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Atividade Antimicrobiana in vitro de diferentes genétipos do Oleo Essencial Lippia

gracilis Schauer frente a Bactérias Contaminantes de Alimentos

RESUMO

Lippia gracilis Schauer, Verbenaceae, € um arbusto com pequenas folhas aromaticas,
encontrado em regides semidridas do Nordeste do Brasil. E conhecida popularmente
como alecrim de tabuleiro e usada no tratamento de infeccdes da boca, garganta e pele.
Algumas espécies do género contém em sua composi¢cdo quimica o timol e carvacrol,
compostos majoritdrios de reconhecida atividade antimicrobiana. Esta pesquisa
objetivou avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de diferentes genétipos de Oleos
essenciais extraidos de plantas Lippia gracilis Schauer melhoradas geneticamente e de
suas misturas frente a bactérias contaminantes de alimentos. Os principais componentes
dos gendtipos de Lippia gracilis Schauer foram timol, carvacrol, p-cimeno, Y-
terpinemo, 1,8- cineole, B- cariofileno, mirceno, a- terpinemo e metil timol, sendo o
carvacrol o componente majoritario. Os 6leos de Lippia gracilis Schauer LGRA 106,
LGRA 107 e LGRA 110 na concentragdo de 50 uL/mL foram os que apresentaram
maior atividade antimicrobiana com halos de inibicdo entre 9,3 e 10 mm frente as
bactérias Bacillus cereus (Gram +)e Serratia marcescens (Gram-). Os 6leos LGRA 106
e LGRA 107 apresentaram os menores valores de CIM de 0,78 ug/mL para o Bacillus
subitilis e Listeria monocytogenes. A Pseudomonas aeruginosa foi o Unico micro-
organismo que nao apresentou inibicdo a nenhum dos genétipos testados. As misturas
dos 6leos LGRA106, LGRA107 e LGRA 110 aumentaram o potencial antimicrobiano
em relacdo aos Oleos isolados, sendo os maiores halos de inibicdo (de 17 a 27 mm)
obtidos para as bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. A maior inibi¢dao
ocorreu para Bacillus cereus (halo de inibi¢do de 27 mm) quando utilizado a mistura
contendo 50 uL. de LGRA106, 100 uL de LGRA107 e 50 uL de LGRA110. Os
diferentes genétipos de 6leos essenciais de Lippia gracilis, os quais foram obtidos de
plantas melhoradas geneticamente, apresentaram potencial como agente antimicrobiano
frente as bactérias testadas e a realizagdo de misturas de 6leos pode ser uma alternativa
para aumentar o poder antimicrobiano dos 6leos do que utilizados isoladamente.

Palavras Chaves: Atividade antimicrobiana, 6leos essenciais, Lippia gracilis ,micro-
organismo.



Antimicrobial activity in vitro of different chemotypes of Lippia gracilis Schauer

essential oil against against foodborne bacterial pathogens

ABSTRACT

Lippia gracilis Schauer, Verbenaceae, is a small shrub with aromatic leaves found in
semiarid regions of northeastern Brazil. It is popularly known as rosemary board and
used to treat infections of the mouth, throat and skin. Some species contain in their
chemical thymol and carvacrol, major compounds of known antimicrobial activity. To
evaluate the in vitro antimicrobial activity of different chemotypes of essential oils
extracted from plants Lippia gracilis Schauer genetically improved and their mixtures
against bacteria contaminating food. The main components of chemotypes of Lippia
gracilis Schauer were thymol, carvacrol, p-cymene, y-terpinemo, 1,8-cineole, -
caryophyllene, myrcene, a-methyl terpinemo and thymol, carvacrol being the major
component. The oils of Lippia gracilis Schauer LGRA 106, LGRA 107 e LGRA 110 at
a concentration of 50 mL/mL presented the highest antimicrobial activity with
inhibition zones between 9.3 and 10 mm on the bacteria Bacillus cereus (Gram +) and
Serratia marcescens (Gram -). The oils LGRA 106 and 107 had the lowest MIC values
of 0,78 mg/mL for Listeria monocytogenes and Bacillus subitilis. Pseudomonas
aeruginosa is the only microbe that showed no inhibition at any of the tested
chemotypes. Mixtures of oils LGRA106, and LGRA107 LGRA 110 increased the
antimicrobial potential in relation to oils isolated, being the largest zones of inhibition
(between 17 and 27 mm) obtained for the bacteria Staphylococcus aureus and Bacillus
cereus. The greater inhibition observed for Bacillus cereus (inhibition of 27 mm) when
used with LGRA106 50 uL, 100 pL of LGRA107 and 50 pL of LGRA110. The
different chemotypes of Lippia gracilis essential oils, which were obtained from plants
genetically improved, showed potential as an antimicrobial agent on the bacteria tested
and conducting mixtures of oils can be an alternative to increase the power
antimicrobial oils than used singly.

Palavras-chave:  Antimicrobial  Activity, Essential Oil, Lippia gracilis,
microorganisms.
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1. INTRODUCAO

Desde que o homem comecgou a elaborar seu préprio alimento, além do interesse
pelas caracteristicas sensoriais, também ganharam destaque as preocupagdes com as
doencas veiculadas por alimentos (DVA’s). As quais podem ser causadas pela ingestdao
de micro-organismos vidveis (infec¢do) ou de toxinas, por eles, produzidas
(intoxicac@o) em quantidades suficientes para o desenvolvimento de quadro patolégico
(BRASIL, 2001). As toxinfeccdes alimentares estdo relacionadas ao consumo de
alimentos que sofreram manipulacdo associada as mds condi¢cdes de manipulacdo de
armazenamento e acondicionamento, permitindo a exposicdo direta ao ambiente.
Fatores como a qualidade da matéria-prima, condi¢des ambientais, caracteristicas dos
equipamentos usados na preparagdo e condi¢des técnicas de higienizagdo sdo pontos
importantes na epidemiologia das DVA’s (VAN AMSON et al., 2006).

Aliado a preocupacdo com as DVA'’s, um dos grandes problemas da industria de
alimentos, além de garantir a qualidade microbiolégica dos alimentos, € aumentar a vida
de prateleira dos mesmos, ja que a maior parte dos alimentos de origem vegetal ou
animal se deterioram com facilidade. Essa perda € dependente de vérios fatores, como a
composi¢do do alimento, embalagem, condi¢des de armazenamento, presenga de micro-
organismos contaminantes, entre outros (JAY, 2005).

Logo, a crescente preocupagao com o tema qualidade de alimentos tem despertado o
interesse para o uso de vdrias ferramentas biotecnoldgicas na expectativa de atender a
oferta de um produto seguro e, a0 mesmo tempo, contemplar as exigéncias de
comercializacdo. Entre essas ferramentas, podemos destacar o uso dos 6leos essenciais
que tem ganhado importancia por apresentar atividade antimicrobiana frente a uma
grande variedade de micro-organismos. Devido a isto, os dleos essenciais, como
Syzygium aromaticum (cravo da india) (MENDONCA, 2004),0riganum vulgare
(orégano) (BUSATTA et al. 2007), Origanum majorana L (manjerona) (BUSATTA et
al. 2008), tem tido muitas aplicacdes na conservacao de alimentos crus e processados.

Virios pesquisadores tem demonstrado o potencial de Oleos essenciais como
conservantes naturais, os 6leos de Rosmarinus officinalis L.(alecrim), Cinnamomum
zeyalnicum L. (canela), Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho),
Ocimum  basilicum  (manjericdo), Origanum  majorana, tem  apresentado

atividadeantimicrobiana frente as bactérias Listeria monocytogenes, Staphylococcus



aureus, Escherichia coli, e Salmonella Enteritidis.(BARBOSA et al., 2009, CARSON
et al., 1996, NENOFF et al., 1996).

O Oo6leo essencial de Lippia gracilis Schauer tem demonstrado atividade
antimicrobiana frente a micro-organismos como os fungos Geotrichum candidum,
Trichoderma viride, Fusicoccum sp., Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium
sp e espécies de bactérias tais como Bacillus pumilus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterobacter
hormaechei (ALBUQUERQUE et al., 2006; DANTAS et al., 2010). A bactéria
Mycobacterium tuberculosis, conhecida por causar a tuberculose, também se mostrou
sensivel a acdo do 6leo de Lippia gracilis comparado ao uso de drogas sintéticas
(CAVALCANTI et al.,2006).

Misturas entre Oleos essenciais e/ou compostos podem aumentar a atividade
antimicrobiana em relacdo aos 6leos isolados devido ao efeito sinergético entre os
componentes, além disto a utilizacio de misturas em alimentos reduziria o sabor
residual dos 6leos, minimizando possiveis efeitos de rejeicao sensorial. (HAMMER et

al, 1999;. HOLLEY; PATEL, 2005).



2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de

diferentes gendtipos de dleos essenciais extraidos de Lippia gracilis Schauer e de suas

misturas frente a bactérias contaminantes de alimentos.

2.2.

Objetivos especificos

Determinar a atividade antimicrobiana de 7 genétipos de 6leo essencial por maio
da técnica de difusdo em discos frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes, Bacillus subitilis, Serratia marcescens;
Selecionar 2 gendtipos de 6leos essenciais com maior atividade antimicrobiana e
determinar as concentragdes inibitéria minima e bactericida minima destes 6leos
frente as bactérias listadas;

A partir dos genoétipos selecionados, realizar misturas e avaliar o potencial

antimicrobiano das mesmas frente as bactérias listadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. - Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sao compostos complexos naturais, volateis, caracterizados por
um forte odor e constituido por metabdlitos secundarios de plantas aromaticas,
geralmente localizadas em paises de clima temperado a quente como o Mediterraneo e
paises tropicais (MARINHO et al., 2011). Estes 6leos constituem-se em complexas
misturas de substancias volateis, geralmente lipofilicas cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, acidos
organicos fixos, entre outros, em diferentes concentra¢des, sendo um composto ativo
majoritario. Podem apresentar estruturas de maior massa molecular como cumarinas,
homélogos superiores de terpenos e fenilpropanos (SILVA, 2010; SIMOES; SPITZER,
2000). Eles podem ser sintetizados por todas as partes da planta, como por exemplo,
em brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou cascas, e
sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, as células da epiderme ou
tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008;BURT, 2004).

