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ABSTRACT.- Almeida A.C., Morao R.P, Martins E.R,, Fonseca ES.A., Souza C.N., Prates J.P.B., Oli-
veira ED. & Silva L.M.V. 2016. [Antiseptic activity of the essential oil of Lippia origanoides
in the presence of bovine milk.] Atividade antisséptica do 6leo essencial de Lippia origa-
noides Cham. (Alecrim-pimenta) na presenca de leite bovino. Pesquisa Veterindria Brasileira
36(9):905-911. Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Montes Claros, Av. Universita-
ria 1000, Montes Claros, MG 39404-547, Brazil. E-mail: aca2006@ica.ufmg.br

This study aimed to determine the antiseptic activity of the essential oil of Lippia orig-
anoides in the presence of bovine milk. The essential oil chemical composition was deter-
mined by gas chromatography-mass spectrometry (CG EM) 53 compounds were detected,
of which 16 were identified (>0.1% total area). The carvacrol (32.7%), p-cymene (23%),
thymil methyl ether (10.03%), caryophyllene (7.98 %) and y-terpinene (5.40%) were the
most abundant components. The minimum inhibitory concentration for Staphylococcus au-
reus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 8739 was 60uL/mL, as for this Salmonella Chol-
eraesuis ATCC 35640 was 90uL,/mL. The minimum bactericidal concentration was 120uL/
mL for all three bacteria. We evaluated the antiseptic activity of the essential oil in the
concentration of 120puL/mL in the presence of bovine milk for the same bacterial strains.
The oil under study It showed an inhibitory effect of growth of the strains in different ac-
tion times (p <0.05). S. aureus showed higher inhibition rates after 5 min of contact and E.
coli and Salmonella Choleraesuis after 15 min. The essential oil Lippia origanoides proved
to be a natural antimicrobial potential even in the presence of organic matter consists of a
complex nutritional matrix is bovine milk.

INDEDX TERMS: Antiseptic activity, essential oil, Lippia origanoides, bovine milk, carvacrol,
thymol, natural antimicrobials, inhibitory effect.

RESUMO.- Objetivou-se determinar atividade antisséptica
do 6leo essencial de Lippia origanoides na presenca de leite
bovino. A composi¢do quimica do éleo essencial de alecrim
pimenta foi determinada por cromatografia gasosa acopla-
da a espectrometria de massas (CG-EM), sendo detectados
53 compostos, dos quais 16 foram identificados (>0,1%
area total). O carvacrol (32,7%), p-cimeno (23%), timilme-
til éter, cariofileno (7,98%) e o y-terpineno (5,40%) foram
os componentes mais abundantes. A concentragdo inibi-
téria minima para Staphylococcus aureus ATCC 25923 e E.
coli ATCC 8739 foi de 60pL/mL, enquanto para Salmonella
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Choleraesuis ATCC 35640 foi de 90uL/mL. A concentragdo
bactericida minima foi de 120uL/mL para as trés bacté-
rias. Avaliou-se a atividade antisséptica do 6leo essencial
na concentracdo de 120pL/mL na presenca de leite bovi-
no sobre as mesmas cepas bacterianas. O 6leo em estudo
apresentou efeito inibitério do crescimento das cepas em
diferentes tempos de ac¢do (p<0,05). S. aureus apresentou
maiores indices de inibi¢do apds 5 min de contato e Esche-
richia coli e Salmonella Choleraesuis ap6s 15 min. O 6leo
essencial de alecrim-pimenta revelou ser um potencial an-
timicrobiano natural, mesmo na presenca de matéria orga-
nica constituida de uma matriz nutricional complexa que é
o leite bovino.

TERMOS E INDEXAGAOQ: Atividade antisséptica, 6leo essencial, Li-
ppia origanoides, alecrim-pimenta, leite bovino, carvacrol, timol,
antimicrobianos naturais, efeito inibitério.
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INTRODUCAO

A implantacdo de programas de controle de mastite bovina
estd relacionada com a redugao dos fatores negativos que
essa enfermidade provoca na cadeia produtiva do leite,
como queda de producdo, menor rendimento dos produtos
lacteos, diminuicao do tempo de prateleira, aumento dos
custos com medicamentos, honorarios profissionais, des-
carte de leite durante o periodo de tratamento e de carén-
cia, perda de tetos e de animais (Langoni 2013).

