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Resumo

Neste trabalho, foi avaliado o potencial antimicrobiano do déleo
essencial de duas espécies de manjericdo (Ocimum micranthum e O.
selloi). Para estabelecer esse potencial, foram utilizadas seis espécies
bacterianas relacionadas a deterioracdao e seguranca microbiolégica

de alimentos: Listeria minocytogenes, L. innocua, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
choleraesuis. Os métodos de difusdao em agar e microdiluicao em caldo
foram empregados para determinar a atividade antimicrobiana e a
concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada éleo para cada espécie
microbiana. Os resultados mostraram que o 6leo de ambas as espécies
de Ocimum apresentam atividade contra todas as cepas microbianas
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testadas e que S. aureus foi a espécie microbiana mais sensivel,

apresentando os maiores halos de inibicao e os menores valores da
CIM.

Termos para indexacao: Ocimum micranthum; Ocimum selloi;
seguranca microbioldgica.



Antimicrobial Activity of Essential
Oil of Basil against Pathogens and
Food Spoilage

Abstract

In this study, the antimicrobial potential of essential oil of two basil
species (Ocimum micranthum and O. selloi) was evaluated. To
establish this potential, six bacterial species related to spoilage and
microbiological safety of foods, Listeria minocytogenes, L. innocua,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Salmonella choleraesuis were used. The agar diffusion and broth
microdilution methods were employed to determine the antimicrobial
activity and minimum inhibitory concentration (MIC) of each oil

for each microbial species. The results showed that the oil of both
Ocimum species exhibit activity against all microbial strains tested and
that S. aureus was the most sensitive microbial specie showing the
highest inhibition zone and the smallest values of CIM.

Index terms: Ocimum micranthum,; Ocimum selloi; microbiological
safety
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Introducao

Agentes antimicrobianos, incluindo os conservantes de alimentos,
tém sido utilizados para inibir o crescimento de bactérias de origem
alimentar e estender a vida de prateleira de alimentos processados
(OUSSALAH et al., 2006). Muitas plantas e seus extratos tém
demonstrado possuir efeito antimicrobiano e podem servir como fonte
natural dessas substancias. Extratos de plantas podem apresentar
atividade antimicrobiana em seus 6leos essenciais, devido aos
componentes com amplo espectro de atividade contra microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos (BOZIN et al, 2006).

As pesquisas com d6leos essenciais tém aumentado e atraido as
atencao nos circulos académicos e industriais por varios motivos.
Além das propriedades antimicrobianas, os 6leos essenciais ou seus
componentes apresentam propriedades antivirais, antitoxigénicas,
antiparasitarias e inseticidas possivelmente relacionadas com a
funcao desses compostos nas plantas (BURT, 2004). Outros aspectos
justificam o interesse por esses compostos, como a atual tendéncia
ao “consumo verde” caracterizado pela procura por alimentos com
menos aditivos sintéticos e produtos com menor impacto sobre o meio
ambiente; a recomendacao mundial para reducdo do consumo de sal
e a necessidade de técnicas alternativas para garantir a qualidade e a
seguranca dos alimentos (HOLLEY; PATEL, 2005).

Doencas causadas pelo consumo de alimentos contaminados com
bactérias patogénicas tém um grande impacto na economia e na saude
publica mundial (GANDHI; CHIKINDAS, 2007). Estima-se que, a cada
ano, cerca de 30% da populacdo de paises industrializados sofrem de
doencas de origem alimentar. Salmonella sp., Listeria monocytogenes
e Escherichia coli sdo os principais agentes responsaveis por surtos,
casos e mortes associados ao consumo de alimentos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).
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Como os éleos essenciais e seus constituintes sdo extensivamente
utilizados como flavorizantes em uma grande variedade de alimentos,
sua aplicacdo no controle de microrganismos patogénicos pode reduzir
o risco de surtos de origem alimentar e garantir aos consumidores
alimentos seguros (BURT, 2007).

O género Ocimum L. (Lamiaceae), comumente denominado de
manjericdo, compreende cerca de 160 espécies distribuidas na Africa,
Asia e América do Sul (GUPTA, 1994), muitas das quais sdo usadas
como especiarias e na medicina popular (GRAYER et al., 1996).

Seu 6leo essencial é constituido de substancias como o estragol,
eugenol, metileugenol, citral, linalol, geraniol e timol, que Ihe confere
atividades biolégicas desejadas como conservantes naturais para uso
em alimentos (BASSOLE et al. 2005; PAULA et al., 2003; GANIYU,
2008;). Todavia, a aplicacdo de d6leo essencial de planta como
conservante em alimentos requer o estabelecimento de condicdes
especiais, tais como a determinacao da sensibilidade do agente
microbiano e a determinacdo da concentracdo bactericida minima
(MOREIRA et al, 2005). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade antimicrobiana e determinar a concentracao
inibitéria minima do 6leo essencial de duas espécies de Ocimum
sobre microrganismos relacionados a doencas de origem alimentar e
qualidade de alimentos.