Conhecido pela sua atividade bactericida, fungicida e virucida e propriedades
medicamentosas e flavorizantes, os Oleos essenciais sdo usados em embalsamentos,
conservacgdo dos alimentos, como antibidticos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatdrio,
antiespasmoddico e anestésico local (BAKKALI et al., 2008; BUSATTA,2006). Na
natureza desempenham um papel importante na protecao das plantas e também servem
para atrair alguns insetos que favorecem a dispersdo de pdlen e sementes, ou mesmo
para repelir outros insetos indesejaveis (BAKKALI et al., 2008).

Embora os 6leos essenciais sejam bastante estudados, o seu uso em alimentos como
substancias antimicrobianas é bastante limitado devido a possibilidade de alteracdo do
sabor, pois doses eficazes contra micro-organismos podem mudara aceitabilidade do
produto. Como consequéncia, hd uma demanda crescente para conhecer as
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) dos 6leos essenciais, para que se possa
atingir um balanco entre a eficicia como agente antimicrobiano e a aceitabilidade
sensorial (KOUTSOUMANIS et al., 1998).

Normalmente os 6leos essenciais sdo obtidos por meio de vapor ou hidrodestilacao,
sendo o primeiro desenvolvido na Idade Média pelos darabes. O processo de extracdo

requer grandes quantidades de massa verde, tendo em vista que o 6leo representa cerca



de 0,05 até 10% da planta, quer seja da folha, caule, casca, raiz ou fruto (SANTOS et
al., 2000 apud BUSATTA, 2006).

A destilacdo a vapor (Figura 1) consiste em passar vapor a temperatura de
aproximadamente 100°C por um leito fixo de massa verde da planta aromatica. Pelo
efeito da temperatura do vapor em fluxo ascendente, ocorre o rompimento das células
odoriferas da planta aromdtica, em decorréncia do aumento da pressdo interna das
células devido a vaporizacdo parcial do 6leo em seu interior. O 6leo, em contato com o
vapor, é arrastado para a parte superior do vaso extrator até o condensador. Isto ocorre
devido a diferenca de pressdo entre a entrada de vapor no vaso extrator e o bocal de
saida de produto do condensador. Do bocal de saida do condensador, dgua e dleo
essencial em emulsdo (o condensado) sdo conduzidos por gravidade ao vaso de
decantagdo/separagao, chamado de vaso Florentino, onde ocorre a separacdo das fases.
Parte do dleo essencial que se mantém emulsionado na 4dgua forma de hidrolato

(CASSEL; VARGAS, 2008).
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Figura 1 - Aparelho de destilagc@o por arraste de vapor tipo Clevenger marca Marconi,
modelo MA480 (Adaptado SILVA et al., 2010).
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A hidrodestilagdo € o método de extracdo mais simples e consiste em um sistema no
qual a matéria prima € colocada juntamente com dgua em um baldo, acoplado a um
condensador por onde hé fluxo de dgua para refrigeracdo (Figura 2). A mistura dgua e
matéria prima sdo aquecidas diretamente. O vapor produzido na destilacdo condensa-se
no condensador e € recolhido. (JAKIEMIU, 2008).

Alguns pesquisadores tém extraido o6leos essenciais de vdrias plantas tais como:
Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho), Cinnamomum zeyalnicum
(caneleira), Lippia alba, Lippia alba f. intermédia (erva cidreira), Ocimum
basilicum(manjericdo) e Salvia officinalis (sdlvia), e outros. Esses 6leos extraidos tém
demonstrado acdo antimicrobiana contra diversos micro-organismos, principalmente os
deteriorantes de alimentos (BUSATTA er al., 2007, DAMBOLENA et al., 2010,
HUSSAIN et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2006, PASCUAL et al., 2001, SANTURIO,
2007).

. 4
Figura 2 —Aparato utilizado para extracdo de 6leos essenciais por hidrodestilagdo
(BUSATTA, 2006).

Os produtos naturais estdo sujeitos a variacdo do clima, altitude, solo, luminosidade
e essas variacOes influenciam diretamente nos produtos do seu metabolismo secundério
e, portanto no 6leo essencial. A relacdo entre os diversos compostos quimicos que
formam o Oleo essencial se modifica e, como consequéncia, a sua atividade
antimicrobiana pode ser anulada, aumentada ou ainda modificada (PEREIRA, 2010).
Em geral, na separacdo e isolamento dos componentes de um extrato ou dleo essencial,

utilizam-se métodos cromatograficos, tais como a cromatografia em coluna(CC),



cromatografia liquida sob vdcuo, cromatografia sob pressdo, cromatografia flash,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em camada
delgada(CCD), cromatografia em papel, cromatografia-contracorrente-gota-a-gota
(“dropletcountercurrent chromatography”; DCCC ou “micro droplet counter-current
chromatography”; MDCCC) (ANGIONI et al., 2006).

A Cromatografia Gasosa (CG) é uma das técnicas mais eficientes na elucidacdo de
um determinado composto, quer seja na industria ou nos laboratérios de pesquisa
cientifica. Vérios autores destacam a CG entre as melhores ferramentas analiticas e de
extrema utilidade na andlise de misturas complexa (AVATO et al., 2005;
BAGAMBOULA et al., 2004). Essa metodologia tem sido aplicada na determinacao de
teor de gases, moléculas organicas complexas, pesticidas, alguns metais, presenca de
impureza em uma substincia e, muitas vezes, numa primeira aproximagao, informa
sobre a identidade de um composto, sendo a técnica preferida para o estudo das

composi¢oes dos 6leos essenciais (MOYNA et al., 2002).

3.1.1. —Oleo de Lippia gracilis Schauer

A familia Verbenaceae Juss abrange cem géneros distribuidos em regides tropical e
subtropical de todo o mundo. O género Lippia Houst, cujo nome deriva de August
Lippi, um botanico italiano, € composto de cerca de duzentas espécies representadas por
ervas, arbustos e pequenas arvores que sao frequentemente arométicas e distribuidas nas
Américas Central e do Sul e territérios da Africa Tropical (TERBLANCHE,
KORNELIUS, 1996; PASCUAL et al., 2001).

O Brasil ¢ um dos maiores centros de diversidade, do referido tdxon, possuindo
aproximadamente de 70-75% de todas as espécies conhecidas (VICCINI et al., 2006),
principalmente na area abrangida pelos municipios de Mossor6-RN e Tabuleiro do
Norte-CE (LEAL et al., 2003). Na Guatemala e no Brasil, espécies de Lippia sp., Lippia
alba N.E. Brown e Lippia gracilis H.B.K. sdo aplicadas externamente para tratar
doencas cutaneas, queimaduras, feridas, ulceras: (LEMOS et al., 1992).

O género Lippia € tradicionalmente utilizado no tratamento de desordens
gastrintestinal, respiratoria e cutdnea Algumas espécies como Lippia oregnoides, e

Lippia sidoides t€ém mostrado atividade frente a bactérias como Staphylococcus aureus,



Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonela Enteritidis, Serratia marcescens e
Candida albicans (PESSOA et al., 2005; SANTOS, 2004).

A espécie Lippia gracilis Schauer (Figura 3), a qual na medicina tradicional
nordestina € popularmente conhecida como alecrim da chapada, alecrim de serrote,
alecrim pimenta, cidreira da serra ou alecrim de tabuleiro, € utilizada no tratamento de
infeccdes da boca, garganta e pele. A espécie € um arbusto ramificado de até 2 m de
altura, com caule quebradico, folhas simples, pequenas, com pouco mais de 1 cm de
comprimento, aromdticas e picantes, dotadas de nervacdo impressa claramente visivel.
Seu fruto € do tipo aquénio, muito pequeno, com sementes de germinacdo rara
(PASCUAL et al., 2001).E uma planta, que se caracteriza pelo acimulo em abundincia
de O6leos essenciais em tricomas glandulares, cuja composi¢do € compreendida
principalmente por timol e carvacrol como metabdlitos secunddrios, os quais exibem
forte atividade antimicrobiana (ALBUQUERQUE et al., 2006). A producdo desses
metabodlitos secunddrios estd intimamente relacionada a um conjunto de variagdes
morfoldgicas, anatdmicas e fitoquimicas resultantes de adaptacdes a condicdes

ambientais (SANTOS et al., 2004).

Figura 3- Lippia gracilis Schauer (Adaptado de MARCELINO et al., 2005)
Existem poucos estudos sobre as propriedades farmacoldgicas dessas espécies e a

maioria destes estudos concentrou sua atencdo na atividade antimicrobiana (OLIVEIRA
et al., 2008; ROCHA et al., 2011; DANTAS et al., 2010; NETO et al., 2010),efeitos

repelente, antifiingicos ou larvicida de 6leos essenciais ou diferentes extratos. Os dleos



essenciais desta espécie contém propor¢des varidveis de fitoquimicos antimicrobianos
de a¢do comprovada, o que potencialmente lhe confere atividade antibacteriana eficaz.
Embora sua composicdo e atividades bioldgicas indicarem diversas aplicacdes praticas
no controle de patégenos humanos na industria de alimentos e hospitais, a acdo do 6leo
essencial de Lippia gracilis sobre bactérias clinicamente importantes ainda nao foi

completamente avaliada(MELO et al., 2010).

3.2.  Atividade Antimicrobiana de Oleos Essenciais

Estudos demonstram que compostos fendlicos e terpendides inibem o crescimento
de uma grande variedade de micro-organismos. Este mesmo potencial foi detectado de
forma natural em algumas plantas medicinais, ervas e temperos, quando avaliados seus
Oleos essenciais, apresentando entre outras funcdes bioldgicas a atividade
antimicrobiana (BAGAMBOULA et al., 2004). A atividade antibacteriana de Oleos
essenciais pode ser influenciada por vérios parametros, com destaque para o tipo,
composi¢do, concentracdo, processamento e estocagem do 6leo essencial. Por outro
lado, o tipo de micro-organismo e composi¢ao do substrato utilizado para crescimento
do micro-organismo também podem fornecer resultados distintos para esta propriedade
dos 6leos essenciais (BERTINI ez al., 2005).

Segundo Lambert et al. (2001) na composi¢do dos 6leos essenciais hd compostos
que apresentam maior atividade antimicrobiana, sendo que a mistura de dois ou mais
compostos em quantidades adequadas, podem apresentar atividade antimicrobiana sobre
as bactérias mais resistentes. Além disso, o sinergismo entre compostos do 6leo deve ser
levado em conta (DELAMARE et al., 2007).