0 uso de farmacos e produtos com atividade antimicro-
biana e antisséptica em programas de controle é preocu-
pante em todo o mundo, principalmente pela multirresis-
téncia desenvolvida por microrganismos, como também
pela veiculacdo de residuos para os alimentos e para o am-
biente. Os dleos essenciais vém sendo investigados, partin-
do da possibilidade de utiliza-los como produtos alternati-
vos, com menor potencial téxico, para aplicacdo na satude
humana e animal (Almeida et al. 2010).

A atividade bioldégica de dleos essenciais in vitro ja é
bastante conhecida frente a bactérias, leveduras e fungos,
porém, as alteragdes que poderdo ocorrer na atividade des-
tes 6leos na presenca de matéria organica e em matrizes
complexas de alimentos tais como gordura, proteina, ati-
vidade de agua diversa, pH diverso e enzimas alimentares
(Negi, 2012, Calo et al. 2015), ainda sdo pouco estudadas.
Fatores relacionados com alteragdes das caracteristicas
sensoriais sao citados na literatura (Calo et al. 2015, Pesa-
vento et al. 2015).

Entre as plantas da flora Brasileira que produzem o6leo
essencial com potencial antimicrobiano e antisséptico pro-
missor estd Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae) (An-
drade etal. 2014, Oliveira et al. 2014, Guimar3es etal. 2014,
Queiroz et al. 2014) sendo o carvacrol e timol os compostos
majoritarios que apresentam caracteristicas antimicrobia-
nas (Sarrazin et al. 2012, Oliveira et al. 2014).

O potencial uso deste 6leo essencial como antimicro-
biano e antisséptico em sadde e produc¢ao animal, ja foi
confirmado in vitro em bactérias isoladas de leite e outros
alimentos de origem animal (Costa et al. 2011, Castro et al.
2011, Queiroz et al. 2014) , no entanto, pesquisas que ava-
liem a possivel interferéncia de matéria organica na ativi-
dade ainda nao foram publicadas.

Com o presente trabalho, determinou-se a composi¢ao
quimica do 6leo essencial de alecrim-pimenta cultivado na
regido Norte de Minas Gerais e estudou-se atividade antis-
séptica do mesmo frente a bactérias patogénicas na pre-
senca de leite bovino.

MATERIAL E METODOS

Obtencio e preparo do 6leo de alecrim pimenta. As folhas
de alecrim-pimenta foram coletadas entre 9:00 e 10:00 horas da
manha (Melo et al. 2011) no periodo de janeiro a marco de 2014,
na reserva nativa do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universida-
de Federal de Minas Gerais na cidade de Montes Claros/MG (coor-
denadas 16°40°51,5”S e 43°50°32,1”W, altitude de 640m. Apés a
coleta, as folhas foram transferidas para sacos plasticos de polieti-
leno e levadas ao Laboratério de Plantas Medicinais do ICA/UFMG
para a secagem em estufa (45°C + 2°C) com circula¢do forcada de
ar (Falkenberg et al. 2007). O dleo essencial de alecrim-pimenta
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foi obtido por destilacdo por arraste de vapor em destilador pi-
loto (Linax®, modelo D20). Apds trés horas de extragdo, o 6leo
foi separado do hidrolato por partigio liquido-liquido (Koketsu
& Gongalves 1991). Posteriormente seco, com sulfato de sdédio
anidro, acondicionado em frascos ambar estéreis sob refrigeracdo
(4-8°0).

Anadlise cromatografica. A analise da composi¢do quimica
para quantificacao e identificagdo dos compostos presentes no
6leo essencial, foram realizadas no laboratério de Quimica Instru-
mental do ICA-UFMG. A quantifica¢do relativa dos constituintes
majoritarios foi realizada em cromatégrafo a gas GC 7820A equi-
pado com detector de ionizagdo em chamas (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, Estados Unidos) e coluna capilar HP-5 (Agilent
Technologies, 30 m comprimento x 0,32mm didmetro interno x
0,25pm espessura do filme). O hélio (99,9999% de pureza) foi
utilizado como gas de arraste (1mL min?) e a amostras injetada
(1pL) através do auto injetor na razdo de split (1:5), mantido a
220°C. A coluna cromatografica inicialmente a 60°C foi aquecida a
uma taxa de 3°C min™ até 240°C, permanecendo a essa tempera-
tura por 30 min. Apds a separacdo dos compostos a temperatura
foi elevada até 300°C (3 min) para limpeza do sistema.

