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Resumo

Este trabalho avaliou a interferéncia da origem e do teor de compostos fendlicos de dleo essencial de orégano (OEO) de cinco marcas
comerciais provenientes de diferentes regides do mundo, na atividade inibitdria frente a Salmonella Enteritidis (SE). A composi¢do de cada
OEO foi determinada por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-IE-MS). A atividade inibitéria frente SE in vitro
foi avaliada pela técnica de difusdo em pogos, empregando-se solugdes alcodlicas a 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; ou 2,0%, observando-se a formagédo de
halo de inibigdo ap6s incubagio a 30 °C por 24 horas. Como resultado da andlise por CG-IE-MS, foram identificados dezessete componentes
volateis. Todos OEO analisados neste trabalho possufam carvacrol como componente principal e apresentaram atividade antimicrobiana
frente a SE nas cinco concentragdes testadas. A a¢do inibitoria das cinco marcas comerciais avaliadas nao apresentou diferenga estatistica
significativa (p > 0,05), porém o OEO proveniente da regido do Mediterrdneo com p-cimeno e y-terpineno, além de carvacrol, apresentou
maiores halos de inibi¢ao de SE que os demais OEO. Concluiu-se que a multiplica¢do de Salmonella Enteritidis in vitro pode ser inibida por
OEO cuja a¢do antimicrobiana independe da regido produtora de orégano. No entanto, 6leos essenciais que possuem p-cimeno e y-terpineno,
além de carvacrol, podem ter o seu efeito antimicrobiano potencializado.
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Abstract

This study evaluated the influence of the origin and content of phenolic compounds in five Oregano Essential Oil (OEO) brands, from
different part of the world, on the inhibitory activity against Salmonella Enteritidis (SE). The composition of each OEO was determined by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS-IE). The inhibitory activity on SE was evaluated by the agar well diffusion test
using alcoholic solutions at 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, or 2.0%, observing the formation of inhibition halos after 24 hours of incubation at 30 °C. Using a
GC-MS-IE seventeen volatile components were identified. Carvacrol was the major component of all OEO samples. They were active against
SE in all tested concentrations. The differences in the inhibitory activity presented by the five brands were not significant (p > 0.05), but the
OEO from the Mediterranean, which contained p-cymene and y-terpinene besides carvacrol, resulted in larger inhibition halos than the other
OEO. It was concluded that the in vitro growth of Salmonella Enteritidis can be inhibited by OEO, regardless the region in which oregano is
produced. However, the essential oils that contain carvacrol, p- cymene, and y-terpinene may present a more effective antimicrobial effect.
Keywords: oregano essential oil; chemical composition; phenolic compouds; Salmonella Enteritidis; natural antimicrobials.

1 Introdugio

As doengas transmitidas por alimentos contaminados
com microrganismos patogénicos sdo constante motivo de
preocupac¢do para a industria alimenticia, consumidores e
agentes fiscalizadores de todo o mundo. A salmonelose, causada
por Salmonella spp., é a principal dessas doengas, ocupando
posicdo destacada no campo da saude publica pelas suas
caracteristicas de morbidade e, em particular, pela dificuldade
de seu controle. O sorovar Salmonella Enteritidis (SE) esta
envolvido em grande parte dos surtos por salmonelose. Segundo
dados do Instituto Adolfo Lutz, entre janeiro e junho de 1995,
o SE correspondeu a 43,4% dos sorovares de Salmonella spp.

isolados de material ndo humano (principalmente em aves
e ovos). Esse fato leva as industrias de alimentos a buscarem
alternativas tecnolédgicas para reduzir ou eliminar SE de seus
produtos. O uso de antimicrobianos naturais, como temperos,
condimentos e extratos vegetais, tende a ser uma alternativa
interessante, principalmente quando empregado em combinagdo
com outras tecnologias ja existentes (BURT, 2004; ISAACS etal,,
2005; NAZER et al., 2005; DUPONT et al., 2006).