A quimica dos Oleos essenciais € complexa, mas geralmente os 6leos mais ativos
apresentam as principais moléculas que possuem atividade antibacteriana o carvacrol, o
timol e o eugenol (fendis). Logo apds os fendis, em ordem decrescente de
funcionalidade, situam-se os &4lcoois monoterpénicos, tais como linalol, geraniol,
terpineol, mentol e outros, seguido pelo grupo dos aldeidos, tais como o citral, geranial,
citronelal, cuminal e outros. Finaliza-se esta lista com o grupo das cetonas tais como
verbenona, tujona, mentona e carvona, € o grupo dos ésteres, tais como estragol e anetol

(NOVACOSK; TORRES, 20006).



Na sequéncia estdo apresentados alguns compostos de Oleos essenciais e seu

mecanismo de acdo sobre micro-organismos:

1. Carvacrol e timol: Timol possui estrutura similar ao carvacrol, diferem pela
localidade do grupo hidroxila sobre o anel fendlico. As duas substancias
parecem tornar a membrana permeavel (LAMBERT ez al., 2001). Ambas as
estruturas desintegram a membrana externa de bactérias negativas liberando os
lipopolissacarideos (LPS) e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica ao ATP. A presenca de cloreto de magnésio ndo influencia nesta
acdo sugerindo um mecanismo de quelagdo de cétions diferente na membrana

externa (HELANDER et al., 1998).
OH /L
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a. Timol b. Carvacrol

Figura 4: Estrutura quimica do timol (a) e do carvacrol (b) (CAVALCANTI, 2006).

2. Eugenol: Possui a capacidade de inibir a producdo de amilase e protease por
Bacillus cereus, degradando a parede celular e provocando a lise celular

(THOROSKI et al., 1989).
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Figura 5: Estrutura quimica eugenol(PINTO, 2012).

3. p-Cimeno: Precursor do carvacrol, é hidrofébico e provoca maior dano na

membrana citoplasmatica da bactéria do que o carvacrol (ULTEE et al.,2002).

HisC._ _CHs

e

CHs

Figura 6: Estrutura quimica p-cimeno(PINTO, 2012).

4. Carvona: Quando testado em concentra¢des maiores do que a sua concentracio

inibitéria minima (CIM) (ImM), o carvone dissipa o pH gradiente e o potencial
da membrana celular. O crescimento de Escherichia coli, Streptococcus

thermophilus e Lactobacillus lactis diminuiu de acordo com as concentragdes de
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carvone, sugerindo que ele atue perturbando o estado metabdlico geral da célula

(OOSTERHAVEN et al., 1995).

Figura 7: Estrutura quimica carvona (PINTO, 2012).

5. Cinamaldeido: E conhecido por ter acdo inibitéria sobre Escherichia coli e
Salmonella typhimurium em concentragdes de aproximadamente 0,1%, com as
do carvacrol e timol, mas ndo desintegra a membrana externa € nem provoca a
perda de ATP intracelular(HELANDER et al., 1998). O grupo carbonila tem
afinidade com proteinas prevenindo a acdo de aminoacidos descarboxilases em

Enterobacter aerogenes (WENDAKOON; SAKAGUCHI, 1995).

Figura 8: Estrutura quimica cinamaldeido (PINTO, 2012).

A atividade antimicrobiana dos Odleos essenciais in vitro tem sido amplamente
estudada sobre uma série de micro-organismos. O surgimento de bactérias
multirresistentes representa um desafio no tratamento de infec¢des, sendo assim notdria
a necessidade de encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para
uso no combate a esses micro-organismos (PEREIRA, 2010). Além disto, a propriedade

antimicrobiana dos 6leos essenciais é considerada de grande interesse para as industrias
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alimenticias, farmacéuticas e cosméticas desde que o uso de aditivos naturais ganhou
importancia como tendéncia na substituicdo dos conservantes sintéticos artificiais
(OKOH et al., 2010).

A susceptibilidade dos micro-organismos a determinado 6leo essencial depende das
propriedades deste 6leo, como sua composi¢cdo quimica e suas concentragdes, bem
como dos micro-organismos utilizados (SANTURIO, 2007). Embora haja excecdes na
literatura, em geral as bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis do que as bactérias
gram-negativas aos compostos lipofilicos dos 6leos essenciais. Uma possivel explicagdo
para esta atividade pode estar relacionada a dificuldade dos 6leos essenciais em difundir
a membrana externa, pois existe uma barreira hidrofilica que impede a passagem de
macromoléculas e combinacdes hidrofdbicas, embora nio seja totalmente impermedvel.
Da mesma forma, observa-se que os fungos sdo mais sensiveis aos compostos
lipofilicos dos Odleos essenciais do que as bactérias (HELANDER et al., 1998;
BAGAMBOULA et al., 2004).

Uma caracteristica importante, responsdvel pela acdo antimicrobiana que os 6leos
essenciais apresentam, sdo os componentes hidrofébicos que permitem a divisdo de
lipideos da membrana celular bacteriana, desintegrando as estruturas e tornando-a mais
permedvel. Os locais, ou estruturas, da célula bacteriana que sdo considerados sitios de
acdo para os componentes de produtos naturais sdo ilustrados na Figura9. Nem todos os
mecanismos de acdo agem em alvos especificos, podendo alguns sitios ser afetados em

consequéncia de outros mecanismos (BURT, 2004).
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Figura 9 -Locais e mecanismos de acdo que podem ser sitios para acdo de compostos
naturais na célula bacteriana (Adaptado de BURT, 2004)

Componentes de O6leos essenciais agem também em proteinas da membrana
citoplasmatica (PINTO, 2010). Hidrocarbonetos ciclicos poderiam agir sobre enzimas
ATPases que sdo conhecidas por estarem localizados na membrana citoplasmaética e
rodeadas por moléculas lipidicas e hidrocarbonetos lipidicos, os quais poderiam
distorcer a interacdo lipidioproteina, interacdo direta dos compostos lipofilicos com
partes hidrofébicas da proteina. Alguns 6leos essenciais estimularam o crescimento de
pseudomicélios, uma indicacdo de que pode atuar sobre enzimas envolvidas na sintese
de componentes estruturais das bactérias (SILVA et al., 2010).

Na Tabela 1 estdo apresentados alguns Oleos essenciais, seus componentes
principais e o0s micro-organismos para os quais foi demonstrada a atividade

antimicrobiana.
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Tabela 1: Principais componentes de alguns O6leos essenciais possuidores de

propriedades antimicrobianas

Oleo essencial Componentes Atividade antimicrobiana Referéncia
principais
Cinnamomum cinamaldeido, 4cido L. monocytogenes Lorenzi; Matos, 2002
zeylanicum cindmico, eugenol e  P. aeruginosa Trajano et al., 2009
(canela) linalol S. aureus
S. enterica
S. marcescens
Y. enterocolitica
E. coli
Origanum vulgare p-cimeno e Y- E. coli Hoferl et al., 2009
(orégano) terpineno ¢ S. subitilis Silva et al., 2010
carvacrol
Ocimum basilicum linalol e 1,8-cineol P. aeruginosa Hussain et al., 2008
(manjericdo) E. coli
Salvia officinalis terpendides como B. cereus, Lorenzi; Matos, 2002
(salvia) tujona, cineol, B. megatheriu Delamare et al., 2007
canfora, borneol, B. subitilis
A. hydrophila
A. sobria
K. oxytoca
E. coli
S. aureus
Rosmarinus 1,8 cineol, canforae E. coli Romeo et al.,2008
oficinalis borneol S. aureus Trajano et al., 2009
(alecrim) B. subitilis Dal Pozzo et al.,2011

Thymus vulgaris

timol e carvacrol

Listeria spp.

Gutierrez et al., 2009

(tomilho) Pozzatti et al.,2010
Lippia graveolens  carvacrol e o- Staphylococcus spp. Dal Pozzo et al.,2011
(lipia) cimeno

Coriandrum linaloole S. aureus Delaquis et al., 2002
sativum (coentro) E-2-decanal E. coli

L. monocytogenes
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Os Oleos essenciais apresentam duas principais caracteristicas como agentes
antimicrobianos: 1) sua origem natural, o que significa mais seguranca para 0s
consumidores e para o meio ambiente; e ii) sdo considerados como possuidores debaixo
risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana. A segunda caracteristica citada
toma como base o fato de que os Oleos essenciais sdo compostos por uma grande
variedade de constituintes, os quais, aparentemente, apresentam diferentes mecanismos
de atividade antimicrobiana, tornando, desta forma, mais dificil uma possivel adaptacao
dos micro-organismos frente a sua acio (DAFERERA et al., 2003).

Em relacdo aos 6leos essenciais de Lippia, os componentes encontrados em maior
frequéncia sdo: limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, canfora, linalol,a-pineno e timol. J4 o
6leo essencial de Lippia gracilis possui timol, carvacrol (monotorpenos) e o-copaene, p-
cubebene (sesquiterpenos) como componentes majoritarios (LEMOS et al., 1992).

A composi¢do quimica do 6leo essencial da Lippia gracilis reportada na literatura,
mostra flutuacdes quantitativas dos componentes majoritdrios, provavelmente devido as
condicdes genéticas, ndo padronizacdo de cultivo e clima. Em trés estudos realizados
demonstraram as seguintes variacdes na composicdo dos componentes majoritarios do
Oleo: carvacrol 47,8%, 11,8%, 54,4%; o timol 4,8%; 30,6%, 1,9% e o p-cimeno
19,2%,10,7% e 10,7% (LEMOS et al., 1992; MATOS, 1999; PESSOA et al., 2005). As
propriedades farmacoldgicas antimicrobianas, provavelmente devem-se ao fato de
possuir dentre outros compostos, os terpenos timol e o carvacrol.

