a E. coli e S. aureus, responsaveis pela maior parte dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos, estando entre os principais riscos a seguranca alimentar,
multiplicando-se rapidamente caso o alimento ndo esteja em condi¢cdes adequadas de
conservacdo e armazenamento, afetando as caracteristicas fisico-quimicas levando a perdas
nutricionais, além de ser perigoso para consumo humano podendo causar infecgdes (Felix,
2023; Souza, et al., 2021).

A contaminacdo da matéria prima, neste caso do leite, pelas cepas bacterianas S.
Aureus e E. coli podem ocorrer por diversos motivos, dentre os quais, a maioria envolve vacas
leiteiras que apresentam infeccdo da glandula maméria, auséncia de desinfec¢éo dos tetos antes
e depois da ordenha, falta de higiene do ordenhador, equipamentos de ordenha, baldes e
tambores incorretamente higienizados, mas condicGes de higiene do local de obtencédo do leite

e ineficacia do refrigeramento do mesmo logo apos a ordenha (Texeira; Figueiredo, 2019).



Tal problematica afeta negativamente a qualidade dos derivados lacteos, visto que,
para ser considerado de qualidade deve apresentar contagem bacteriana total (CBT),
composicdo quimica, organoléptica, microbioldgica e contagem de células somaticas (CCS)
que atendam os padrdes exigidos pela legislacdo (Muller; Rempel, 2021). Dessa forma, para
padronizacéo e controle dos produtos lacteos foi elaborado a Instrugdo Normativa (IN) N°
161/2022, que estabelece os pardmetros microbioldgicos dos alimentos, entre eles do leite
pasteurizado e derivados, determinando a tolerancia maxima e os padrdes minimos que esses
alimentos devem possuir para serem seguros (BRASIL, 2022).

Neste contexto, € imprescindivel a realizacdo rotineira de fiscalizagbes, assim como
conscientizacdo e treinamento de todos os trabalhadores envolvidos na cadeia produtiva, além
da necessidade de maiores incentivos a pesquisa com o objetivo de tornar o Brasil um pais de
referéncia, ndo s6 na comercializacdo de produtos lacteos, mas também na seguranca de sua

producéo (Leira et al., 2018).

1.2. Oleos essenciais na qualidade microbioldgica

Os condimentos ou especiarias sdo produtos que hd milhares de anos tém sido
amplamente utilizados nos alimentos para agregar aroma e sabor. Os egipcios, por exemplo,
faziam o uso de certas especiarias no processo de embalsamamento dos corpos, por outro lado,
alguns paises o utilizavam com propoésitos medicinais e, em locais onde o clima era quente e
havia escassez de refrigeracéo, eram usufruidos para melhorar os aspectos sensoriais das carnes
que necessitasse ficar armazenadas (Veloso et al., 2022; Brito; Silva, 2022; Gottardo, 2021).

Os oleos volateis ou 6leos essenciais sdo substancias aromaticas proveniente das
plantas que podem ser obtidos mediante a técnicas de destilacdo a pressdo reduzida, arraste a
vapor, hidrodestilacdo, extracdo por solventes organicos, prensagem a frio, por fluido
supercritico, destilagdo a vapor ou pelo método de expressdo dos pericarpos de frutos citricos,
métodos que se mal executados podem interferir na atividade antimicrobiana devido a reducgéo
dos compostos bioativos (Almeida et al., 2020; Junior et al., 2019). Sdo formados
essencialmente por mono e sesquiterpenos, fenilpropanoides e, predominantemente por um
composto bioativo que normalmente é responsavel por definir as propriedades bioldgicas dos
oleos essenciais, todavia, a depender de fatores fisiologicos, como condi¢do genética, condi¢des
externas como solo, clima cultivo, colheita e pds-colheita a quantidade e composicdo de OE
podem variar (Barros et al., 2020).

Inimeras plantas sdo utilizadas para obtengdo dos 6leos essenciais com potencial

antimicrobiano, como € o caso do alecrim (Rosmarinus officinalis); citronela (Cymbopogon



nardus); coentro (Coriandrum sativum); canela (Cinnamomum zeylanicum); cominho
(Cuminum cyminum); cravo (Eugenia caryophyllata); gengibre (Zingiber officinale);
manjericdo (Ocimum basilicum); horteld (Mentha piperita); tomilho (Thymus vulgaris);
orégano (Origanum vulgare); etc (Reis et al., 2020; Gottardo, 2021). Além disso, a combinacao
entre Oleos essenciais € uma alternativa viavel, ja que, a combinacdo entre duas ou mais
espécies, favorecem o potencial de acdo dos mesmos, sendo assim, a relacdo de sinergismo
desencadeada resulta potencializando o efeito inibitério (Barros, 2022).