A identificagdo dos compostos foi realizada por meio do cro-
matdgrafo a gads GC7890A acoplado a espectrometro de massa
5975C (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos). Foi
utilizada coluna capilar DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) e
hélio (99,9999% de pureza) como gas de arraste a taxa de 1mL
min'. A amostra (1pL) foi injetada no cromatégrafo a razdo de
split 1:5 e o injetor foi mantido a 220°C. A coluna cromatografi-
ca inicialmente a 60°C foi aquecida a 3°C min™ até 240°C, a qual
permaneceu a essa temperatura por 30 minutos. Posteriormente
a temperatura foi elevada até 300°C por 3 minutos (post run). A
temperatura da interface foi mantida a 240°C a ionizacdo realiza-
da com impacto de 70 e V com varredura de 30 a 600m/z. A iden-
tificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo do espectro
de massas com os espectros da biblioteca NIST MS 2.0 e da lite-
ratura (Adams, 2012). Calculou-se o indice de retencgdo relativo
dos compostos a partir do tempo de reten¢ao de uma mistura de
n-alcanos (C7-C40, Sigma USA) 20ppm, split 1:100, segundo (Van
Den Dool & Kratz 1963).

Teste de atividade antimicrobiana. Para determinar a con-
centracdo inibitéria minima (CIM), foi utilizada solugdo prepa-
rada com 4360uL caldo BHI (Brain Heart Infusion) estéril, com
40 pL de “Tween 80” e 600 pL de 6leo essencial, constituindo a
concentragdo de 120 pL/mL de 6leo de alecrim-pimenta. A partir
dessa solugao fez-se a macrodilui¢ido do mesmo para aquisicdo
das concentragdes de 90, 60, 45 e 30 puL.,/mL do 6leo de alecrim-
-pimenta (Andrade et al. 2014). Logo apds adicionaram-se 50puL
de in6culo dos microrganismos Staphylococcus aureus ATTCC
25923, Escherichia coli ATTCC 8739 e Salmonella Choleraesuis
ATCC 35640, conforme recomendag¢des de Brasil (2007) para
avaliacdo de produtos sanitizantes e ou desinfetantes para uso na
industria de alimentos. Os in6culos foram preparados em salina
estéril 0,9%, padronizados utilizando-se a escala de McFarland a
0,5, correspondendo a aproximadamente 1,5x10% unidades for-
madoras de coldnias (UFC)/mL (CLSI 2012).

Como controle analisou-se a CIM das cepas em estudos utili-
zando as drogas ciprofloxacina e tetraciclina, conforme recomen-
dagdo de CLSI (2012). Tubos com demais reagentes exceto o dleo
essencial foram incluidos como controle da atividade do “Tween
80”. Os tubos foram agitados em vortex para assegurar a homoge-
neizacdo da solucdo com 6leo e no decorrer do periodo de incu-
bacdo certificou-se de que ndo ocorreu separacdo das fases, con-
firmando a solubilizagdo. O teste foi realizado em triplicata para
cada uma das trés cepas e os tubos foram incubados a 37°C por
24 horas. Para o teste de concentragio bactericida minima (CBM)
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foi retirada uma al¢ada do contetido dos tubos do teste de CIM
que ndo apresentaram turvacdo apos as 24 horas de incubacdo e
fez-se a inoculagdo em placas de Petri contendo meio Agar para
Contagem Padrdo (PCA). Estas foram incubadas a 37°C por 24 ho-
ras. A CIM foi definida como a menor concentragdo do 6leo que
ndo permitiu o crescimento visivel do microrganismo. A CBM foi
definida como a menor concentragdo do 6leo que ndo permitiu o
crescimento visivel na subcultura do microrganismo (CLSI 2012).

Teste de atividade antisséptica na presenca de leite. Para
determinagdo da atividade antisséptica adotou-se a metodologia
do teste de suspensdo na presenca de matéria organica, descrita
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil
1993), modificados conforme descrito por Schuch et al. (2008).
Para cada microrganismo, tubos de ensaio contendo solugdo-teste
foram preparados com 9mL de BHI e 1mL de matéria organica
constituida de leite em p6 bovino desnatado Molico® reconstitu-
ido na proporgdo 20g de leite 200ml de dgua destilada e este foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. Aos tubos foi
acrescentado dleo essencial de alecrim-pimenta, preparando-se
solugdo com concentragdo final 120uL/mL de 6leo essencial so-
lubilizado em 40uL “Twen 80”. 50uL de cada in6culo bacteriano
correspondendo a 0,5 da escala de McFarland (CLSI 2012) foram
inoculados nos tubos de ensaio e agitados vigorosamente em vor-
tex. Aliquotas de 100uL foram retiradas em intervalos de 0, 5, 10,
30 e 60 min e inoculadas em superficie de placas de Petri conten-
do PCA, onde as colonias crescidas foram quantificadas apés 24
horas de incubagao a 37°C (APHA, 2001). A concentragdo do 6leo
utilizada neste teste foi a definida na CIM e CBM para todas as
bactérias em estudo.