Segundo Oliveira et al. (2008), os 6leos essenciais das plantas do género Lippia
podem ser uma alternativa para o controle de fungos contaminantes encontrados em
plantas. Em especial a espécie Lippia gracilis, diversos estudos tem demonstrado a
capacidade inibitéria dos seus Oleos essenciais sob contaminantes microbianos
(OLIVEIRA et al., 2008; ROCHA et al., 2011; DANTAS et al., 2010; NETO et al.,
2010). Ensaios antimicrobianos com este 6leo mostraram forte atividade frente a
bactérias Gram negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa; Salmonella spp.
Serratia marcescens, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia e
Gram positivas Staphylococcus, Streptococcus, fungos Saccharomyces e Trichophyton
(MATOS, 1999; PESSOA et al. 2005). Dantas et al. (2010), verificaram que o dleo
essencial de Lippia gracilis apresentou atividade inibitéria satisfatéria, demonstrando

um amplo espectro de acdo frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus
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epidermides e Listeria monocytogenes em concentragdes inibitorias minimas de 9, 14 e
20 uL/mL do dleo essencial.

Em relac@o as misturas de 6leos alguns pesquisadores t€m demonstrado a maior
eficiéncia destas como agentes antimicrobianos quando comparado aos 6leos isolados.
Djenane et al., 2011 tém demonstrado que os Oleos de Pistacia lentiscus e Satureja
montana foram mais eficazes frente a L. monocytogenes quando aplicados a carne
bovina moida. Gutierrez et al. (2008) constatou que o 6leo de orégano combinado com
tomilho em doses baixas pode ser considerada como um alternativa em potencial para o
controle de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, € as combinagdes de 6leo de
orégano € manjerona ou 6leo de tomilho e sdlvia podem ser tteis para o controle de
bactérias gram (-) e bactérias gram (+), respectivamente. LU Fei et al. (2011)
verificaram que combinagdes de Oleo de canela apresentaram um efeito aditivo ou
indiferente contra bactérias alimentares, indicando que este pode aumentar o efeito
antibacteriano em combinag@o com outros 6leos essenciais. Os 6leos essenciais de O.
vulgare e R. officinalis combinados em concentracdes sub-inibitérias foram eficazes na
inibicdo do crescimento e sobrevivéncia de organismos patogénicos € micro-organismos

deteriorantes associados a vegetais minimamente processados (AZEREDO et al., 2011).
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4. METODOLOGIA
4.1. - Materiais

Sete gendtipos de 6leos essenciais de planta Lippia gracilis Schauer (Figura 10),
denominados LGRA 106, LGRA 107, LGRA 108, LGRA 109, LGRA 110, LGRA 201e
LGRA 202, foram cedidos do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal
de Sergipe (UFS), localizado na Fazenda Experimental “Campus Rural da UFS”
municipio de Sdo Cristévao — SE. Os dleos essenciais foram extraidos das folhas por
hidrodestilacdo através de aparelho do tipo Clevenger no Laboratério de Fitotecnia do
Departamento de Engenharia Agrondmica da Universidade Federal de Sergipe (UFS). A
identificacdo e quantificacdo dos compostos dos Oleos essenciais foram realizadas e
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe.

Os componentes Carvacrol, a-Terpineno, B-Cariofileno e p-Cimeno foram
adquiridos no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sergipe, o Timol foi adquirido no laboratério de

Agronomia no Departamento de Agronomia.

Os meios de cultura, o caldo e 4gar Muller-Hinton foram adquiridos da
HIMEDIA, o emulsionante Tween 80 adquirido da VETEC, o solvente dimetilsulféxido
(DMSO) adquirido da SYNTH e o composto Cloreto de S6dio também da SYNTH.

Figura 10- Lippia gracilis Schauer
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4.2. Micro-organismos

As cepas dos micro-organismos Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442),Staphylococcus aureus (ATCC 13150), Bacillus cereus (ATCC 11778),Bacillus
subitilis(ATCC 19659), Serratia marcescens (ATCC 14756), Escherichia coli (ATCC
11229), Enterococcus faecalis (ATCC 51299) Listeria monocytogenes(ATTCC 15313)
e Salmonella Enteritidis(ATCC 13076)foram adquiridos da colecio de micro-
organismos de referéncia em vigilancia sanitdaria da Fundagdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ, conservadas em caldo Infusdo Cérebro Coragao (BHI) e solucao de glicerol
a 20%, na propor¢do de 1:1 e armazenadas em ultrafreezer a -80°C no laboratério de

microbiologia de alimentos da Universidade Federal de Sergipe.

4.3. Metodologia
4.3.1. Caracterizagdo dos 6leos essenciais

Todos os Oleos foram analisados no laboratério de cromatografia do
departamento de quimica da Universidade Federal de Sergipe. A andlise da composi¢cao
quimica foi realizada em cromatégrafo a gis acoplado a espectrdmetro de massas (CG-
EM; Shimadzu, modelo QP 5050°, Kyoto, Japao), equipado comum autoinjetor AOC-
201 (Shimadzu) e coluna capilar de silica fundida J&W Scientific (5%-fenil-
95%dimetilpoliloxano) de 30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um de espessura de filme, usando
He como gias de arraste com fluxo de 1,2 mL.min’l, temperatura de forno foi
programada mantendo-se constante a 50°C durante 1,5 min, seguido de um aumento de
4°C min™até atingir 250°C mantendo constante esta temperatura por 5 min; temperatura
do injetor de 250°C e temperatura do detector de 280°C; volume de injecdo foi de 0,5
uL de 6leo diluido em acetato de etila (25 mg.mL™); taxa de particdio do volume
injetado de 1:100 e pressd@o na coluna de 64,20KPa. As condi¢cdes do EM foram:
detector de captura idnica operando com ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV;
velocidade de varredura de 1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e
fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da. Os componentes do 6leo essencial
foram identificados através da comparacdo de seu espectro de massas com 0s espectros
existentes na literatura(ADAMS, 2007) e com espectros do banco de dados do
equipamento (WILEYS8 e NISTO05), bem como pela comparacdo do indices de retencdo

(IR), que foram determinados utilizando um série homologa de n-alcanos (Cg-Cjs)
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injetada nas mesmas condi¢Oes cromatograficas das amostras e calculados de acordo

com a equa¢do de Van den Dool & Kratz (1963).

4.3.2. Preparacdo das Suspensdes Microbianas

Uma al¢ada de cada massa celular microbiana (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella Enteritidis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Bacillus subitilis, Serratia marcescens) foi transferida para tubos de
ensaio contendo 4 mL de solucdo salina esterilizada (NaCl 0,85%).Em seguida, tais
suspensoes foram agitadas durante 2 min com auxilio de aparelho Vortex. Apds
agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez comparada ao tubo 0,5 da escala de Mc
Farland, o qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 1,5 x10°UFC/mL para

bactérias UFC/mL.

4.3.3. Preparacdo dos 6leos essenciais € dos componentes dos 6leos

Os sete gendtipos de 6leos essenciais foram preparados em Tween 80 a 1% nas
concentracdes de 20 uL/mL, 50 uL/mL, 80 uL/mL e 100 uL/mL. Os resultados foram
avaliados estatisticamente por andlise de variancia com teste de diferenca das médias
quando significativo (Teste de Tukey), empregando o programa SAS.

Os componentes, Carvacrol, a-Terpineno, p-Cariofileno e p-Cimeno foram
preparados na concentracao de 50 uL/mL em Tween 80 a 1%. J4 o componente Timol
foi preparado na concentracdo de 50 uL/mL em Tween 80 a 100%.

A atividade antimicrobiana dos 6leos e dos componentes foi avaliada através da
técnica de difusdo em discos conforme descrito no item 4.3.5.1.

Para os dois genétipos de dleo essencial que apresentaram maior halo de inibicao foi
determinada a concentra¢do inibitéria minima (CIM) e a concentragdo bactericida

minima (CBM).

4.3.4. Preparacio das Misturas dos Oleos

Os trés gendtipos que apresentaram maiores halos de inibi¢do frente as bactérias
citadas, foram utilizados para preparar as misturas dos Oleos. As misturas foram
preparadas utilizando-se combinagdes dos 3 dleos nos volumes de 20 uL, 50uL, 80 uL

e 100 uL, distribuidos em grupos 1, 2 e 3 conforme descrito na Tabela 2.Em cada um
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dos 13 volumes de 6leo foi adicionadol mL de solu¢do de tween 80 a 1%. Apds a
preparacao das misturas, estas foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana pela

técnica de difusdao em discos, sendo, portanto avaliado o tamanho dos halos de inibic¢ao.

Tabela 2- Preparacdo das misturas de 6leos, valores reais e codificados.

Grupo Misturas LGRA LGRA LGRA
106 (uL) 107 (uL) 110 (uL)

1 80 20 20

2 20 80 20

1 3 20 20 80

4 80 20 80

5 20 80 80

6 80 80 20

7 0 50 50

2 8 50 0 50

9 50 50 0

10 100 50 50

3 11 50 100 50

12 50 50 100

13 50 50 50

LGRA: Lippia gracilis Schauer.

4.3.5. Atividade Antibacteriana

A atividade antimicrobiana dos sete genétipos de 6leos essenciais de Lippia gracilis
Schauer, dos componentes dos 6leos e das misturas de Oleos foi determinada pela
técnica de difusdo em discos frente aos micro-organismos: Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442),Staphylococcus aureus (ATCC 13150), Bacillus cereus (ATCC 11778),
Bacillus subitilis(ATCC 19659), Serratia marcescens (ATCC 14756), Escherichia coli
(ATCC 11229), Enterococcus faecalis (ATCC 51299) Listeria monocytogenes (ATTCC
15313)e Salmonella Enteritidis(ATCC 13076).

4.3.5.1. Método de Difusido em Discos

O método de difusdo em discos foi realizado segundo protocolo descrito pela
NCCLS, 2008. Em placas de Petri 90 x 15 mm, de vidro, esterilizadas foi colocado
aproximadamente 20 mL de Agar Muller-Hinton e em seguida foi semeada uma al¢ada

do inéculo do micro-organismo teste, com swab descartdvel esterilizado. A seguir,
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discos de papel mata-borrdo de 6 mm de didmetro esterilizados foram embebidos com
10 uL de solugdo (6leo essencial, componente ou mistura de 6leo), em seguida no
maximo 4 discos foram colocados sobre o meio de cultura Agar Muller-Hinton em cada
placa contendo o micro-organismo (Figura 11). Os testes foram realizados em
quadruplicada e as placas foram incubadas a 35 °C + 2/24 h. Em uma placa também
semeada (Figura 12) com o inéculo foram testados como padrdes positivos discos dos
antibidticos: Tetraciclina (30 pg), Gentamicina (10 pg) e Cloranfenicol (30 ug) e como
controle negativo utilizou-se um disco com solu¢do de tween 80 a 1%. O critério de

selecdo foram didmetros de halos de inibi¢do de crescimento maiores que 6,9mm.