Material e métodos

Oleo essencial

Os ¢dleos essenciais utilizados neste trabalho foram obtidos a partir de
folhas e flores frescas de Ocimum micranthum e O. selloi provenientes
do Campo Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, localizado
no municipio de Paraipaba, Ceard. O material vegetal foi submetido

a hidrodestilacdo por 4h, utilizando um aparelho do tipo Clevenger.

Os d6leos essenciais separados por centrifugacao foram submetidos a
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secagem com Na,SO,, transferidos para frascos de vidro &mbar com
tampa rosqueada e armazenados a 2 °C até o momento das anélises
(CRAVEIRO et al., 1976).

Manutencao das culturas bacterianas e preparo do inéculo

As espécies bacterianas utilizadas foram Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027, Salmonella choleraesuis ATCC
10708 e Staphylococcus aureus ATCC 6538P. Todas as espécies
foram mantidas a -80 °C em caldo BHI com 20% de glicerol. As
culturas de trabalho foram preparadas pelo subcultivo de 100 uL de
cada cultura estoque em 9 mL de caldo infusdo de cérebro e coracao
(caldo BHI, Merck) e incubadas a 35 °C até atingirem fase exponencial
de crescimento (12h). Apés esse periodo, as culturas tiveram sua
densidade celular ajustada em solucao salina 0,85% estéril, de modo

a se obter uma turbidez comparéavel a do tubo 0,5 da escala de
McFarland (Biomerieux Inc.), resultando em uma suspensdo microbiana
com aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL.

Determinacédo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi determinada
utilizando o método de difusdao em agar descrito pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (ANVISA, 2003a).
Suspensdes microbianas foram semeadas na superficie de agar
Mueller-Hinton (Difco). Com um perfurador estéril, foram feitos pocos
de 5 mm de didmetro interno, aos quais foram adicionados 25 uL de
cada d6leo essencial em concentracoes binarias preparadas em Tween
80 1%. As placas inoculadas foram mantidas em temperatura ambiente
durante 30 minutos, para permitir a difusdo do 6leo e, posteriormente,
incubadas em 35 °C/18h. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela
medida do didmetro dos halos de inibicdo do crescimento microbiano
em torno dos pocos. Halos com didmetros iguais ou superiores a 7,0
mm foram considerados indicativos de sensibilidade bacteriana aos
6leos. Solucdes estéreis de Tween 80 (VETEC) 1% e de amicacina
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(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 1,2 mg/mL foram usadas
como controles negativo e positivo do experimento, respectivamente.
Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Determinacédo da Concentracéao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM dos dleos essenciais para as cepas bacterianas foi determinada
pelo método da microdiluicdo em caldo de cultura (ANVISA, 2003b)
com modificacOes. Suspensdes bacterianas com densidade celular
ajustada para 108 UFC/mL, como descrito anteriormente, foram diluidas
em caldo BHI estéril, para aproximadamente 10 UFC/mL. Aos
pocos-teste, de placas de microdiluicao com 96 pocos, foram
adicionados 80 uL das suspensdes microbianas, 100 yL de caldo

BHI (Merck) e 20 uL de diluicdes binarias dos 6leos provenientes de
folhas e flores. Nos pocos-controle, foram adicionados 80 uL das
suspensdes microbianas, 100 yL de caldo BHI e 20 uL de solucéo
estéril de amicacina 1,2 mg/mL ou de Tween 80 1%. Apds incubacéao
a 35 °C por 24 horas, a menor concentracdo dos 6leos na qual nao foi
evidenciado crescimento microbiano foi determinada como CIM.

Resultados e discussao

As tabelas 1 e 2 mostram a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de O. micranthum e O. selloi contra microrganismos
patogénicos e deterioradores de alimentos. Os éleos essenciais
provenientes das folhas de O. micranthum e das flores de O. selloi
apresentaram atividade contra todas as espécies microbianas testadas.
Os resultados obtidos pelo método de difusdo em 4agar (Tabela 1),
seguidos pela medida da CIM (Tabela 2), indicam que S. aureus é a
espécie microbiana mais sensivel, apresentando os maiores halos de
inibicao (19,3 mm - 17,3 mm) e os menores valores da CIM (0,3 mg/
mL — 1,47 mg/mL). As demais espécies (E. coli, P. aeruginosa e S.
choleraesuis) apresentam menos sensibilidade a presenca dos dleos
essenciais pelos menores halos de inibicdo (9,5 mm - 14,3 mm) e
maiores valores da CIM (0,32 mg/mL - 6,17 mg/mL) exibidos.
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Tabela 1. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de folhas e inflorescéncia
de duas espécies de Ocimum contra microrganismos patogénicos e deteriora-
dores de alimentos.