Os componentes bioativos desses condimentos tém
atividade antimicrobiana bem documentada, com atividade
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inibitéria contra bactérias Gram positivas e Gram negativas,
inclusive SE (LIS-BALCHIN et al., 1998; DELAQUIS et al.,
2002; SAGDIC; OZCAN, 2003, NAZER et al., 2005, SEYDIM;
SARIKUS, 2006).

Os oleos essenciais de condimentos podem ter muitos
componentes, sendo os compostos fendlicos os principais
responsaveis pelas propriedades antimicrobianas. Os compostos
fendlicos sao hidrofobicos e o seu sitio de acido é a membrana
celular da célula microbiana. Esses compostos se acumulam na
bicamada lipidica causando desarranjo na fun¢ao e na estrutura
da membrana e penetram a célula bacteriana, exercendo
liberagdo do ATP intracelular (WALSH et al., 2003). Outro
mecanismo documentado é a perda de constituintes celulares
pelo aumento da permeabilidade da membrana citoplasmética
(Smith-Palmer; STEWART; FYFE, 1998; CONSENTINO etal.,
1999; POL; SMID, 1999; FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL,
2002; Rhayour et al., 2003; YUSTE; FUNG, 2003, NAZER et al.,
2005).

Os principais componentes antimicrobianos presentes no
6leo essencial de orégano (OEO) sdo o carvacrol e o timol com
comprovado efeito inibitdrio no controle in vitro da multiplicagdo
de Salmonella (RHAYOUR et al., 2003; NAZER et al., 2005;
SILVA et al., 2005). No entanto, a eficdcia da atividade
bactericida de OEO pode variar em fungio dos teores de timol
e carvacrol presentes, que dependem de fatores abidticos como
tipo de solo, clima, praticas agricolas, variedade do orégano e
processo de extragdo do 6leo essencial (CONSENTINO et al.,
1999; JULIANO; MATTANA; USAI, 2000; FALEIRO et al,,
2002; FALCONE et al., 2005; OUSSALAH et al., 2006).

A proposta deste trabalho foi avaliar a interferéncia da
origem do OEO e, consequentemente, do teor de compostos
fendlicos presentes nesses produtos, na atividade inibitdria
frente a SE.

2 Material e métodos

2.1 Cultura microbiana

Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis
ATCC 13076 (SE), mantida em 4gar soja tripticaseina (TSA) a
4 °C, reativada em caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI) a
30 °C por 18 horas.

2.2 Oleo essencial

Foram preparadas, no momento da realiza¢ao de cada
experimento, solu¢des com as concentragdes de 0,0% (controle)
0,1; 0,2; 0,5; 1,0; ou 2,0% (v/v) de OEO de cinco marcas
comerciais diferentes (A, B, C, D, E), utilizando como solvente
alcool 95% P.A.

2.3 Avaliagdo da composi¢do quimica de
OEO das marcas A, B, C, D, E

Utilizou-se a cromatografia gasosa com detec¢do por
espectrometria de massas com ionizagdo por impacto de
elétrons (CG-IE-MS). Para a identificacdo dos constituintes
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de cada um dos cinco 6leos essenciais, procedeu-se a diluigdo
das amostras com hexano, e 1 pL de cada amostra foi injetada
automaticamente (injetor HP ALS-1100 — Hewlett Packard, Palo
Alto, EUA) em modo split (100:1). A separagio e a analise dos
componentes foram realizadas em cromatdgrafo gasoso HP 5890
ser. II Plus acoplado a espectrometro de massas HP 5973 MSD,
utilizando ionizagao por impacto de elétrons a 70 eV monitorado
pelo software ChemStation. Como gas de arraste foi utilizado Hélio,
com fluxo constante de 1cm?/minuto. Foi utilizada uma coluna
capilar de silica fundida HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm). As
temperaturas utilizadas foram de 250 °C para o injetor e de 250 °C
para a interface entre o cromatografo e o detector. A temperatura
inicial da coluna foi de 40 °C durante 2 minutos, elevando-se 5 °C/
minuto até 90 °C e, posteriormente, 10 °C/minuto até 250 °C.
Essa temperatura foi mantida por mais 5 minutos, totalizando 35
minutos de corrida.