Figura 11.Discos de papel “mata borrdo” pressionados em superficie de dgar

semeado.

Figura 12.Discos dos controles positivos e negativos pressionados em superficie de
agar semeado (Clo = cloranfenicol; Te= tetraciclina; Ge= gentamicina; Tw= Tween 80 a

1% ).
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4.3.5.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentrac@o Inibitéria Minima (CIM) foi determinada para os 2 gendtipos de
6leo essencial que apresentaram maiores halos de inibi¢do frente as bactérias testadas.
Para os experimentos utilizaram-se placas de microtitulagdo, estéreis contendo 96 pogos
com fundo em formato U. O meio de cultura utilizado foi o caldo Muller-Hinton e
agente emulsificante, dimetilsulféxido (DMSO) a 1%. Foram realizadas diluicdes (400;
200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56 e 0,78 uL/mL) dos gendtipos dos Oleos
acrescido ao meio. Foram adicionados 100uL de caldo Muller-Hinton, em todas as
cavidades das colunas 2 a 12. Em seguida foram adicionados nos pocos da microplaca
da primeira coluna 200 uL da dilui¢do de 6leo a 400 uL/mL (meio+T80+6leo) de modo
que a primeira sequéncia de pocos apresentasse a maior concentragao do 6leo essencial,
e a décima primeira fila apresenta-se a menor concentracdo. Em seguida, adicionou-se
100 puL do inéculo, ajustado a escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x10® UFC/mL) nas
colunas de 1 a 11. Controles positivos e negativos foram feitos para determinar a
viabilidade celular e a auséncia de contaminagdo, sendo na coluna 11 o controle
positivo, pogos contendo o caldo Muller-Hinton e o in6culo, e na coluna 12 o controle
negativo, po¢os contendo o caldo Muller-Hinton e 6leo na concentragdo de 0,78 uL/mL.
As microplacas foram incubadas a 35 °C + 2/24 h. Os experimentos foram realizados
em triplicatas.

A CIM do dleo essencial foi determinada para cada cepa de bactéria por meio de
observacdo visual, tomando como base o fato de que o crescimento destes micro-
organismos nos po¢os da placa de microdiluicdo ocorre por meio da formagdo dos
chamados botdes de crescimento (aglomerado de células). Desta forma, considerou-se
como CIM a menor concentragdo do 6leo essencial capaz de provocar uma inibi¢ao

visual total do crescimento da cepa obtida no final do periodo de incubagao.

4.3.5.3. Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Dos pocos onde ndo houve crescimento microbiano visivel foram retirados 100 uL
de amostras e semeados em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton espalhadas
com alcas de Drigalsky. As placas foram incubadas a temperatura de 35 °C + 2/24 h. A
CBM foi aquela onde se observou auséncia de crescimento de coldnias bacterianas nas

placas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composi¢ao dos dleos essenciais

A composicdo dos 6leos analisados de Lippia gracilis Schauer foi semelhante ao
relatado na literatura (ALBUQUERQUE, 2005; LEMOS er al., 1992). A analise
cromatogrifica permitiu identificar, em média, cerca de 40 compostos representando
99% dos 6leos essenciais identificados, os indices de retenc@o e as quantidades obtidas
estdo demonstradas na Tabela 3. Os principais componentes dos genétipos de Lippia
gracilis Schauer foram: o timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpinemo, 1,8- cineole, B-

cariofileno, mirceno, a- terpinemo e metil timol (Figural3).
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Tabela 3 - Constituintes quimicos dos 6leos essenciais das de Lippia gracilis Schauer.

LGRA 106 LGRA 107 LGRA 108 LGRA 109 LGRA 110 LGRA 201 LGRA 202
Composto % ﬁ) % (ﬁi} % (ﬁi};) % (ﬁi};) % (inRil;) % (ﬁi};) % (inRil;)
a-Thujeno 045 6567 098 6558 099 6564 085 6575 095 6575 128 6575 1 6575
a-Pineno 028 6789 024 6783 036 6789 026 6800 033 6800 0,36 6800 0,28 6800
Canfeno NE NE NE NE 025 7306 NE NE NE NE 026 7308 0,43 7300
b-Pineno 0,16 8200 NE NE 015 804 NE NE NE NE 012 8208 NE NE
Mirceno 412 8592 2,65 8592 2,05 8597 2,06 8608 3,1 8608 32 8608 3,02 8608
Sabineno 0,15 4021 NE NE NE NE NE NE NE NE 014 8050 NE NE
a-Felandreno NE NE 006 016 NE NE NE NE 128 228 023 9175 0,14 9175
a-Terpineno 1 9542 228 9533 1,8 9539 1,82 9550 228 9550 3,01 9550 2,24 9550
p-Cimeno 6,7 9817 11,46 9817 11,75 9820 12,69 9825 12,87 9825 13,74 9825 1297 9825
Limoneno 036 9975 039 9967 038 9975 021 9992 037 9992 044 9992 0,42 9992
1,8 Cineole 393 10083 0,62 10075 2,11 10083 NE  NE 2,5 10100 15 10100 0,73 10100
g-Terpineno NE NE 13,52 11025 882 11028 8,56 11033 11,81 11033 21,11 11033 11,99 11033
d-3-Careno NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 012 9258 NE NE
y-Terpineno 3,66 11025  NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
Linalool 042 12575 081 12558 044 12569 0,72 12592 055 12592 0,72 12575 0,73 12575
Terpinoleno NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0,13 12017
Terpinen-4-ol NE NE 057 15542 NE NE 061 15558 0,63 15558 0,57 15558 0,65 15558

QTD do composto (%): Quantidade do Composto e Porcentagem. IRR: Indice de retengio relativo. LGRA: Lippia gracilis Schauer.
NE: Nao Encontrado.
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Continuacao da Tabela 3 - Constituintes quimicos dos 6leos essenciais das de Lippia gracilis Schauer.

LGRA 106 LGRA 107 LGRA 108 LGRA 109 LGRA 110 LGRA 201 LS(EA
IRR IRR IRR IRR IRR IRR IRR
Composto % (min) % (min) % (min) % (min) % (min) % (min) % (min)
cis-hidrato de 0.21 11467 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
Sabineno
Borneol NE NE NE NE 0.18 15233 NE NE NE NE 0.58 15242 0,83 15242
Canfora NE NE NE NE 046 14306 031 14317 NE NE NE NE NE NE
Terpinen-4-ol 0.57 15550  NE NE 058 15547 NE NE NE NE NE NE NE NE
Metil NE NE NE NE 018 17667 023 17683 NE NE NE NE 0.18 17683
carvacrol
a-Terpineol 0.33 16108 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
Metil timol 8,32 17342  NE NE 585 17339 NE NE NE NE NE NE NE NE
Timol 5926 19600 451 19542 3,65 19547 321 19558 4892 19558 579 19558 4,03 19588
Carvacrol 0.88 19861 4324 19858 471 19867 49 19867 445 19867 3529 19867 4729 19867
b-Cariofileno 8,57 24011 62 24008 393 24008 7,77 24014 445 24017 626 24017  3.83 24017
a-trans 0,22 12234 032 24450 026 24458 0,67 24475 036 24475 046 24475 025 24475
Bergamoteno
a-Humuleno 0.47 25200 0,84 25192 1 25197 038 25208 034 25208 0.5 25208 029 25208
nOAmmadre“de 0,22 24633 04 24617 0,82 24622 0,61 24633 026 24633 029 24633 028 24633
Viridifloreno 0.23 26350 0,78 26350 1,03 26353 084 26358 028 26358 051 26358 043 26358

QTD do composto (%): Quantidade do Composto e Porcentagem. IRR: Indice de retengio relativo. LGRA: Lippia gracilis Schauer.
NE: Nao Encontrado.

26



Continuacao da Tabela 3 - Constituintes quimicos dos 6leos essenciais das de Lippia gracilis Schauer.

LGRA 106 LGRA 107 LGRA 108 LGRA 109 LGRA 110 LGRA 201 LGRA 202
IRR IRR IRR IRR IRR IRR IRR
Composto % (min) % (min) % (min) % (min) % (min) % (min) % (min)
nOB1°1°1°germacre 0.21 13254 1.4 26500 195 26527 0,56 26517 0,39 26517 1.06 26517 042 26517
b-Bisaboleno NE NE 026 26908 NE NE 054 26917 0,34 26917 023 26917 0,23 26917
Espatulenol 0,19 29067 0,62 29067 136 29070 0,58 29075 0.33 29075 0.7 29075 NE NE
Oxido de 056 29233 0,58 29242 0,62 29245 0,72 29250 0,56 29250 082 29250 0,58 29250
Cariofileno
7-epi-a-Selineno ~ NE NE 0.66 27258 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
Acetato de NE NE NE NE NE NE 0.43 22767 NE NE NE NE 0.46 22767
carvacrol
Spatulenol NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.48 29075
Nio identificado 0,51 29617 091 30328 051 25945 058 25950 NE NE 048 26177 0,64 26108
Nio identificado ~ NE NE 044 31733 046 26172 046 26183 NE NE 0,19 29642 0,23 29633
Nio identificado ~ NE NE 076 26064 035 29367 0,55 29625 0,54 25950 NE NE NE NE

QTD do composto (%): Quantidade do Composto e Porcentagem. IRR: Indice de retencio relativo. LGRA: Lippia gracilis Schauer.
NE: Nao Encontrado.
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Figura 13-Constituintes quimicos principais dos gendtipos de 6leos essenciais de Lippia gracilis Schauer.
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O composto carvacrol foi o que apresentou maior percentual na maioria dos
genotipos analisados, sendo nos 6leos LGRA 107, LGRA 108, LGRA 109, LGRA 110,
LGRA 201 e LGRA 202 encontradas porcentagens de 42,21%,48,12%, 50,21%,
49,69%, 34,8% e 49,7%, respectivamente. O 6leo LGRA 106 foi o que apresentou
concentracdo muito baixa deste composto de 0,43%, sendo o timol o seu composto
predominante com 56,32%. As porcentagens de timol nos 6leos LGRA 107, LGRA
108, LGRA 109, LGRA 110, LGRA 201 e LGRA 202 foram de 4,43%, 4,02%, 3,57%,
3,72%, 5,81% e 3,86%, respectivamente. O composto p-cimeno foi encontrado nos
6leos LGRA 106, LGRA 107, LGRA 108, LGRA 109, LGRA 110, LGRA 201 e LGRA
202, nas porcentagens de 6,83%, 10,5%, 11,05%, 11,03%, 13,1%, 13,36%, e 12,77. Os
outros compostos apresentaram percentuais relativamente menores para todos os
gendtipos analisados. O 1,8- cineol ndo foi identificado no LGRA 109, o qual segundo
Kokubo et al. (2004) apresenta importante atividade antimicrobiana, induzindo a perda
de componentes celulares e inibindo a respiragdo microbiana.