Apesar de seu efeito bactericida os OEs também possuem propriedades antifingicas,
inseticidas, anti-inflamatdria, antiespasmdédica e analgésica, além de acdo carminativa,
cardiovascular, secretolitica, irritante topica ou revulsiva, podendo também, agir estimulando
secrecOes do aparelho digestivo (Milagres, 2021; Santos et al., 2020). Desta forma, devido a
tantas propriedades benéficas, cerca de 3.000 OEs s&o conhecidos, entretanto, apenas 300 deles
sdo comercialmente importantes, principalmente para as industrias de alimentos, farmacéutica,
agrondmica, cosmética e de produtos sanitarios (Almeida et al., 2020).

Ademais, o uso dos OEs se destaca como importante alternativa antimicrobiana e
conservante natural dos alimentos, uma vez que, 0 uso indiscriminado de antimicrobianos
sintéticos tem sido o principal agente colaborador para 0 aumento da resisténcia microbiana
presente nos alimento, inclusive, tal problematica j& vem sendo observada nas bactérias,
Salmonella, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostidium perfringens perante a
diferentes antibioticos de uso clinico como é o caso da bacitracina, ampicilina, cefalotina e
cloranfenicol (Belem et al., 2021; Souza et al., 2022; Contrucci et al., 2019; Queiroz et al.,
2023).

Os OE sdo quimicamente divididos em compostos terpénicos e aromaticos, resultando
na combinacdo de hidrocarbonetos (terpenos, sesqui, mono e diterpenos), acidos, ésteres,
fenolicos, alcoois, epoxidos, sulfetos, aminas e cetonas, onde apenas um 6leo pode possuir de
80 a 300 hidrocarbonetos diferentes (Gottardo, 2021). Também denominados de isoprenoides,
os terpenoides sdo um grupo heterogéno de terpenos formados por duplas ligagbes e seus
derivados oxigenados. Também derivados do isopreno, os terpenos do OE séo organicos devido
as cinco unidades de carbono com uma dupla ligagdo. Sendo assim, 0s componentes presentes
nos OEs, como é o caso dos terpenos e compostos aromaticos se relacionam, onde dois a trés
compostos predominam em maiores concentracdes, diferente dos outros compostos que se
encontram em minoria (Almeida, 2021).

Desta forma, a acdo antimicrobiana dos OEs esta relacionada com sua hidrofobicidade,

permitindo sua interacdo com os compostos lipidicos que estdo presentes nos envoltérios das



celulas bacterianas, colaborando no aumento da permeabilidade da membrana, responsavel por
atuar inibindo a respiracdo celular, assim como provocar o extravasamento de substancias,
principalmente de proteinas funcionais que atuam transportando moléculas de ions para dentro
da célula, além de inibir a enzima ATPase, divisdo celular e quorun sensing (responsavel pela
expressao dos fatores de viruléncia) (Cunha, 2019).

Com relagdo ao Origanum vulgare L. é uma erva aromatica do género Origanum de
habito perene e porte médio amplamente utilizada, cujo 6leos volateis mono e sesquiterpendides
representam 70% da totalidade do 6leo. O OE de orégano também é constituido pelo
monoterpeno fendlico carvacrol, fitoconstituinte predominante por apresentar 91,6% dos
constituintes de acdo antibacteriana (Leuthier et al., 2021). O OE de orégano, a depender do
cultivo e regido geografica, podera apresentar 72% de carvacrol, 2% de timol, 4,5% de y-
terpineno, 4% p-cimeno e 4% de linalol (Reis et al., 2020), compostos responsaveis por atuar
inibindo crescimento de bactérias gram-negativas e gram-positivas (Costa; Ferreira, 2021).

Por outro lado, o OE de Melaleuca é uma espécie arbdrea de origem australiana de
grande importancia medicinal devido a agdo antimicrobiana que seu OE exerce sobre bactérias
patogénicas. Sua composi¢do caracteriza-se pela mistura de 97 compostos, sendo 0s principais
constituintes relacionados a atividade bactericida e inibitoria pertencentes a classe de
substancias cuja formula quimica denomina de terpenos, estando entre eles, o a-terpineno, a-
pineno, a-terpineol, B-pineno, y-terpineno, terpinen-4-ol, p-cimeno, 1,8-cineol e alcoois
sesquiterpénicos, representando 90% do dleo (Cardoso, 2022).