O teste controle, sem o 6leo, foi realizado nas mesmas condi-
¢Oes citadas acima para compor o calculo do indice de inibi¢do de
crescimento (II) (Schuch et al. 2008). Todo experimento foi reali-
zado em triplicata. Realizou-se o controle de crescimento bacte-
riano das solugdes teste e da matéria organica semeando-se ali-
quota de 100uL em tubo de ensaio contendo 5mL de caldo infuso
cérebro-coracdo e incubando-se a 37°C por 96 horas.

O teste foi considerado valido quando o indculo conteve entre
10>¢ UCF/mL, conforme avaliado pela contagem das placas-con-
trole. A contagem das placas foi realizada e calculando as médias
de cada repeticdo e dos controles (APHA 2001). Transformagio
logaritmica em log (y+1) foi realizada conforme recomendo por
Sampaio (2002). O indice de inibi¢do II foi calculado com a for-
mula: II = 1-(log tratamento +1) (log controle + 1) (Schuch et al.
2008).
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Andlise estatistica. O desenho experimental seguiu o deli-
neamento inteiramente casualisado com dois tratamentos (6leo
essencial e agua destilada) na presenca de leite bovino em cinco
tempos distintos (0, 5, 15, 30 e 60 minutos), em triplicata, anali-
sando-se isoladamente cada uma das trés bactérias e com a va-
ridvel dependente expressa em indice de inibigao II. Estes dados
foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram com-
paradas pelo teste de Fisher Bonferoni (p<0,05). O indice de ini-
bigdo médio observado em cada tempo comparando as trés bac-
térias foi avaliado pelo teste de Tukey (p<0,001). Empregou-se a
correlacdo de Pearson e regressao linear para avaliagao do efeito
do tempo sobre o indice de inibi¢cdo de crescimento microbiano.
As analises foram realizadas utilizando o Programa Estatistico R,
versao 2.12.2.

RESULTADOS

Caracterizacio do dleo essencial

Foram detectados 53 compostos no 6leo essencial, dos
quais foi identificado o (10) carvacrol (32,7%), (3) p-cime-
no (23%), (7) timilmetil éter (10,03%), (11) cariofileno
(7,98%) e o (5) y-terpineno (5,40%), conforme Figura 1.
A maior parte dos compostos identificados sdo monoter-
penos oxigenado (38,72%), seguida dos monoterpenos
(31,76%) e sesquiterpenos (15,61%) e os demais corres-
pondem aos sesquiterpenos funcionalizados ou outros gru-
pos (13,89%) (Quadro 1).

Atividade antimicrobiana e antisséptica

A CIM de 60pL/mL foi obtida para Staphylococcus au-
reus e para Escherichia coli enquanto que para Salmonella
Cholerae suis esta foi de 90uL/mL. A CBM obtida para S.
aureus, E. coli e Salmonella Choleraesuis foi de 120puL/mL,
valor superior aos obtidos para CIM de todos estes micror-
ganismos.

Na avalia¢do da atividade antisséptica do dleo essencial
na presen¢a de matéria organica, observou-se diferenca
para os indices de inibicdo (II) em relacdo ao tempo zero,
que foi controle do teste, para todos os microrganismos em
analise (p<0,05) (Fig.2). Observou-se diferencga significati-
va (p<0,001) entre os indices de inibicdo em cada tempo
comparando as trés cepas bacterianas em estudo (Fig.3).
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Fig.1. Componentes do 6leo essencial de folhas do alecrim pimenta (Lippia origanoides HBK) coletados na reserva nativa do Instituto
de Ciéncias Agrarias da UFMG, Montes Claros, MG, e identificados por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas
(CG-EM). (1) Mirceno, (2) 4-Careno, (3) p-Cimeno, (4) 1,8-Cineol, (5) y-Terpineno, (6) Borneol, (7) Timilmetil éter, (8) Acetato de
Borneol, (9) Timol, (10) Carvacrol, (11) Cariofileno, (12) Humuleno, (13) Sesquiterpeno nao identificado, (14) a-Selineno, (15)