Diferentemente deste trabalho, alguns pesquisadores t€ém obtido para outras
espécies de Lippia, maior porcentagem de timol e menor de carvacrol. Botelho et al.
(2007) obtiveram para o 6leo de Lippia sidoides teores de timol, carvacrol e p-cimeno
de 56,6%, 16,7%, 7,1%, respectivamente e Fontenelle et al., 2007 encontraram para o
mesmo 6leo 59,6 de timol, 10,6 % de E-caryophyllene e 9,0% de p-cimeno. Ja Owolabi
et al., 2009 tem encontrado em o 6leo de Lippia multiflora teores de 1,8-Cineole e
Sabinene de 60,5 e 16,9 %, respectivamente.

A sensibilidade das bactérias ao 6leo essencial de Lippia gracilis pode estar
relacionada a interagdes dos seus componentes majoritarios, carvacrol e timol com os
lipideos da parede celular apds a qual haveria desorganizacdo na sua estrutura. Esta
hipdtese foi confirmada em estudos com Escherichia coli e Salmonella typhimurium nos
quais o timol e o carvacrol em concentragdes inibitérias do crescimento microbiano
desintegrou a membrana externa (KNOBLOCH et al., 1988; LEMOS efal.,1992).0
carater lipofilico destes monoterpenos ciclicos os conduzird preferencialmente para a
membrana citoplasmatica. Isto resultard na expansao, aumento na fluidez membranar e
inibi¢do de enzimas ligadas a respiragdo celular (AGUIAR; MATOS, 1983).

Foram avaliadas as atividades antimicrobianas dos compostos isolados timol,

carvacrol, g-terpinemo e b-cariofileno e p-cimeno e os resultados estdao demonstrados na
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Tabela 4. O carvacrol foi o composto que apresentou maiores halos de inibi¢do para
todas as bactérias testadas, de 27 a 19mm, com excecdo da Escherichia coli(gram -)e
Pseudomonas aeruginosa(gram -), as quais nao apresentaram inibicao pelo carvacrol. O
timol também apresentou inibicdo frente a maioria das bactérias testadas, com a
formacdo de halos de 16 a 12 mm, entretanto para as bactérias Serratia
marcescens(gram -), Escherichia coli(gram -) e Pseudomonas aeruginosa(gram -), nao
houve inibi¢ao do crescimento.

Para os demais compostos ndo houve formacao de halos de inibi¢do frente as
bactérias testadas, sendo considerados compostos que ndo apresentam atividade
antimicrobiana na concentra¢do de 50 uL/mL. Apenas para a bactéria Bacillus subitilis
(gram +)foi observada inibicdo com a formacdo de halo de 8,5mm, tanto para o g-
Terpinemo, quanto para o b-Cariofileno, porém a inibi¢ao foi inferior a obtida com os
outros compostos testados. O maior halo de inibicdo, 27 mm, foi obtido para o
composto carvacrol frente a Listeria monocytogenes(gram +), seguido do Bacillus
subitilis com halo de 26 mm. Observou-se que o B. subitilis (gram +)foi o micro-
organismo que apresentou maior sensibilidade, pois se mostrou sensivel a todos os
compostos testados, com excecdo do p-cimeno que ndo apresentou a formacao de halo
de inibic¢do.

Pesquisadores tém demonstrado que o carvacrol afeta principalmente a parede
celular das bactérias. O composto tende a tornar os componentes (proteinas e lipideos)
da membrana externa mais expostos & superficie causando um aumento na rugosidade
da parede celular das bactérias gram negativas. Por outro lado a superficie das bactérias
gram positivas tratadas com carvacrol aparece menos rugosa, porém mais irregular do
que a das bactérias gram negativas. Uma hipdtese para este efeito seria que o carvacrol
se move através da camada de peptideoglicano e entdao age na membrana citoplasmética
da célula. Além disto, tem sido observado que todas as células tratadas com carvacrol
apresentam diminui¢cdo no tamanho, comprimento e diametro, tal efeito pode ser
atribuido a perda de fluidos citosélicos das células (LA STORIA et al, 2011).

Ultee et al.,(1998) verificaram que o carvacrol, na concentragdo de 0,75
mmol/L, ou superior é bactericida contra patégenos de origem alimentar, como o
Bacillus cereus. Os resultados mostraram que a fluidez da membrana € um fator

importante que afeta a sensibilidade de Bacillus cereus(gram +) para carvacrol, mas
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provavelmente ndo € o unico fator. A atividade antimicrobiana do timol na concentragdo
de 40 mg/mL foi também observada por Tippayatum e Chonhencho (2007), frente as
espécies de bactérias, tais como Listeria monocytogenes(gram +), Staphylococcus
aureus(gram +), Bacillus cereus(gram +), Escherichia coli(gram -).

Estudos realizados com outras espécies vegetais, cujo 6leo essencial apresentada
carvacrol e timol, na sua composicdo quimica, mostraram resultados similares aos
obtidos neste trabalho. Oleos essenciais de Origanum calcaratum e Origanum scabrum,
rico em carvacrol, foram ativos contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis (DEMETZOS et al., 2001). Da mesma forma, os 6leos extraidos a partir de
duas espécies de Thymus inibiu o crescimento de Escherichia coli; Staphylococcus

aureus; Bacillus subitilis e Klebsiella pneumoniae (RASSOLI; MIRMOSTAFA, 2003).
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Tabela 4-. Média dos Diametros dos halos formados dos compostos testados na

concentracdo de S0uL/mL

BACTERIA Timol Carvacrol  g-Terpineno b-Cariofileno p-Cimeno
Pseudomonas aeruginosa 6+0 640 640 6+0 60
Staphylococcus aureus 1242.1 17+1.4 640 6+0 60
Bacillus cereus 16+3.5 24435 6+0 6+0 60
Bacillus subitilis 15+0 26435 8,5+0.7 8,5+1 6+0
Serratia marcescens 6+0 14421 620 6+0 6+0
Escherichia coli 6+0 60 6+0 6+0 60
Listeria monocytogenes 13£1.1 27+2.1 640 6+0 6+0
Salmonella Enteritidis 1540 1940 60 6+0 6+0

5.2. Atividade antimicrobiana dos genétipos de 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais frente as bactérias Escherichia
coli(gram -), Staphylococcus aureus(gram +), Salmonella Enteritidis(gram -), Bacillus
cereus(gram +), Pseudomonas aeruginosa(gram -), Listeria monocytogenes (gram +),
Bacillus subitilis(gram +)e Serratia marcescens(gram -)foi determinada pela técnica de
difusdo em discos, e os resultados dos halos de inibi¢do estdo demonstrados na Tabela
5. Observou-se que o 6leo LGRA 106 apresentou halos de inibi¢do de 7,1 a 9,9 mm,
para todas as bactérias testadas, com excecdo da Pseudomonas aeruginosa. O LGRA
107 apresentou halos de inibicao de 7,0 a 10,0 mm, para todas as bactérias testadas, com
excecdo da Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subitilis e Escherichia coli, j4 o LGRA
110 os halos apresentaram de6,5a 9,7 mm para todas as bactérias testadas, com exce¢ao
da Pseudomonas aeruginosa. Para as bactérias testadas, os 6leos LGRA 108, LGRA
109, LGRA 201 e LGRA 202 apresentaram halos de inibicdo menores do que os obtidos
com os 6leos LGRA 106, LGRA 107 e LGRA 110.

Nenhum dos gendtipos testados apresentou atividade antimicrobiana frente a
bactéria Pseudomonas aeruginosa. Para os 6leos LGRA106, LGRA107, LGRA108 e
LGRA110, LGRA201 os maiores halos de inibi¢do foram obtidos para as bactérias
Serratia marcescens (halos de 9,0 a 10 mm) e Bacillus cereus (halos de 7,5 a 9,9 mm).
A maior atividade antimicrobiana foi o 6leo LGRA 107 frente a bactéria S. marcescens,
onde se obteve halo de inibi¢do de 10 mm. O LGRA 109 foi o 6leo que apresentou

menor inibi¢ao frente as bactérias testadas, pois sé formou halo de inibi¢ao (8 mm) para
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apenas uma bactéria a S. marcescens. Dantas et al. (2010) obteve para o Lippia gracilis
nao-diluido, halos de inibi¢do maiores do que os obtidos neste trabalho, sendo 34, 36 e
40 mm frente as bactérias Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermis , respectivamente. Neto et al.(2010) obteve para o Lippia
gracilis Schauer halos de inibi¢do de 26 e 25 mm frente ao Staphylococcus aureus, nas
concentracoes 10 e 5% (v/v) respectivamente.

Segundo Burt (2004) a maioria dos estudos que investigam a acdo dos 6leos
essenciais em relacdo aos micro-organismos patogénicos em alimentos concordam que,
geralmente, os Oleos sdo ligeiramente mais ativos para as bactérias Gram-positivas do
que para as Gram-negativas. As espécies Gram-negativas s30 menos susceptiveis a acao
dos Oleos essenciais devido a existéncia de uma membrana externa que circunda a
parede celular, a qual restringe a difus@o de compostos hidrofébicos. No entanto, neste
estudo os Oleos essenciais de Lippia gracilis foram mais eficazes tanto para bactérias
gram + como gram — tendo em vista que os maiores halos foram obtidos para a Serratia
marcescens (gram +) e o Bacillus cereus (gram —). Pesquisadores como Ushimaru et al.
(2007)verificaram que extratos metandlicos de cravo-da-india (Caryophyllus
aromaticus L.) foram mais eficazes frente as bactérias gram+ e extratos metandlicos de

alho (Allium sativum L.) frente as bactérias gram-.
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Tabela 5- Atividade antimicrobiana dos Oleos Essenciais de Lippia gracilis e dos controles positivos e negativos.