Halo de inibicdo (mm/mL)

Microrganismo Ocimum micranthum Ocimum selloi

folha flor folha flor
Staphylococcus aureus 15,56 + 0,7% 19,3 £ 1,1%4 12,8 + 3,23 17,3 = 1,8%"
Escherichia coli 12,5 + 2,18 QB QB 12,8 + 1,18
Pseudomonas aeruginosa 10,5 + 0,5%¢ QB 9,3 + 0,4 11,6 + 2,8%®
Salmonella choleraesuis 9,6 +£0,7¢ (0 (0 14,3 + 4,68

Os valores sao médias + desvio padrdo de dois experimentos. Letras minusculas
sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferencas da procedéncia (folha e flor)
do dleo. Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferencas
entre microrganismos.

Tabela 2. Concentracao inibitéria minima (CIM) do éleo essencial de folhas e
flores de espécies de duas Ocimum contra microrganismos patogénicos e dete-
rioradores de alimentos.

Halo de inibicdo (mm/mL)

Microrganismo O. micranthum O. selloi
folha flor folha

S. aureus 0,32 0,38 1,47 0,7

E. coli 0,32 3,90 5,9 1,41

P. aeruginosa 1,29 6,17 2,95 1,41

S. choleraesuis 0,32 3,90 2,95 2,91

A anélise de variancia revelou que ambas as procedéncias do dleo
(folha e flor) e ambas as espécies microbianas mostraram efeito
significativo sobre a atividade antimicrobiana dos déleos (p<0,05). Em
relacdo aos microrganismos, essa diferenca pode estar associada a
estrutura externa da parede celular, que difere entre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (BURT, 2004). Em relacao a procedéncia,
essa diferenca pode ser atribuida a composicdao quimica do 6leo, que
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difere pela formacao de substancias antibacterianas e seus precursores
nas diferentes partes da planta (JERKOVIC et al, 2001; MORAIS,
2009). Relatos anteriores mostram que mudancas na composicao
quimica, localizacao geografica, sazonalidade e métodos de extracao
afetam diretamente as atividades biolégicas dos dleos essenciais
(CELIKTAS et al, 2007; VAN VUUREN, 2007).

Muitos testes foram realizados avaliando a acdo de 6leos essenciais

de plantas contra bactérias Gram positivas e Gram negativas. Farag et
al. (1989) examinaram a atividade antimicrobiana dos 6leos de sélvia,
cominho, cravo, tomilho e alecrim contra trés espécies de bactérias
Gram-negativas (P. fluorescens, E. coli, e Serratia marcescens) e quatro
espécies Gram-positivas (S. aureus, Micrococcus spp., Sarcina spp. e
B. subtilis). Relataram que os 6leos essenciais de sélvia

e de alecrim apresentaram pouco ou nenhum efeito contra bactérias
Gram-negativas, mas que o 6leo de cominho foi moderadamente eficaz
contra esse grupo. Os 6leos essenciais de cravo e tomilho mostram-
se altamente efetivos contra S. aureus e Micrococcus spp., enquanto
apenas pequenas zonas de inibicao foram relatadas para bactérias
Gram-negativas. Em geral, bactérias Gram-negativas foram mais
resistentes aos dleos essenciais do que as bactérias Gram-positivas.

Oussalah et al. (2006) também avaliaram o efeito inibitério de 60
diferentes 6leos essenciais contra Pseudomonas putida, espécie
microbiana associada a deterioracao de carnes. Evidenciaram que

o efeito antimicrobiano variou entre os éleos e que concentracoes
entre 0,006% e 0,4% foram necessdrias para prevenir o crescimento
detectavel de P. putida, enquanto concentracdes entre 0,025% e
0,8% foram necessaérias para a completa destruicdo do crescimento
microbiano.

Suppakul et al. (2003) demonstraram a atividade antimicrobiana

do 6leo essencial Ocimum basilicum contra uma ampla gama de
microrganismos. Posteriormente, Wannissorn et al. (2005) relataram
moderada atividade antibacteriana do 6leo dessa espécie. Bozin et al.
(2006) mostraram que cepas bacterianas Gram-positivas apresentaram
maior sensibilidade ao referido 6leo.
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Os resultados obtidos neste estudo assemelham-se aos citados da
literatura para diferentes dleos essenciais. Contudo, novos estudos
devem ser conduzidos, para avaliar a eficacia pratica desses

6leos contra o crescimento microbiano em diferentes condicdes

de substratos, processamentos e armazenamento especificos de
alimentos.

Conclusao

Os ¢dleos essenciais de O. micranthum e O. selloi apresentam atividade
antimicrobiana contra microrganismos associados a qualidade e
seguranca microbioldgica dos alimentos.
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