B-Bisaboleno, (16) Oxido de cariofileno.
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Quadro 1. Compostos identificados no 6leo essencial de
alecrim pimenta (Lippia origanoides HBK). TR: tempo de
retencdo (min). IRLiteratura: indice de retencio relativo da
literatura (Adams 2012). IRcalculado: indice de retenciao
calculado. % relativa: area relativa dos compostos obtida na
analise cromatografica

N° TR IR, oratura IR\ cuado Composto % relativa
1 7.24 988 991 -Mirceno 1.87
2 8.18 1001 1019 Careno 1.48
3 8.46 1020 1027 p-Cimeno 23.00
4 8.71 1026 1033 1,8-Cineol 1.59
5 9.62 1054 1059 y-Terpineno 5.40
6 14.13 1165 1173 Borneol 1.45
7 16.57 1232 1230 Timilmetil éter 10.03
8 18.92 1284 1285 Acetato de borneol 2.14
9 19.17 1289 1291 Timol 2.96
10 19.60 1298 1301 Carvacrol 32.70
11 24.56 1408 1419 Cariofileno 7.98
12 26.01 1436 1454 Humuleno 1.27
13 27.38 - 1488 Desconhecido 3.73
14 27.65 1498 1494 a-Selineno 1.19
15 28.19 1506 1508 3-Bisaboleno 1.42
16 30.99 1582 1580  Oxido de cariofileno 1.71
Monoterpenos 31,76
Monoterpenos oxigenados 38,72
Sesquiterpenos 15,61
Sesquiterpenos oxigenados 1,71
Outros 12,18
TOTAL 100
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Fig.2. Médias de indice de inibi¢do de crescimento microbiano
para Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis e Esche-
richia coli pelo 6leo essencial de alecrim pimenta na presenca
de leite bovino em diferentes tempos de contato.

Melhor resultado de inibi¢do de crescimento pelo 6leo foi
observado frente ao microrganismo S. aureus onde o tempo
de contato de 5 minutos foi suficiente para promover maior
indice de inibicdo. Para E. coli e Salmonella Choleraesuis, foi
necessario o tempo de 15 minutos de contato para se obter
maior inibicdo de crescimento.

A correlacao de Pearson entre o tempo de exposi¢cdo de
S. aureus (-0.01237), Salmonella Cholerae suis (0.03139)
e E. coli (0.10478) ao 6leo na presencga do leite indicaram
que com o aumento do tempo de exposi¢do do dleo, hou-
ve menor crescimento bacteriano. O coeficiente de deter-
minacdo estimado na analise de regressio linear (R?) foi
de 0,000002%, para S. aureus, 0,000011% para E. coli e de
0,000001% para Salmonella Cholerae suis, o que confirma
que hd uma diferenca entre as médias encontradas nos in-
dices de inibicdo nos diferentes tempos. Assim, o tempo
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Fig.3. Comparacao entre os indices de inibi¢do de crescimento mi-
crobiano de Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis e
Escherichia coli pelo dleo essencial de alecrim pimenta na pre-
senca de leite bovino em diferentes tempos de contato.

maximo para exposi¢do aos 6leos é de até 30 minutos, pois
apos esse tempo os indices de inibigdo de crescimento re-
duzem os valores, apesar de ainda serem distantes do tem-
po zero que foi o controle.

Os dados aqui apresentados sido confirmados pelo teste
de Fisher Bonferroni indicando que houve diferenca signi-
ficativa apds a exposi¢do ao 6leo no tempo 15 minutos para
E. coli e Salmonella Cholerae suis e de 5 minutos para S. au-
reus (p<0,05).

Quando analisada a reducdo do niimero médio de Log
UFC, na presenca do 6leo, em relagao ao tempo zero esta foi
de 2,18993Log UFC para S. aureus no tempo de contato de 5
minutos, 2,343321 Log UFC para E. coli e 2,100343 Log UFC
para Salmonella Cholerae suis, ambas no tempo 15 minutos.
Observou-se também redugio significativa (p<0,05) no nu-
mero médio de Log UFC entre o controle e tratamento com
6leo nos diferentes tempos para as trés cepas em estudo.