Média dos Didmetros dos Halos (mm)

GENOTIPOS (50 uL/mL) CONTROLES

) LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA | TET* CLO*  GEN* TWEEN
BACTERIA 106 107 108 109 110 201 202 (+) (+) (+) 1%(-)
Pseudomonas aeruginosa ¢ .0 60100 6,000 6,0£0,0 60200 60£0,0 6000 | 140+11,3 105464 80428 60%0,0
Staphylococcus aureus ¢ .08 78105 6,8+0,5 6305 8,0+08 7.0t14 65504 | 265421 27,5435 26,5449 6,5+0.7
Bacillus cereus 99432 9317 84x18 6,5+0,6 9,5+3,0 7,5+1,7 6,0£0,0 |24,5£12,0 25,5+0,7 24,0+113 6,0£0,0
Bacillus subitilis 73412 60800 7712 6306 8,0+17 6712 7.0+17| 22,0600 24.0£00 250+00 65407
Serratia marcescens 97412 10,0£1,7 8,3%0,6 8,0£1,0 9,7+0,6 9,320,6 9,0£0,0 | 13,5¢2,1 27,042,8 17,0242 6,0£0,0
Escherichia coli 71214 60200 60200 60£0,0 6506 60400 60+00| 12,5402 240414 85435 60+0,0
Listeria monocytogenes g 3406 77415 7,7:06 6000 6712 60400 63406 | 31,5435 255:49 250:00 60400
Salmonella Enteritidis 73+1,3 70408 6,5¢0.6 6,0+0,0 6,5+10 6,9+1,0 6,020,0 | 22,5407 14,5+12,0 26,5449 6,0+0,0

LGRA: Lippia gracilis Schauer.*TET = tetraciclina, CLO*= cloranfenicol, GEN*= gentamicina.
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Os 6leos de Lippia gracilis Schauer 106, 107 e 110 foram os que apresentaram
melhor atividade antimicrobiana frente a maioria das bactérias testadas, portanto foram
selecionados para a realizacao das misturas de 6leos.

A atividade antimicrobiana de cada 6leo foi avaliada nas concentragdes 20 pL,
50uL, 80uL e 100 pL, os resultados estdo demonstrados na Tabela 6.Menor atividade
antimicrobiana foi obtida quando utilizado éleos na concentragio de 20 uL/mL frente as
bactérias testadas, para todos os genétipos. Para o LGRA 106 nas concentragdes acima
20 uL/mL, os valores ndo diferem entre si estaticamente, sendo a média dos halos de
inibicdo de 8,0 mm para concentracdo de 50 uL/mL, 8,5 mm para a de 80 uL/mL e 8,7
mm para a de 100 uL/mL, para todas as bactérias testadas. Para os 6leos LGRA 107 e
110 verificou-se que os maiores halos inibitérios formados frente a todas as bactérias
foram obtidos em concentracdes >80 uL/mL. Na concentracdo de 80 uL/mL a média
dos halos de inibi¢do foi de 8,6 mm e 9,5 mm e na concentragdo de 100 pL/mL a média
foi de 9,2 mm e 10,8 mm, para os 6leos LGRA107 e LGRA110, respectivamente. Por
outro lado, os halos de inibicdo destes 6leos nas concentra¢des de 20uL/mL e S50uL/mL
nao diferiram entre si estaticamente ao nivel de 5% de significancia.

O 6leo LGRA 106 apresentou maiores halos frente as bactérias testadas, nas
concentracdes de 20 uL/mL e 50 uL/mL média de todas as bactérias de 6,9 e 8,1 mm
respectivamente, entretanto quando a concentracao foi aumentada para 80 uL/mL e 100
pL/mL o 6leo LGRA 110 apresentou halos de inibi¢do maiores, com valores maximos
de 12 mm para o Bacillus cereus(gram +) e 16 mm para a Listeria monocytogenes
(gram +), respectivamente. A bactéria B. cereus foi a que apresentou maior
sensibilidade ao 6leo LGRA 106 na concentragdo de 100 uL/mL com halo de inibicdo
11,7 mm e ao 6leo LGRA 107 na mesma concentragdo na qual se obteve halo de
inibicdo de 16 mm. O Bacillus subitilis (gram +)apresentou maior sensibilidade ao 6leo
LGRA 110, tendo apresentado nas concentracdes de 20, 50, 80 e 100 uL/mL, halos de
inibicao de 8,3mm, 8,0 mm e 11,7 mm e 15,7mm respectivamente.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa(gram -) foi a tnica que ndo apresentou
sensibilidade a nenhum 6leo testado, em nenhuma das concentra¢des. Pesquisadores
também tem relatado a resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos

(CHEN et al., 1995, ZIHA-ZARIFI et al., 1999, JONES et al., 2000, PAVIANI et al.,
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2004). Em relagdo aos controles positivos, observou-se que hd uma formacgao de halos

inibitérios maiores do que os halos formados pelos gendétipos, chegando até a 26,5 mm.
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Tabela 6.Didmetro dos halos de inibi¢io em (mm) na concentracio de 20, 50, 80 e 100uL/mL dos Oleos Essenciais de Lippia

gracilis.

Média dos Diametros dos Halos (mm)

Concentragdes testadas

LGRA 106 (uL/mL) LGRA 107 (uL/mL) LGRA 110 (uL/mL)
BACTERIA 20 50 80 100 20 o0 | 80 100 20 50 80 100
Pseudomonas aeruginosa | ¢ 6,008 6,0400°  6,0£00°  6.0+00° | 60£00" 60£00" 6.000"°  60£00° |6.0:0.0° 60£00™ 60+00° 6,000
Staphylococcus aureus | 6 3,06+ 80408 77+06" 8.0:00" | 6.7412° 7.8£05° 77+06°" 83%06° [6,0:0.0° 80£08" 7T.0£1.0°" 77406
Bacillus cereus 7,7£0,6*  9,9+32° 107+12° 11,7257° | 7,3:0,6" 93+1,7° 10,7£12"" 16,043,5°|6,3+0,6° 9,5+£30™ 12,0+3,0°° 14,0£1,7°
Bacillus subitilis 73:06° 73+12° 93:12" 107432 | 67406" 6,0:00° 07438°° 11,010 (83£15° 80£17% 117423 157438
Serratia marcescens 73£0,6* 97+12° 87+12°  83x12° |7,0600" 100+1,7" 73+06"° 9312 |7,0:0,0° 9,7+0.6™ 9,0+1,0°°  9,0:0,0*
Escherichia coli 7,0£00° 7,1x14° 7,720,6°  7,7+1,5" |6,0£00° 6,0£00"  830,6*" 87+0,6* |6,0£00° 65+06™ 9,0£1,0"  9,3+0,6°
Listeria monocytogenes | 7 6.00*  93+06° 87+06" 83:21" | 67406 77£15" 93+2.1°"  80£17° [63£0.6° 67£12% 10715 16,0452
Salmonella Enteritidis | 6 3,06 73:13"  9740.6"  9312" |73£12" 7.0£08" 100£10°" 93%06° |6,7406 65510 87+12°°  93:21°

LGRA: Lippia gracilis Schauer. As médias dos halos acompanhadas pelas letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de

Tukey, sendo a= ab e b=ab/ b=bc e c=bc.
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5.3.  Determinac¢do da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima(CBM)

A CIM e CBM dos 6leos essenciais de LGRA 106 e LGRA 107 frente as bactérias
Escherichia coli(gram -), Staphylococcus aureus(gram +), Salmonella Enteritidis(gram
-), Bacillus cereus(gram +), Pseudomonas aeruginosa(gram -), Listeria
monocytogenes(gram +), Bacillus subitilis (gram +) e Serratia marcescens(gram -) foi
determinada pela técnica de microdilui¢do e os resultados estdo demonstrados na Tabela
7. Para o 6leo LGRA106 e LGRA107 obteve-se valores de CIM e CBM de 200 e 400
pg/mL, respectivamente, para as bactérias Pseudomonas aeruginosa (gram -) e
Staphylococcus aureus (gram +). Para as cepas de Escherichia coli (gram -) e
Salmonella Enteritidis (gram -) os valores de CIM e a CBM do 6leo LGRA106 foram
maiores que 400 ug/mL para ambos os micro-organismos, ja para o 6leo LGRA 107 os
valores de CIM foram de 200 e maiores que 400 ug/mL, respectivamente e os valores
de CBM foram maiores 400 pg/mL para ambos os micro-organismos. Para o Bacillus
cereus os valores da CIM dos LGRA106 e LGRA 107 foi de 200 e 100 pg/mL e os
valores da CBM foram maiores que 400 e 400 pg/mL, respectivamente. Os valores de
CIM dos 6leos LGRA 106 e 107 foram 0,78 e 100 ug/mL para as bactérias Bacillus
subitilis e Serratia marcescens, respectivamente. Por outro lado, os valores de CBM do
LGRA 106 foram maiores que 400 pg/mL para ambas as bactérias e para o LGRA 107
foram 3,13 e maior que 400 pg/mL para Bacillus subitilis e Serratia marcescens,
respectivamente. Ambos os 6leos apresentaram CIM de 0,78 pg/mL para Listeria
monocytogenes, porém os valores de CBM foram de 3,13 e maior que 400 pg/mL, para

o LGRA 106 e LGRA 107, respectivamente.
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Tabela 7 - Concentragdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima dos

genotipos LGRA106 e LGRA107 do 6leo essencial de Lippia gracilis.

