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RESUMO

BELUSSO, Laisa Caroline Schossler. Atividade antimicrobiana de o0leos essenciais e
associagfes com conservantes de alimentos. 2014. 46 f. Trabalho de Conclusdo de Curso -
Curso Superior de Tecnologia em Processos Quimicos, Coordenacdo de Processos Quimicos,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Toledo, 2014.

A crescente producdo de alimentos traz a tona a necessidade de novas tecnologias que
melhorem a conservacdo de alimentos com menores riscos a saude humana. Assim, este
trabalho objetivou avaliar a atividade de 6leos essenciais contra micro-organismos patogénicos
veiculados por alimentos, e estudar o efeito sinérgico destes com conservantes quimicos. Para
isso, foram utilizados quatro micro-organismos comumente veiculados por alimentos:
bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus e Bacillus cereus e bactérias Gram-
negativas: Salmonella typhi e Escherichia coli. Foram utilizados 6leos essenciais de canela,
gengibre, horteld, melaleuca e tangerina, além dos conservantes quimicos metilparabeno e
acido acético. Foram realizados testes com 6leos essenciais e conservantes, além de testes de
associacOes, determinando as concentracdes inibitorias minimas por meio do uso de
microdiluicdes sucessivas, verificando a presenca ou auséncia de sinergismo. O 6leo essencial
de tangerina ndo apresentou potencial bactericida, sendo ineficiente para o controle do
desenvolvimento microbiano. O Oleo essencial de melaleuca apresentou resultados
satisfatorios quando isolado (1,04 mg.mL?® para E. coli), contudo, apresentou efeitos
negativos quando testado em conjunto com os conservantes quimicos. Os melhores resultados
foram referentes ao 6leo essencial de canela, com as menores concentrac@es inibitorias (0,351
mg.mL para Salmonella typhi) e presenca de sinergismo quando associado ao conservante
qguimico metilparabeno, reduzindo significativamente a concentracdo eficaz deste conservante
(0,470 para 0,059 mg.mL™ para Salmonella typhi). Pode-se concluir que a associagio entre o
Oleo essencial de canela e metilparabeno consistem em uma excelente alternativa para a
conservacao de alimentos.

Palavras-chave: preservacao de alimentos, sinergismo, seguranca alimentar.



ABSTRACT

BELUSSO, Laisa Caroline Schossler. Antimicrobial activity of essential oils and association
with food conservatives. 2014. 46 f. Trabalho de Conclusdo de Curso - Curso Superior de
Tecnologia em Processos Quimicos, Coordenacdo de Processos Quimicos, Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. Toledo, 2014.

Increasing food production brings out the need for new technologies that improve food
preservation with less risk to human health. Thus, this study evaluated the activity of essential
oils against pathogenic foodborne microorganisms, and the synergistic effect of these with
food preservatives. Four microorganisms were used: Gram-positive bacteria: Bacillus cereus
and Staphylococcus aureus and Gram-negative bacteria: Salmonella typhi and Escherichia
coli. Essential oils of cinnamon, ginger, peppermint, tea tree and tangerine were used in
addition to chemical preservatives methylparaben and acetic acid. Tests of associations with
essential oils and preservatives were performed, determining the minimum inhibitory
concentration and verifying the presence or absence of synergism. Tangerine essential oil
showed no bactericidal potential and non-efficacy for microbial growth control. The tea tree
essential oil presented satisfactory results when isolated (1.04 mg.mL? for E. coli) but
showed negative effects when tested in combination with chemical preservatives. The best
results were related to cinnamon essential oil, with the lowest inhibitory concentrations (0.351
mg.mL* for Salmonella typhi) and presence of synergism when combined with chemical
preservative methylparaben, significantly reducing the effective concentration of the
preservative (0.470 to 0.059 mg.mL* for Salmonella typhi). It can be conclude that the
association between the essential oil of cinnamon and methylparaben consist in an excellent
alternative for food preservation.