2.4 Avaliagdo do efeito antimicrobiano

A sensibilidade da cepa de SE a acdo do OEO foi avaliada pelo
método de difusdo em pogos descrito por Harris et al. (1989). Em
placas de Petri, foram realizadas semeaduras de profundidade
com cultura de SE contendo 10* UFC.mL™" preparada conforme
descrito no item 2.1 - e caldo triptona de soja com 1% de dgar
(TSBA). Apds o meio solidificar, pogos de 6 mm foram perfurados
e preenchidos com 35 pL de cada solugdo descrita no item 2.2.
Apbs incubagio a 30 °C por 24 horas, o didmetro dos halos de
inibigdo de cada pogo foi medido com o auxilio de uma régua
de leitura de antibiograma, em que o tamanho do halo era
diretamente proporcional a atividade antimicrobiana. Nessa
avaliagdo foi utilizado um controle negativo do solvente do OEO
(4lcool 95% P.A.).

2.5 Andlise estatistica

Os resultados experimentais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e ao teste de médias pelo programa Sisvar
para Windows versdo 4.0 (p < 0,05) (FERREIRA, 2000). Os
dados da ANOVA também foram submetidos ao teste de Tukey,
empregando-se o pacote estatistico SAS (1992).

3 Resultados e discussao

Dezessete componentes volateis foram detectados nos OEO
comerciais analisados por CG-IE-MS. A Figura 1 mostra os
cromatogramas dos cinco OEO.

Todos os cromatogramas apresentaram um Unico grande
pico em um mesmo tempo de retengdo que, comparado a um
padréo, foi identificado como carvacrol (tempo de retencdo de
14 minutos), indicando que todos os OEO analisados continham
carvacrol como principal componente, com variagao entre 61,7 e
93,4% do total de volateis detectados em cada dleo. Os picos dos
cromatogramas estao identificados na Figura 2, onde é possivel
observar que o timol foi o segundo principal componente, depois
do carvacrol. O timol esteve presente em trés dos cinco OEO
analisados (marcas A, B e C) com teores de 14,79% na marca A,
23,85% na marca B e 1,88% na marca C.
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Figura 1. Cromatogramas dos OEO das marcas A, B, C, D, E.

Os teores dos quatro principais componentes encontrados
nos OEO das cinco marcas estudadas, determinados através da
andlise por GC-IE-MS, estdo descritos na Tabela 1.

Os resultados de composi¢ao dos OEO estao de acordo com
aqueles encontrados por vérios pesquisadores que analisaram
os componentes de 6leos essenciais de orégano por CG-IE-MS.
Kokkini et al. (1997) coletaram orégano da regido noroeste
e sudeste da Grécia e observaram a presenga dominante de
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Tabela 1. Teores de carvacrol, y-terpineno, p-cimeno e timol em 6leo
essencial de orégano de cinco diferentes marcas (A, B, C, D e E).

Componente Teor (%) por marca

A B C D E
Carvacrol 74,45 67,73 72,61 93,42 61,66
Gama Terpineno - - - - 6,90
p-Cimeno - - 0,63 - 15,95
Timol 14,79 23,85 1,88 - -
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carvacrol nas amostras provenientes do noroeste e timol nas do
sudeste, para uma mesma época do ano (outono ou verdo). No
entanto, em ambas as marcas, o teor de carvacrol sempre era
maior no verdo, uma vez que o teor dos compostos fenolicos
aumenta na florescéncia. Outros pesquisadores também
constataram que carvacrol e timol sdo os principais constituintes
e os responsaveis pela atividade antimicrobiana de OEO
(SIVROPOULOU et al,, 1996; LAMBERT et al., 2001; CHI;
ZIVANOVIC; PENFIELD, 2006). Além disso, h4 evidéncias de
que alguns componentes presentes em menor quantidade que os
compostos fenolicos, como y-terpineno e p-cimeno, interferem
na atividade antimicrobiana por produzirem efeito sinérgico
entre os demais componentes (PASTER et al., 1995).