LGRA®106 (ug/mL) LGRA® 107 (ug/mL)
BACTERIA CIM* CBM® CIM* CBM®
Pseudomonas aeruginosa 200 400 200 400
Staphylococcus aureus 200 400 200 400
Bacillus cereus 200 >400 100 400
Bacillus subitilis 0.78 =400 0,78 3,13
Serratia marcescens 100 =400 100 >400
Escherichia coli >400 =400 200 >400
Listeria monocytogenes 0.78 3.13 0,78 >400
Salmonella Enteritidis >400 400 >400 >400

CIM® = concentragio inibitéria minima; CBM® = concentracio bactericida minima. LGRA:

Lippia gracilis Schauer.
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Neste trabalho, os valores de CIM dos gen6tipos LGRA106 e LGRA107 para o
B. cereus de 200 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente foram menores do que os
obtidos por Albuquerque, et al. (2006), os quais encontraram CIM de 420ug/mL para
este micro-organismo utilizando 6leo de Lippia gracilis. Owolabi et al. (2009) com a
Lippia multiflora determinou valores de CIM de 1250 pg/mL para os micro-organismos
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, esse valor foi maior do que o obtido neste
trabalho, onde os valores de CIM do LGRA 106 foram de 200ug/mL para ambos micro-
organismos e do LGRA 107 foi de 100 ug/mL para o Bacillus cereus. Vale ressaltar que
o valor encontrado para Listeria monocytogenes é bem abaixo dos valores encontrados
na literatura para o mesmo 6leo que nao sofreu processo de melhoramento genético, ja
que Dantas et al. (2010) encontrou valor de CIM de Lippia gracilis de 20ug/mL para
este micro-organismo, enquanto que neste trabalho o valor foi menor sendo de 0,78
pg/mL de LGRA 106 e LGRA 107, também para a Listeria monocytogenes € para o
Bacillus subitilis, sendo uma dado importante para aplicacdes futuras desses Oleos
essenciais como antimicrobianos naturais em alimentos, pois com a utilizacdo de
menores concentracdoes do 6leo essencial, o sabor residual nos alimentos poderia ser

minimizado.

5.4.  Atividade antimicrobiana das Misturas dos Oleos

As misturas dos genétipos LGRA106, LGRA107 e LGRA110 foram preparadas
utilizando os volumes de 20, 50, 80 e 100 uL e atividade antimicrobiana foi avaliada
por meio da técnica de difus@o em discos. Observou-se que os maiores halos formados
contra as bactérias Bacillus cereus e Bacillus subitilis foram obtidos para a mistura 11 e
contra a Serratia marcescens e Listeria monocytogenes foram obtidos para a mistura 10,
as quais continham100 pL. de LGRA 106, 50 uL de LGRA 107 e 50 uL. de LGRA 110
para mistura 10 e para mistura 11, 50 uL LGRA 106, 100 pL. de LGRA 107 e 50 uL de
LGRA 110. Entretanto para a Salmonella Enteritidis, Escherichia coli os maiores halos
formados foram obtidos para as misturas 3eStaphylococcus aureus para misturaS, as
quais continham 20 uL. de LGRA 106, 20 uL de LGRA 107 e 80 uL de LGRA 110
para mistura 3 e para mistura 5, 20 uL LGRA 106, 80 uL. de LGRA 107 e 80 uL de

LGRA 110.A Pseudomonas aeruginosa nao apresentou nenhuma sensibilidade a
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nenhuma das misturas de dleos testadas, resultado também ja observado com os 6leos
isolados.

Quando realizada diferentes combinagdes dos 6leos LGRA 106, LGRA 107 e
LGRA 110 obteve-se maiores halos de inibicdo frente as bactérias testadas do que
quando utilizado os 6leos isolados. Provavelmente esse aumento do poder de inibi¢dao
das misturas em relagdo aos dleos isolados deve-se ao fato de que com a mistura dos
6leos, hda um aumento da quantidade de composto que exercem a a¢do antimicrobiana
nos 6leos testados, como o carvacrol e timol, principalmente (LAMBERT et al., 2001;
VARDAR- UNLU et al., 2003;BAYDAR et al., 2004).

No grupo 1 (misturas de 1 a 6), onde se utilizou combinacdes dos 6leos em
volumes de 20 e 80 uL, obteve-se maior inibi¢do das bactérias Bacillus subitilis e
Bacillus cereus nas misturas contendo maior volume de LGRA 106 (mistura 1) e LGRA
107 (mistura 2), respectivamente. Para as bactérias Staphylococcus aureus e Salmonella
Enteritidis a maior inibi¢do foi na mistura 3 a qual continha maior quantidade de
LGRA 110. Para Escherichia coli a maior inibi¢ao foi com a mistura 5, contendo
maiores quantidades de LGRA 107 e LGRA 110 e para a Serratia marcescens e Listeria
monocytogenes a mistura 6, contendo maiores quantidades de LGRA 106 e LGRA 107
provocou maior inibi¢do. Tendo em vista que os 6leos LGRA 107 e LGRA 110 contém
como componentes principais o carvacrol, e o LGRA 106 o timol, os maiores volumes
destes Oleos nas misturas tem contribuindo para aumentar a sinergia entre esses
compostos promovendo uma maior atividade antimicrobiana.

No grupo 2, onde se utilizou combinacdes dos 6leos em volumes de 0 e 50 pL,
os maiores halos de inibicao foram para as bactérias Staphylococcus aureus (20,3 mm)
e Bacillus cereus (23,4 mm), com as misturas 7 (LGRA107 e LGRAI110) e 9
(LGRA106 e LGRA107), respectivamente.

No grupo 3 os maiores halos de inibi¢do foram obtidos com a mistura 10, a qual
continha 100 uL. de LGRA106 para as bactérias Serratia marcescens, Escherichia coli
Listeria monocytogenes € com a mistura 11 a qual continha 100 uL de LGRA 107 para
as bactérias Bacillus cereus, Bacillus subitilis, Staphylococcus aureus e Salmonella
Enteritidis. Neste grupo os maiores volumes dos 6leos LGRA 106 e LGRA 107, os
quais contém timol e carvacrol como componentes principais foram os que mais

influenciaram para o aumento do potencial antimicrobiano das misturas.
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Tabela 8—Diametro dos halos de inibi¢do em (mm) das misturas dos Oleos Essenciais de Lippia gracilis.

Média dos Diametros dos Halos (mm)

Grupo LGRA** LGRA** LGRA**

MISTURAS 106 (uL) 107 (uL) 110 (uL) BAC1* BAC2* BAC3* BAC4* BACS* BAC6* BACT* BACS8*

1 80 20 20 6+0 17,3£2,1 20,745 16+6 11,3+1 10,8+1 16+3 13,3+1

2 20 80 20 60 24,8425  2615,2 15,543 11,4%2 13+4 17,343 13,843

| 3 20 20 80 60  25,3+4,3 19,143 13,8+l 10,33 11,8+1 15,543 17,3+2
4 80 20 80 60  21,8+1,7 23,5#34 153+4 10,5+£3 11+1 19,4+6 14,8+4

5 20 80 80 6+0  22,5+44  21,8+7 13,8+4 10,943 13,543 19+4 16,52

6 80 80 20 60 21,644  25,1+11 14,643 11,542 1245 20,1+7 14,3£3

7 0 50 50 60  20,3+1,9 17,8+5,2 12,94 11,8+1 8,8+2 18,146 12,542

2 8 50 0 50 6+0 17,5£2,4  14,6%4,9 14+4 11,3+1 1143 19,8+4 12,4+2
9 50 50 0 6+0 16,8+6,2 23,448,8 14,5+1 10£3 10,543 16,5+4 12,3£2

10 100 50 50 6+0  22,5+#2,1 20,8+6,9 16,3%3 12+1 12,542 23,543 13,81

11 50 100 50 6+0 23,8410  2749,5 16,8+4 10,443 10£1 14,8+9 15,543

3 12 50 50 100 60 17,6£6,7 21,5£7,3 16,3+4 8,843 9,5+1 1543 13,543
13 50 50 50 6+0 1746,4 24,5482  15,5+1 11,51 12,343 19,949 14,5+4

*BAC 1: Pseudomonas aeruginosa, BAC 2: Staphylococcus aureus, BAC 3: Bacillus cereus, BAC 4: Bacillus subitilis, BAC 5: Serratia marcescens,

BAC 6: Escherichia coli, BAC 7: Listeria monocytogenes, BAC 8: Salmonella Enteritidis, **LGRA: Lippia gracilis Schauer;.
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6. CONCLUSOES

Os principais componentes encontrados nos gendtipos foram o timol, carvacrol,
p-cimeno, y-terpinemo, 1,8- cineole, - cariofileno, mirceno, a- terpinemo e metil timol,
sendo o carvacrol o composto de maior quantidade encontrado em seis dos gendtipos
analisados. Os micro-organismos Bacillus cereus (Gram +)e Serratia marcescens
(Gram-) foram os que apresentaram maior inibicao aos genétipos na concentragao de 50
pL/mL, sendo o LGRA106, LGRA 107 e LGRAI110, que demonstraram maior
potencial antimicrobiano. A Pseudomonas aeruginosa (gram -) foi o Unico micro-
organismo que ndo apresentou inibi¢do a nenhum dos genotipos testados.

Os gendtipos LGRA 106, LGRA107 e LGRA 110 apresentaram as menores
concentracdes inibitérias minimas para os microrganismos Bacillus subitilis e Listeria
monocytogenes. As menores concentracdes bactericidas minimas foram obtidas com os
6leos LGRA 106 e LGRA 107 frente a Listeria monocytogenes e Bacillus subitilis,
respectivamente. As misturas dos Oleos LGRA106, LGRAI107 e LGRA 110
potencializaram a atividade antimicrobiana em relacdo aos 6leos isolados, entretanto
nenhuma inibi¢do foi obtida para a bactéria Pseudomonas aeruginosa. Contudo foi
demonstrado que os gendtipos LGRA 106, 107 e 110 , bem como suas misturas,
apresentam potencial como agente antimicrobiano in vitro frente a bactérias patogénicas

contaminantes de alimentos.
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7. Perspectivas

Avaliar o potencial antimicrobiano dos gendtipos de Lippia gracilis in situ em
alimentos como carnes e frutas e verificar a influéncia destes Oleos nas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos produtos;

Realizar a andlise cromatogréfica das misturas dos 6leos para identificar quais
compostos foram responsaveis pelo aumento do potencial antimicrobiano;
Avaliar o potencial antimicrobiano dos gendtipos de Lippia gracilis frente a
fungos filamentos e ndo filamentosos;

Realizar estudos futuros de viabilidade econdmica para aplicacdo de misturas de

6leos como agentes antimicrobianos em alimentos.
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