Key words: food preservation, synergism, food safety.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Esquemas do ensaio checkerboard expressando os valores de concentracéo
inibitéria minima fracionada do Oleo essencial de canela e conservante metilparabeno
frente as bactérias Escherichia coli, Salmonella typhi e Bacillus cereus................cccccoco....... 30
FIGURA 2 - Isobolograma obtido por meio da associacdo entre 6leo essencial de canela e
metilparabeno contra a bactéria Bacillus CEreus. .........ccooviiviiiieieieie e 32
FIGURA 3 - Esquemas do ensaio checkerboard expressando os valores de concentracéo
inibitéria minima fracionada do 6leo essencial de melaleuca e conservante metilparabeno
frente as bactérias Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella typhi.............c.c.......... 33
FIGURA 4 - Isobologramas representando a relacdo entre 6leo essencial de melaleuca e
metilparabeno para Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella typhi...........c............ 34
FIGURA 5 - Figuras esquematizando o ensaio checkerboard expressando os valores de
concentracdo inibitéria minima fracionada do 6leo essencial de canela e conservante
acido acetico frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
€ SAIMONEITA TYPINT ... 35
FIGURA 6 - Figuras esquematizando o ensaio checkerboard expressando os valores de
concentracdo inibitoria minima fracionada do dleo essencial de melaleuca e conservante
acido acético frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
€ SAIMONEIIA TYPINT ... 36
FIGURA 7 - Isobolograma representando a relacéo entre 6leo essencial de canela e acido

acetiCo Para BaCillUS CEIEUS. ........cviiieiicie ettt 37



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Concentragdo inibitoria minima (CIM) de 6leos essenciais e conservantes
quimicos contra bactérias patogénicas veiculadas por alimentos e seus respectivos
AESVIOS PAAIDES ...ttt b bttt bbbt 26
TABELA 2 - Concentracdo bactericida minima (CBM) de o0leos essenciais contra

bactérias patogénicas veiculadas por alimentos e seus respectivos desvios padroes......... 26



SUMARIO

(O LN 2T0] 56107 TR 9
2 0BUIETIVOS ...ttt b ettt te e ne e 10
2.1 GRIAL ..ot b ettt 10
2.2 ESPECITICO 1.ttt 10
SIUSTIFICATIVA e bbbttt b bbbttt e e 11
4 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......cootieeeeeeeceeee e eveseestes s sen s 12
4.1 METODOS DE CONSERVAGCAQO DE ALIMENTOS ....c..cvvviverceereeee e, 12
4.2 OLEOS ESSENCIAIS.......coiiiieeieieissississiessse s 13
4.2.1 Oleo essencial de CANla CASSIA ...........c.evveeveeurreereisseseeeesesiesee s sese s ssses s, 14
4.2.2 Oleo essencial de GENGIDIE ........c.cccvcveveevieeeeceee et 15
4.2.3 Oleo essencial de NOMelE PIMENTA ..........cc.cevieeeireeeeeeeeeeeee et 16
4.2.5 Oleo essencial de MEIAIBUCA...............ccceveevevereeeereeeeeee et en s 16
4.2.6 Oleo eSSencial de TANGEIING ...........c.cviveeireieeeieeeeseeees et se st ses st enees 17
4.3 CONSERVANTES QUIMICOS ALIMENTICIOS .....ooviiiirieininineieeeieseseeeieens 18
4.3.1 MEtilparabEnO .......cc.ociiii e 18
4.3.2 ACIHO ACELICO ......cvovoeceeeeeeeee ettt ettt n et n e neetaneees 19
4.4 MICRO-ORGANISMOS ..ottt bbbt 19
4.5 SINERGISMO ENTRE OLEO ESSENCIAL E AGENTES ANTIMICROBIANOS . 20
5 MATERIAL E METODOS .......cooiietceseetieiesee s seeissssesesses s sessa s sesss s sessasenanns 21
5.1 MICIO-0OIQANISIMOS. .....etitietieieeteste sttt sttt ettt b bbbt b e b e e e et et e b e sb e sttt et e neene e e 22
5.2 OlE0S BSSEINCIAIS ........verveverearesseceesestesesssssssssesess s sessssessessssessssesssssesensassesessessssssssensassneans 22
5.3 CONSEIVANLES QUIMICOS ... vttt ste ettt sttt et bbbt se e bt e s e 22
5.4 Preparo das SOIUGOES € INOCUIO..........cceeiiiiiiece e 22
5.5 Determinagédo da concentracdo inibitoria Minima..........ccoooceieiiineneinenes e, 23
5.6 Determinacdo da concentracdo bactericida minima..........c.ccoocveveiieviecc s, 24
5.7 Associacdo do 6leo essencial com conservante qUIMICO.........coovevrerieirereieeesieneeeen,s 24
6 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....covivieeieiieeeteeteseeresesessessesesses st sss s ssnes s, 25
7 CONCLUSAO........oiiie e 38

BREFERENCIAS ...ttt 39



1 INTRODUCAO

O crescimento exacerbado da populacdo teve como uma de suas consequéncias o
aumento na demanda de alimentos. Esse crescimento populacional junto ao tecnoldgico
impulsionou pesquisas e desenvolvimento de tecnologias no processamento e melhoramento de
alimentos industrializados (FAVERO et al., 2011).