DISCUSSAO

Estudos realizados com 6leo essencial de alecrim-pimen-
ta provenientes da mesma area de reserva nativa do ICA-
UFMG na regido Norte de Minas Gerais apresentaram re-
sultados semelhantes quanto aos compostos majoritarios,
(10) carvacrol, seguido de (03) p-cimeno, (7) timilme-
til éter, (11) cariofileno e o y-terpineno (05) (Costa et al.
2011, Castro et al. 2011, Andrade et al. 2014, Queiroz et
al. 2014). Resultados relatados por autores em outras re-
gides do estado de Minas Gerais também sdo condizentes
com os aqui descritos, ainda que os compostos tenham sido
encontrados em percentual variavel. Teixeira et al. (2014),
com avaliacdo de 06leo essencial de alecrim-pimenta da
regido de Lavras, MG, corroboram com os aqui descritos,
sendo os componentes majoritarios carvacrol (41,51%), p-
-cimeno (18.36%), y-terpineno (17,03 %) e timol (4,86%).
Guimardes et al. (2014), analisaram diferentes partidas
de 6leo proveniente da regido sul de Minas Gerais e estas
apresentaram como constituintes majoritarios o carva-
crol (26,44%) e o 1,8-cineol (22,63%). Lima et al. (2011)
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encontraram o carvacrol (31,68%), p-cimeno (19,58%),
1,8-cineol (9,26%) e o y-terpineno (9,21%) como consti-
tuintes majoritarios do 6leo essencial de Lippia sidoides co-
letadas em Lavras/MG.

Quanto aos resultados de atividade antimicrobiana, é
importante ressaltar que em funcdo do teste controle, o
“Tween 80", na dosagem utilizada, ndo interferiu na ini-
bicdo do crescimento microbiano e queportanto os efei-
tos observados podem ser atribuidos ao 6leo essencial de
alecrim pimenta. Esta atividade antimicrobiana do éleo
essencial de alecrim-pimenta ja é comprovada e, os dados
aqui encontrados corroboram com a literatura, porém da-
dos sdo diferentes quanto a CIM e CBM encontrados, aos
métodos de extracdo, a composi¢do quimica do dleo, as ce-
pas microbianas em teste e também ao teste utilizado para
andlise da atividade antimicrobiana. Estudos utilizando
6leo essencial de alecrim pimenta na regido Norte de Minas
Gerais relataram atividade antimicrobiana efetiva. Andrade
et. al. (2014) encontraram a concentracdo de 120pL/mL,
eficiente em inibir o crescimento dos microrganismos Es-
cherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Salmonella Cholerae suis (ATCC 10708). Queiroz
et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana sobre
cepas de S. aureus isoladas de alimentos de origem animal
(carne, leite e queijo) e a CIM e CBM variaram de 15 a 240
ul/mL, dependendo da origem da cepa. Costa et al. (2011)
encontram CBM de 20 uL/mL sobre cepas de S. aureus e E.
coli isoladas de leite bovino e Castro et al. (2011), obser-
varam alta atividade antimicrobiana sobre as bactérias S.
aureus e E. coli isoladas de queijo artesanal com CIM de 13
puL/mL para todas as bactérias testadas e a CBM foi de 25
pL/mL. O 6leo utilizado por Andrade et al. (2014) e Queiroz
et al. (2014) foram obtidos da mesma 4area que o utiliza-
do neste experimento. J& Costa et al (2011) e Castro et al.
(2011), utilizaram 6leos essenciais provenientes de outras
areas da reserva nativa do ICA/UFMG.

As diferencas de sensibilidade de 6leos essenciais des-
critas na literatura estdo associadas também a metodologia
adotada incluindo na extragdo dos compostos ativos (Oth-
man et al. 2011, Radulovi¢ et al. 2013). Acredita-se que a
atividade antimicrobiana é dependente de varios alvos de
acdo dos 6leos na célula que podem potencializar a ativida-
de (Negi 2012).