Ainda a respeito dos OE, a pimenta rosa, conhecida popularmente como aroeira,
pertence a familia Anacardiaceae (Santos et al., 2020), na composicao dos seus OEs ha presenca
de compostos quimicos, como cetonas, alcoois, acidos, sesquiterpenos (10s, 11s-Himachala-
3(12),4-dieno, himachaleno, p-guaieno, 1H-Cicloprop(e)azuleno, cariofileno, (+) -
Ciclosativeno e 4,4-Dimetil,-3-(3-methylbut-3-enylidene)-2-methylenebicyclo[4.1.0.]
heptano); monoterpenos (3-careno, B-pineno, p-Mentha-1,4(8)-dieno, 4(10)-tujen-3-ol,acetato,
bornilacetato e pinano) e triterpenos, propriedades estas atribuidas a sua a¢cdo antimicrobiana
(Figueiredo et al., 2021).

Varios sdo os estudos realizados nos ultimos anos que comprovam a eficacia dos 6leos
essenciais, que podem agir como bactericidas naturais e at¢ mesmo como fungicidas nos
alimentos (Embrapa, 2021; Oliveira et al., 2022). Mais precisamente Reis et al. (2020),
avaliando o OE de orégano encontrou resultados significativos quanto a sua eficiéncia contra
as bactérias S. aureus, com efeito inibitorio nas concentracdes de 1,3-1,4% e CBM de 1,5%, e

E. coli nas concentracBes de 1,0% a 1,1% da CIM. Em contrapartida, Gioppo; Zancanaro;



Bellaver, (2019) analisando OE de melaleuca contra as bactérias E. coli e Klebsiella
pneumoniae encontrou efeito inibitdrio na concentracdo de 0,25%. No entanto, Santos et al.,
(2020), utilizando o OE de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) na concentragdo
inibitéria de 5%, confirmou sua acdo contra as bactérias S. aureus.

Sendo assim, a utilizagdo de produtos naturais que apresentem compostos
antimicrobianos em sua composi¢ao tem se tornado uma proposta interessante, ja que contribui
com aumento do tempo de vida Gtil dos alimentos dispensando o uso de conservantes quimicos
que podem causar reacdes alérgicas, toxicas e aumentar o risco de desenvolvimento de cancer,
além de contribuir no aumento da resisténcia dos agentes microbianos por conta do uso

constante nos alimentos (Vivian et al., 2020; Veloso et al., 2021; Costa; Ferreira, 2021).

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do
Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. Os
procedimentos experimentais (ativacdo de cepas, diluicdo seriada e determinacdo da CIM e

CBM) foram realizados de acordo com a metodologia descrita por Lima Filho; Cordeiro (2013).

2.1. Oleos essenciais
Nesta pesquisa foram escolhidos os 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare),
pimenta rosa (Schinus terebinthifolia) e melaleuca (Melaleuca alternifolia), obtidos
comercialmente levando-se em consideracdo a escolha dessas espécies devido a presenca de
compostos bioativos: terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos, como mostra a literatura, e sua
ampla atividade antibacteriana capaz de inibir o crescimento de bactérias gram-negativas e

gram-positivas.

2.2. Indculos utilizados
Utilizou-se isolados bacterianos na concentracdo de 3,5 x 107 UFC/ml (0.5 na escala
Mc Farland) de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Escherichia coli (ATCC 25922)

obtidos comercialmente da American Type Culture Collection.

2.3. Ativacao das cepas
As culturas bacterianas, mantidas em geladeira, foram reativadas por incubacao
overnight em caldo enriquecido Mueller-Hinton para uso no experimento. Em seguida, as

culturas bacterianas suspensas em caldo foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos na



temperatura de 15°C e o precipitado foi suspenso em 5 ml de PBS, previamente aquecido em
banho-maria na temperatura de 37 °C. A concentracdo bacteriana foi ajustada para 3,5 x 10’

Unidades Formadoras de Col6nias/ml (UFC/ml) (0,5 na escala Mc Farland).

2.4. Diluicéo seriada

Os oleos essenciais foram diluidos de forma seriada em 14 concentracdes diferentes
(10.000, 5.000, 2.500, 1.250 e de 1.000 pg/ml para 500, 250, 125, 62,5; 31,25; 15,62; 7,81;
3,90; 1,95 pg/ml) em dimetil sulféxido (DMSO). Em seguida foram adicionados 100 pl dessas
solucdes em placas de 96 pogos contendo 100 pl de caldo Mueller-Hinton e 5 pl de suspensao
bacteriana. Cada teste foi realizado em triplicata e as placas foram incubadas em estufa, a 37°
C durante 24 horas. Como controle experimental, foram utilizados pocos apenas com caldo
Mueller-Hinton, pogos apenas com os 0leos essenciais, po¢cos com caldo Mueller-Hinton e

suspensao bacteriana e po¢os com a suspensao bacteriana com Gentamicina 100 pg/ml.