Para a melhora da qualidade de alimentos processados, o controle quimico de micro-
organismos vem sendo utilizado intensivamente nas ultimas décadas, criando inUmeros
problemas, tais como: resisténcia microbiana adquirida e elevacdo dos custos de producdo. O
controle alternativo com plantas medicinais estd sendo atualmente estudado, em fungdo de néo
apresentarem risco ambiental, serem geralmente in6cuas aos animais e seres humanos, bem como
apresentar menor custo (SEIXAS et al., 2011).

Para Medice et al. (2007), produtos naturais apresentam vantagens sobre os produtos
sintéticos, sendo menos concentrados e, portanto, potencialmente menos téxicos do que
compostos puros. Além disso, esses produtos podem possuir multiplos modos de acdo, tornando
possivel um amplo espectro de uso, enquanto retém uma acdo seletiva dentro de cada classe de
patdgeno. Dentre esses produtos naturais podem-se destacar 0s 6leos essenciais.

A degradacdo de um alimento € promovida, dentre as possibilidades, pela acdo de micro-
organismos. Estes seres promovem alteracBes quimicas que tem por consequéncia o
comprometimento da qualidade do alimento. Normalmente, a deterioragcdo ocasiona alteracdes na
aparéncia, odor, sabor e textura. Essas alteragdes sdo consequéncia da atividade metabdlica de
micro-organismos, que utilizam os nutrientes do alimento como fonte de energia para o
funcionamento do seu metabolismo. Os micro-organismos de carater patogénico promovem o0
desenvolvimento de infec¢bes ou intoxicagdes no individuo consumidor do alimento contaminado
(BRITO, 2011).

Para que os alimentos possam ser transportados e consumidos em longo prazo, faz-se
uso de aditivos alimentares. Estas substancias sdo adicionadas intencionalmente aos alimentos
sem a intencdo de nutrir, mas com a finalidade de modificar suas caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas ou sensoriais durante a fabricacdo, processamento, preparacédo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo (FAVERO et al., 2011).

Uma das principais caracteristicas que se busca em um alimento é que este possua uma
longa vida util. Para uma melhora no tempo de duracdo vidvel de um alimento, adiciona-se no
processo de beneficiamento, um conservante de natureza quimica que possui a¢do antimicrobiana
e/ou inibe degradacdes enzimaticas (JOS; VELD, 1996).
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Como consequéncia do desenvolvimento da populacdo, o consumo de alimentos
processados tém substituido parcialmente os alimentos in natura, sendo que a tecnologia aplicada
na conservacdo dos alimentos processados acaba levando a questionamentos sobre a seguranca
destes alimentos que tem adicdo de conservantes quimicos (DOWNS; LOEWNSTEIN;
WISDOM; 2009).

2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar a atividade antimicrobiana de dleos essenciais com potencial antimicrobiano
ja conhecido e verificar possivel efeito sinérgico com conservantes alimentares quimicos

contra micro-organismos patogénicos veiculados por alimentos.

2.2 Especifico:

Determinar a concentragdo inibitria minima e concentracdo bactericida minima de
6leos essenciais contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Determinar a concentracdo inibitéria minima de conservantes quimicos contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Avaliar o efeito sinérgico dos Oleos essenciais que apresentarem maior atividade

antimicrobiana, com conservantes quimicos utilizados comumente em alimentos.
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3 JUSTIFICATIVA

Os alimentos processados séo alvo de inimeros estudos para 0 aumento de suas vidas
de prateleira, ou seja, para que permanecam conservados por mais tempo. Para isso, uma das
alternativas € o uso de aditivos alimenticios conhecidos como conservantes. Os conservantes
tém como principal caracteristica a capacidade de inibir o crescimento microbiano e
degradacdo enzimatica nos alimentos nos quais sdo adicionados.

Contudo, o uso indiscriminado de conservantes quimicos em alimentos pode ter como
consequéncia riscos a populacdo. Apesar de serem considerados seguros em baixas
concentracdes, ja foram detectadas reacGes adversas sendo que podem resultar na
indisponibilidade de vitaminas e causar alterages nos valores nutricionais destes alimentos.