A presenca dos compostos como timol, carvacrol,
y-terpineno e p-cimeno encontradas no 6leo em estudo
evidencia a presenca de compostos com atividade antibac-
teriana para o 6leo de alecrim-pimenta, conforme relata-
do por varios autores citados por Oliveira et al. (2014). A
sinergia entre os compostos dos 6leos essenciais na ativi-
dade antimicrobiana é citada na literatura devido ao fato
de o dleo essencial ser uma mistura de compostos muito
complexa. Andrade et al. (2014) citaram em seus resulta-
dos que possivelmente, a combinagdo de p-cimeno, em alta
concentrac¢do, juntamente com o timol e carvacrol possam
contribuir com a acdo antimicrobiana do 6leo de alecrim
pimenta. Guimaraes et al. (2014) concluiram que a ativi-
dade antimicrobiana de dleo essencial de alecrim pimenta
foi superior a acdo do composto carvacrol isoladamente,
indicando que a acdo conjunta dos componentes do 6leo

possam potencializar a atividade antimicrobiana, quando
analisaram bactérias Gram positivas e Gram negativas. Ve-
ras et al. (2014) ndo encontraram diferencas significativas
ao analisarem a atividade do 6leo essencial e de timol isola-
do sobre bactérias Gram positivas. Deve-se considerar que
os quimiotipos foram diferentes, conforme citados pelos
autores.

Os dados descritos na literatura quanto a sensibilida-
de de Bactérias Gram negativas e Gram positivas ao 6leo
essencial de alecrim pimenta sdo controversos, no entan-
to uma gama consideravel de microrganismos apresenta
sensibilidade (Raut et al. 2014, Calo et al. 2015). Ainda que
mecanicamente a acdo dos 6leos essenciais possa ser mais
eficiente em bactérias Gram positivas devido a intera¢ido
maior com os componentes hidrofébicos da parede com-
parada com as Gram negativas, que possuem componentes
hidrofilicos, alguns mecanismos ainda necessitam ser elu-
cidados, devido a diversidade de resultados.

A acdo primdria dos 6leos essenciais esta na desesta-
bilizacdo da parede celular. A hidrofibicidade relativa de
carvacrol e timol permite a difusdo através da matriz de
polissacarideo polar da parede bacteriana, enquanto que a
propriedade hidrofébica pode levar a interagdes especifi-
cas com a membrana bacteriana causando a dispersao das
cadeias polipeptidicas da membrana celular, desestabili-
zando-a. A alterac¢do no transporte de ions é, portanto pre-
judicial a célula microbiana. A¢des relacionadas a desnatu-
racdo de proteinas citoplasmaticas e inativacdo de enzimas
celulares pelos 6leos essenciais também conduzem a morte
da célula bacteriana (Burt et al. 2004, Saad et al. 2013, Raut
etal. 2014, Calo et al. 2015).

0 efeito inibitorio do 6leo essencial de alecrim pimenta
(Fig.2) observado neste estudo frente as cepas é confirma-
do pela inibi¢do do crescimento microbiano em relacdo ao
tempo zero, bem como ao controle, em que nao foi utilizado
6leo essencial. Estes indices de inibicdo sdo importantes,
pois estdo de acordo com os valores obtidos com a CIM para
estas bactérias. A atividade antisséptica ocorreu de manei-
ra mais eficiente nos tempos 5 minutos para S. aureus e 15
minutos para E. coli e Salmonella Choleraesuis e mantendo
a inibicdo em menores indices inibitorios até 30 minutos
e estes foram reduzindo até os 60 minutos ap6s o contato.
Estes dados sdo importantes, pois um bom desinfetante ou
antisséptico é aquele que age em presenca de matéria orga-
nica e em tempo rapido de acdo. A diferenga de resultados
observada para as bactérias Gram positivas e a Gram nega-
tivas neste trabalho é decorrente do fato da cinética de ini-
bicdo de crescimento ser dependente da estirpe bacteriana,
das propriedades do antimicrobiano e sua concentragio,
resultando em diferentes tempos necessarios para alcan-
car a fase exponencial de crescimento (Weiss et al. 2015).

Deve-se considerar que o efeito de doses sub-letais de
6leos essenciais pode ser uma caracteristica importante
para uso em alimentos. Siroli et al. (2015) observaram alte-
racoes perceptiveis dos perfis de acidos graxos e compos-
tos volateis na membrana celular de Literia monocytogenes,
Salmonella Enteritidis e Escherichia coli, durante o cresci-
mento na presenca de diferentes concentracdes sub-letais
de 6leos essenciais e de compostos puros carvacrol, timol,
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trans-2-hexenal e citral. Estes resultados podem contribuir
para o compreensdo dos mecanismos de resposta ao stress
utilizado por diferentes microrganismos patogénicos fre-
quentemente envolvido em doengas de origem alimentar,
em relacdo a exposicdo a concentragdes sub-letais antimi-
crobianos naturais.