2.5. Determinacgéo da CIM e CBM

Apos o tempo de incubacdo as placas foram analisadas visualmente para determinacéo
da concentragao inibitéria minima (CIM), sendo seu valor a menor concentragdo do produto
natural (agente antimicrobiano) que inibiu visualmente o crescimento microbiano. Nos pogos
onde foram observados inibicdo do crescimento bacteriano, ou seja, cujo meio de cultura
permaneceu ndo turvo (auséncia de unidades formadoras de colénias ou crescimento inferior a
0,1% do inoculo inicial), 20 pL das suspensdes foram coletados e semeados em placas com
agar Mueller-Hinton em estufa a 37°C por 24 horas, para analise do crescimento bacteriano e

determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM).

2.6. Analise estatistica
Foi realizada andlise estatistica descritiva dos dados obtidos com proposito de auxiliar
na descri¢do do fendmeno observado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se valores médios de CIM (Tabela 1) mediante aplicacdo dos 6leos essenciais
de orégano, de pimenta rosa e de melaleuca, 2500 pg/ml, de 650 pg/ml e de 500 pg/ml para as
cepas de E. coli, respectivamente, enquanto que a concentragdo inibitéria minima dos

tratamentos se equivaleram em 500 pg/ml para o grupo bacteriano de S. aureus.



Tabela 1. Concentragéo inibitoria minima in vitro dos 0leos essenciais e as cepas de bactérias.

Concentracdo inibitéria minima (CIM) (ug/ml)?

Oleo essencial E. coli S. aureus
Orégano (Origanum vulgare) 2500 500
Pimenta rosa (Schinus terebinthifolia) 625 500
Melaleuca (Melaleuca alternifélia) 500 500

Valores médios da triplicata de amostras.

O potencial inibitorio in vitro dos 6leos essenciais utilizados no presente trabalho deve-
se provavelmente a presencga de compostos bioativos, como os isdmeros fenolicos carvacrol e
timol, os quais sdo predominantes no extrato de orégano (Gomes et al., 2019), pois apresentam
propriedades antibacterianas por algumas hipoteses em seu mecanismo de acdo: de interferéncia
no transporte ativo pela presenca do grupo funcional hidroxila, pelo vazamento de contetdo
celular por causa da permeabilidade facilitada e/ou inversdo do gradiente de ATP intracelular e
extracelular, o que pode gerar a apoptose bacteriana (Almeida, 2015; Kachur; Suntres, 2019).
E, segundo o trabalho desenvolvido por Leuthier et al. (2021), o qual corrobora o efeito
inibitério do dleo essencial de orégano, contudo com valores superiores de CIM 5000 pg/mi
para estes grupos patogénicos, ressalta-se neste presente estudo a possibilidade de utilizacdo de

concentragcdes menores, 2500 pg/ml e 500 pg/ml, deste 6leo como agente antibacteriano.

Avaliando o potencial antibacteriano dos 0leos essenciais de pimenta rosa e melaleuca,
foi observado que a CIM para o 6leo essencial de pimenta rosa foi de 625 pg/ml contra E. coli
e 500 pg/ml contra S. aureus, enquanto estudos anteriores divergem desses resultados,
reportando CIMs variando de 27000 pg/ml a 3375 pg/ml para S. aureus multirresistentes
(Teixeira et al. 2020). Em relacdo ao 6leo essencial de melaleuca, a CIM foi consistente para
ambas as espécies bacterianas, 500 pg/ml (Tabela 1), corroborando-se com valores semelhantes
de CIM (512 pg/ml) no trabalho de Sampaio et al. (2023). No entanto, divergéncias foram
observadas em comparacao aos resultados deste trabalho nos quais CIMs de 6,25 pg/ml para E.
coli foram relatadas por Oliveira et al. (2021), entende-se assim que ha efetividade

antimicrobiana desses extratos vegetais.

Pode-se, supor entdo que tais diferencas podem corresponder a variagdes nos métodos
de obtencéo dos 6leos essenciais, influenciando na concentragdo dos compostos ativos como 3-
pineno, a-pineno, limoneno e mirceno (Figueiredo et al., 2021), e também as diferentes
abordagens metodoldgicas na determinacdo das concentracdes, evidenciando a necessidade de

padronizacdo e rigor na conducgdo desses estudos.