Na Figura 2, também pode ser observado que y-terpineno
e p-cimeno (monoterpenos precursores do carvacrol) sao
constituintes secundarios e presentes em menor quantidade no
6leo da marca E, proveniente da regido do Mediterrdneo. Muitos
pesquisadores que analisaram orégano procedente dessa regido
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Figura 2. Composi¢do quimica dos OEO das marcas A, B, C, D, E.
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encontraram resultados semelhantes (SIVROPOULOU et al.,
1996, CHORIANOPOULOS et al., 2004). Kokkini et al.
(1997) verificaram que, no orégano (Origanum vulgare subsp.
hirtum) proveniente de trés regides geograficas diferentes na
Grécia, a soma do teor dos quatro componentes principais
foi semelhante nas plantas colhidas no verdo e no outono.
No entanto, esses autores observaram também que o teor
de cada componente no orégano colhido em uma mesma
regido variou em relagdo a época do ano. No verdo, o teor de
p-cimeno foi menor, independente da regido. A quantidade
de carvacrol no orégano das trés regides estudadas variou
independentemente da época da colheita: em uma das regides,
o teor de carvacrol ficou entre 1,7 e 2,5%, enquanto nas outras
duas as concentragdes variaram de 57,4 a 69,6%. O inverso
aconteceu com o timol (CHORIANOPOULOS et al., 2004;
DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2003; KOKKINT et al.,
1997; SIVROPOULOU et al., 1996).

Geralmente os 6leos essenciais extraidos de plantas colhidas
durante ou imediatamente apds o florescimento possuem
atividade antimicrobiana mais intensa (MARINO; BERSANI;
COM]I, 1999). O orégano cultivado no sul da Crodcia, colhido
durante cinco meses entre abril e agosto, apresentou variagdes
nos teores de 28 componentes identificados, apresentando a
maior concentragdo de todos eles no periodo de florescimento
em julho, com um significante decréscimo em agosto
(JERKOVIC; MASTELIC; MILOS, 2001). No orégano croata,
o teor de timol foi mais elevado que o de carvacrol, sendo
similar ao orégano de uma das regides da Grécia reportado por
Kokkini et al. (1997).

Com relagdo a atividade antimicrobiana dos OEO
estudados, os resultados indicaram que todas as cinco marcas
(A, B, C, D e E) apresentaram atividade antimicrobiana frente
a SE. Pode-se observar na Tabela 2 que o aumento do tamanho
do halo de inibi¢do, medido em milimetros, foi proporcional a
concentragdo do OEO de 0,1 até 2,0%.

A andlise estatistica dos resultados indicou que os OEO
pertencentes as marcas A, B, D e E tiveram desempenho
semelhante para uma mesma concentragio testada, com exce¢ao
apenas daquele pertencente a marca C na concentrag¢ao de 0,1%,
que resultou em halo de inibi¢ao significativamente menor que
os demais OEO nessa concentrag¢io (p < 0,05). Considerando
todas as concentragdes testadas, a analise estatistica demonstrou
que nao houve diferenca significativa na atividade inibitdria in
vitro dos cinco OEO testados (p < 0,05). Note-se, no entanto,
que 0 OEO da marca E, extraido de orégano cultivado na regido
do Mediterraneo, apresentou halos ligeiramente maiores do
que os demais 6leos na concentragdo > 0,2%. Esse fato pode ser
decorrente da presenca de p-cimeno e y-terpineno no OEO da
marca E. Esse resultado estd de acordo com Chi, Zivanovic e
Penfiled (2006) que também observaram que a atividade
inibitéria do 6leo essencial de orégano varia de acordo com a
sua composigao.