Nos paises industrializados, as doencas transmitidas por alimentos sdo de grave
questdo de salde publica. Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), em
estimativa feita em 2011, cerca de 48 milhdes de casos foram registrados, 128 mil internacoes
e 3 mil 6bitos por doencas causadas por alimentos.

O potencial antimicrobiano de substancias naturais tais como os 6leos essenciais 0s
tornam possiveis de serem adicionados simultaneamente aos conservantes quimicos em
alimentos, a fim de reduzir a concentracdo do conservante e aumentar a sua eficiéncia. A
reducdo da concentracdo implica em uma menor toxicidade do alimento processado, sem que
haja interferéncia no seu potencial de conservacdo, diminuindo os riscos a populacdo humana,
ja que o consumo de alimentos contendo conservantes é extremamente crescente.

E possivel ainda, que estes 6leos essenciais possam ser utilizados como substitutos

para 0s conservantes em certos tipos de alimentos, tornando-0s mais seguros para 0 consumo.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 METODOS DE CONSERVACAO DE ALIMENTOS

O uso de baixas temperaturas como método conservacionista consiste em uma das
primeiras técnicas a ser utilizada em alimentos, tendo sua fundamentacdo na perda de calor
dos alimentos, reduzindo a reatividade quimica e atividade enzimatica, assim como a inibicéo,
multiplicacdo e atividade dos micro-organismos (PINTO; NEVES, 2010). De acordo com
Lidon & Silvestre (2008), baixas temperaturas tornam admissiveis a presenca de micro-
organismos ndo patogénicos nos alimentos. Dependendo do seu tipo, pode ser consumido
normalmente. Contudo, em alguns casos, essa conservacao ndo impede que algumas toxinas
especificas causem danos graves ao consumidor.

Altas temperaturas sdo largamente empregadas como método para conservar
alimentos. Temperaturas elevadas levando em conta a carga microbiana contida no alimento
terdo como consequéncia a desnaturacdo de proteinas e inativacdo de enzimas essenciais para
o funcionamento metabdlico dos micro-organismos. Ha diferencas entre 0s micro-organismos
e Seus esporos quanto a resisténcia ao calor empregado, sendo que o tempo e a temperatura
irdo variar, dependendo do método de aquecimento empregado (FREITAS; FIGUEREDO,
2000).

Certos fatores sdo essenciais para o desenvolvimento metabdlico microbiano, e dentre
eles a alta atividade de agua. Com isso, utiliza-se o método de desidratacdo para a
conservacao de alimentos, baseando-se na evaporacdo da &gua neste contida por um
mecanismo de vaporizacdo térmica, reduzindo, consequentemente, a atividade de agua e
atividade enzimatica (VASCONCELOQOS; FILHO, 2010).

Tendo em vista a constante evolugdo dos processos de conservacdo, a tecnologia de
irradiacdo dos alimentos surgiu na metade do século XX, onde as radia¢cGes gama do Cobalto-
60 ou do Césio-137 ou mesmo o0s elétrons acelerados sdo capazes de controlar, inibir ou
combater micro-organismos patogénicos ou indesejaveis, além disso, as radiaces ionizantes

induzem a pequenas alteragdes fisiologicas, fazendo com que ocorra a reducdo do
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metabolismo e os alimentos, principalmente frutas, ndo completem seu ciclo (ORNELLAS et
al., 2006).

Os aditivos alimentares sdo definidos, conforme a Portaria n® 540 — Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS/MS), de 27 de outubro de 1997, como qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propdsito de nutrir, porém com o objetivo de
modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas ou sensoriais, durante a fabricacéo,
processamento, preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulacéo de um alimento (BRASIL, 1997).

Dentre os aditivos adicionados aos alimentos, estdo 0s conservantes quimicos, que tem
como principal objetivo reduzir ou até mesmo eliminar a atividade microbiana e enzimatica
ou ainda impedir reacGes quimicas que ocasionam alteracdes prejudiciais no alimento,
evitando contaminagfes e conservando o alimento por maior faixa de tempo. O conservante
quimico ideal tem como caracteristicas a abrangéncia na eficacia de eliminacdo de diversas
espécies de micro-organismos, ndo ser toxico ao ser humano e animais, nao influenciar no
sabor e nem no aroma do alimento, ndo estimular o aparecimento de micro-organismos
resistentes e ndo ser inativado por compostos presentes no alimento. Contudo, ndo ha
conhecimento de um conservante que relina todas essas caracteristicas, sendo que todos tém
alguma falha na sua eficacia (VASCONCELOS; FILHO, 2010; FREITAS; FIGUEREDO,
2000).