No que diz respeito a CBM (Tabela 2), obteve-se as concentra¢cbes médias para 0s
0leos essenciais de orégano, de pimenta rosa e de melaleuca, 2500 pg/ml, 625 pg/ml e 5000
Hg/ml em frente as cepas de E. coli e 1250 pg/ml, 2500 pg/ml e 625 pg/ml para a bactérias

gram-positivas S. aureus, respectivamente.

Tabela 2. Concentrac¢do bactericida minima in vitro dos 6leos essenciais e as cepas de bactérias.

Concentracdo bactericida minima (CBM) (ug/ml)?

Oleo essencial E. coli S. aureus
Orégano (Origanum vulgare) 2500 1250
Pimenta rosa (Schinus terebinthifolia) 625 2500
Melaleuca (Melaleuca alternifélia) 5000 625

Valores médios da triplicata de amostras.

Em relacéo a eficiéncia bactericida do oleo essencial de orégano foi maior sobre as
cepas de S. aureus, provavelmente por sua composicdo estrutural de parede celular com a
camada espessa de peptideoglicano e membrana plasmatica em contraste a E. coli por possuir
uma bicamada lipidica externa além da mureina e da plaslema (De Andrade; Da Costa Darini,
2020; Filipa, 2022), sendo favorecido a atuacao dos compostos fendlicos presentes no 6leo que
causam a ruptura e extravasamento do meio intracelular (Santos et al., 2020) ocasionando a
letalidade da célula bacteriana. Singularmente, um estudo de Vivian et al. (2020) observou que
concentracdes de 125 pg/ml e 62,5 pg/ml de 6leo essencial de orégano demonstraram atividade

bactericida contra estas cepas respectivamente.

Os resultados referentes 8 CBM do 6leo essencial de pimenta rosa indicaram valores
de 625 pg/ml para E. coli e 2500 pg/ml para S. aureus (Tabela 2). Em contraste, Teixeira et al.
(2020) reportaram uma ampla variacdo de 27000 pg/ml a 3375 pg/ml para alcancar a CBM em
S. aureus multirresistentes. Essa disparidade pode ser atribuida a diferenca nas cepas
bacterianas utilizadas, uma vez que Teixeira et al. (2020) empregaram cepas resistentes a varios
antibioticos, obtidas em laboratorio, enquanto neste estudo foram utilizadas cepas padrdo da

espécie.

Quanto ao oleo essencial de melaleuca, foram obtidos valores de CBM de 5000 pg/ml
para E. coli e 625 pg/ml para S. aureus. Curiosamente, o maior valor médio encontrado nesse
trabalho para o efeito bactericida minimo foi do 6leo essencial de melaleuca frente a bactéria
gram-negativa E. coli (5000 pg/ml), cerca de 8x menos efetivo em relacdo a S. aureus quando

comparado aos achados na literatura (Hall et al. 2020; Oliva et al., 2018; Oliveira, 2021),



embora o efeito bactericida seja existente tanto para as gram-positivas e negativas (Favero,
2023).

Diante do comportamento supracitado de dosagens maiores para 0 CBM (Tabela 2),
pode-se justificar a necessidade de uma maior CBM para E. coli (bactéria gram-negativa) em
relacdo a S. aureus (bactéria gram-positiva) devido a diferencas celulares estruturais entre os
dois grupos de bactérias, onde as gram-positivas possuem uma parede celular com um arranjo
molecular que permite que moléculas hidrofobicas ultrapassem sua membrana, agindo tanto na
parede quanto no citoplasma celular, de modo que os compostos fenélicos, comumente

encontrados nos 6leos essenciais, exer¢cam sua fungdo bactericida (Vaz, 2021).

Portanto, as discrepancias entre os resultados deste estudo e os da literatura podem ser
atribuidas a uma série de fatores, como variac@es no tipo de solo, clima, praticas de manejo,
irrigacdo e outras técnicas agricolas, que podem influenciar na composic¢do quimica dos éleos
essenciais e, consequentemente, na eficacia de sua acdo bactericida (Gomes et al., 2019).
Apesar dessas nuances, o trabalho demonstrou efetividade bacteriostatica e bactericida in vitro

frente aos grupos bacterianos oportunizando o uso de conservantes na inddstria alimenticia.

4. CONCLUSAO

Os compostos bioativos presente nos 6leos esséncias de Melaleuca (Melaleuca alternifélia),
Orégano (Origanum vulgare) e Pimenta rosa (Schinus terebinthifolia) apresentaram efeito
inibitorio e bactericida contra as bactérias E. coli e S. aureus, sendo uma alternativa viavel em
substituicdo dos aditivos quimicos/sintéticos tradicionalmente utilizados na alimentacdo

humana.
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