Como a atividade dos 6leos essenciais sao dose-de-
pendentes (Oliveira et al. 2014), maiores concentragdes
de 6leo poderiam ter promovido maiores indices de ini-
bicdo de crescimento das bactérias em estudo em menor
tempo de acdo. No entanto, deve-se considerar que além
de forte odor que podera acarretar em alteracdo das carac-
teristicas sensoriais dos alimentos, e pode ocorrer toxici-
dade aguda e cronica, o que leva a indicagdo de testes com
6leos em concentragoes inibitérias e ndo bactericidas (Li
et al. 2009). Esta perda de atividade dos dleos essenciais
na maior parte pode ser associada a um fenémeno fisico e
pode ser explicado pela multiplicidade de intera¢des mole-
culares que ocorrem quando os compostos sdo adicionados
a um alimento estruturado composto por varios ingredien-
tes (Weiss et al. 2015).

Nao foram encontrados dados na literatura com avalia-
¢do do oleo essencial de alecrim-pimenta na presenca de
leite ou de outra matéria organica. Pesquisas com outros
6leos essenciais que possuem carvacrol e timol e outros
compostos majoritarios apresentam resultados variaveis
com tipo de alimento e tipo de bactérias (Cato et al. 2015).
Os resultados aqui obtidos de redu¢ao do ntimero médio
de Log UFC de 2,18993 Log UFC para S. aureus no tempo
de contato de 5 minutos, 2,343321 Log UFC para E. coli e
2,100343 Log UFC para Salmonella Choleraesuis, ambas
no tempo 15 min evidenciam a acao do 6leo na presenca
da matéria organica, ainda que tenha ocorrido redugao do
indice de inibi¢do ap6s 30 minutos de contato com o 6leo.

A literatura descreve pesquisas com resultados satis-
fatérios quanto a acdo de Oleos essenciais provenientes
de outras plantas em bactérias patogénicas presentes em
derivados lacteos bem como a agdo dos mesmos em cultu-
ras lacticas. Entre os 6leos, apenas o 6leo de orégano, que
também possui carvacrol em sua composicdo, pode ser re-
lacionado com os dados obtidos neste trabalho. Cattelan et
al. (2013) utilizaram 6leo essencial de orégano em queijo a
5% em relacao ao volume de leite utilizado para preparo do
queijo, levando a reducdo de 5 ciclos logaritimos em rela-
¢do ao inicial em 24h a 37°C. Olmedo et al. (2013) observa-
ram que os 6leos essenciais de orégano e alecrim do campo
demonstraram efeito protetor contra a oxidacao e fermen-
tacdo indesejavel em “cream cheese” elevando o tempo de
vida em prateleira dos produtos. Asensio et al. (2015) ao
adicionarem dleo essencial de orégano no queijo cottage,
observaram a redugio do processo de deterioragio da qua-
lidade o que prolongou a vida de prateleira do produto. No
entanto, em nenhum destes trabalhos foi citado o uso de
alecrim-pimenta.

A dificuldade na padronizagdo de testes que avaliem a
atividade de 6leos essenciais in vivo relaciona-se as inte-
racdes entre particularidades das matrizes alimentares,
caracteristicas do microrganismo na presenca do alimen-
to e grupamentos quimicos dos 6leos essenciais (Bajpai et
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al. 2013). Diferentes grupos de matéria organica e compo-
nentes das matrizes alimentares como proteinas, gordura
e carboidratos poderdo interferir com a atividade do 6leo
essencial em teste (Pesavento et al. 2015). O pH e polari-
dade sdo importantes fatores que influenciam na eficacia
antimicrobiana. Além disso, propriedades hidrofébicas de
algumas substancias antimicrobianas podem dificultar a
sua dissolugdo em 4gua e limitar o seu uso em alimentos
(Negi 2012).

CONCLUSOES

0 6leo essencial de alecrim-pimenta com maior abun-
dancia de o-cimeno, seguido de carvacrol, y-terpineno e ti-
mol apresentou atividade antisséptica na presenca de leite
bovino, com maiores indices de inibi¢cao de crescimento de
Staphylococcus aureus no tempo de 5 minutos e 15 de mi-
nutos para Echerichia coli e Salmonella Choleraesuis, ao ser
utilizado na concentragao de 120uL/mL.

Os resultados obtidos demonstram que o dleo essencial
de alecrim pimenta apresenta potencial para ser utiliza-
do na elaboracao de produtos antissépticos a serem utili-
zados, em particular, no controle de cepas patogénicas na
producdo leiteira.
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