Conforme pode ser visto na Tabela 2, ndo houve diferenca
significativa no tamanho dos halos decorrentes do uso de OEO
das marcas A, D e E nas concentragdes de 0,2 e 0,5%.
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Tabela 2. Atividade inibitéria medida pelo tamanho do halo de
diferentes concentragdes de 6leo essencial de orégano (OEO) de
cinco marcas (A, B, C, D e E) frente a Salmonella Enteritidis a 30 °C
determinada pela técnica de difusdo em pogos.

Diametro* do halo de inibigao (mm) das diferentes

marcas de OEO
OEO (%) A B C D E
0.1 1244 124 78 1044 1144
0.2 144 134 1344 134 154
0,5 15% 1480 15a 154 164
1,0 18% 1M 18 18 194
2,0 21 20M 22 214 224

*o didmetro do halo de inibi¢do inclui 6 mm do pogo perfurado. **cada valor é a
média de nove medigdes; e ***para uma mesma linha, valores seguidos da mesma letra
maitscula ndo aparesentaram diferenca estatistica entre si (p < 0,05) para uma mesma
coluna, valores seguidos da mesma letra mintscula ndo apresentaram diferenga estatistica
entre si (p < 0,05).

Os OEO das marcas A e B, que contém timol, na
concentracdo de 0,1% apresentaram halos de inibigdo de SE
maiores do que os 6leos que ndo possuem timol. Outros autores
também observaram que as bactérias Gram negativas sdo mais
sensiveis ao timol do que ao carvacrol (SIVROPOULOU et al.,
1996, Chorianopoulos et al., 2004). Entretanto, esses autores
comprovaram que as bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis
aagdo de OEOQ, independente do teor de timol ou carvacrol, do
que as Gram negativas.

Chorianopoulos et al. (2004) afirmaram que a atividade
antimicrobiana ndo se deve somente a presenga de carvacrol e
timol, mas que a presenca de outros componentes em baixas
concentragdes pode provocar interagdes sinérgicas, aditivas ou
antagodnicas. Baydar et al. (2004) testaram um OEO com 53%
de carvacrol e timol e outro OEO com 87% desses mesmos
componentes e, como resultado, verificaram que o primeiro
OEO, mesmo tendo menos carvacrol e timol, apresentou uma
a¢do antimicrobiana mais efetiva por causa da presenca de
p-cimeno e y-terpineno. Segundo Ultee et al. (2000), o p-cimeno
ndo tem efeito antibacteriano se usado sozinho, mas, quando
combinado com carvacrol, ocorre sinergismo entre os dois.
Neste trabalho, entre os cinco OEO avaliados, o 6leo da marca
E foi o que apresentou o menor teor de carvacrol (61,7%) e
os maiores halos de inibi¢do a partir da concentragdo 0,2%.
Possivelmente isso ocorreu devido a presenca de p-cimeno e
também de y-terpineno nesse 6leo. Ja o OEO da marca D, que
tinha o teor mais elevado de carvacrol (93,4%), mas ndo tinha
p-cimeno ou Y-terpineno, apresentou halos menores que os do
OEO da marca E. Segundo Burt (2004), o p-cimeno facilita o
transporte do carvacrol através da membrana citoplasmatica
para o interior da célula bacteriana, o que provavelmente ndo
ocorreu de forma efetiva com o carvacrol do OEO da marca D
por causa da auséncia de p-cimeno.

4 Conclusoes

A multiplicagdo de Salmonella Enteritidis pode ser inibida
por OEO cuja agdo antimicrobiana aparentemente independe
daregido produtora de orégano ou da época do ano. No entanto,
6leos essenciais de orégano que possuem p-cimeno, gama-
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terpineno e carvacrol podem ter o seu efeito antimicrobiano
frente a SE potencializado.
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