4.2 OLEOS ESSENCIAIS

Condimentos e especiarias tiveram seu uso na antiguidade, principalmente para fins
culinérios, sendo entdo percebidas suas propriedades antifingicas e bactericidas, onde
posteriormente passaram a ser utilizadas no processo de mumificacdo de seus mortos
(SHELEF, 1983).

Oleos essenciais sdo produtos aromaticos de metabolismo secundario de plantas,
normalmente produzidos por células secretoras ou grupos de células, sendo encontrados em
diversas partes do vegetal, como folhas e talos. Esses produtos resultantes s&o comuns entre
alguns grupos taxonémicos ou caracteristicos de uma determinada espécie, apresentando

vantagens para a manutencdo e desenvolvimento das plantas responsaveis pela sua
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sintetizacdo. Dentre os produtos, encontram-se substancias que agem na defesa contra
patdgenos e herbivoros, auxiliam na acdo de polinizadores, permitem a toleréncia de
temperaturas extremas, deficiéncia de nutrientes e minerais do solo e ainda estresse hidrico
(SEIXAS et al., 2011; PROBST, 2012).

Oleo essencial teve sua definigdo descrita no século XVI por Paracelso, que afirmava
que o componente efetivo de uma droga era a “quinta esséncia”. Quimicamente, caracterizam-
se como sendo misturas complexas de compostos de baixo peso molecular, alguns altamente
volateis, que sdo muitas vezes responsaveis por gerar sabores e/ou aromas. Os Oleos
essenciais sdo responsaveis por parte das propriedades farmacéuticas apresentadas por plantas
medicinais (PROBST, 2012).

Com base nas informacdes das propriedades dessas substancias, varias pesquisas em
todo 0 mundo vém sendo desenvolvidas para um emprego racional de conservantes de origem
vegetal na cadeia alimentar (CHAQO; YANG, 2000).

Algumas espécies de plantas contém uma variedade de substancias de ocorréncia
natural chamadas “fitoquimicas”. As propriedades dos constituintes com funcionalidades
conjuntas de acdo antimicrobiana e prevencdo de oxidacgdo lipidica tornam os 6leos essenciais
produtos de extremo potencial para 0 aumento da vida de prateleira de alimentos processados
(PRATT, 1992).

Com isso, varios estudos tém comprovado o efeito de compostos extraidos de 6leos
essenciais de plantas, que atuam como antimicrobianos naturais. Um ndmero significativo
destes constituintes tem se mostrado eficaz (SEIXAS et al., 2011), isso devido a constatada
existéncia de compostos como alcoois, ésteres, aldeidos, terpenos, fenois, acidos organicos e
muitos outros elementos (SAGDIC, 2003). Dentre os beneficios do uso dos 6leos, pode-se
citar o fato de melhorar a aceitacdo do alimento por se tratar de produtos naturais, além de ndo
apresentarem efeito toxico, mesmo quando empregadas em concentracfes relativamente
elevadas (SHELEF, 1983).

4.2.1 Oleo essencial de canela cassia

A canela céassia (Cinnamomum cassia, Ness & T. Nees), também conhecida como

canela da China, pertencente a familia Lauraceae, é proveniente de uma pequena arvore,
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nativa do sul da China e do Vietnd. A muito, é utilizada como condimento devido as
caracteristicas de sua casca aromatica (RAVIDRAN; BABLU; SHYLAJA, 2004).

O Oleo essencial de canela cassia é bastante utilizado como aromatizante,
flavorizante e conservante natural de alimentos. Estudos comprovam o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial de canela, como inibidor de crescimento de fungos e
bactérias (FICHI et al., 2007).

O oleo essencial é caracterizado por misturas complexas de substancias volateis,
geralmente de caréter lipofilico (SIMOES; SPITZER, 1999). Dentre os componentes do 6leo,
estdo presentes, em diferentes concentracdes, hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples,
cetonas, aldeidos, ésteres, fenois, acidos organicos fixos, dentre outros. A composicao do 6leo
essencial de canela é varidvel, sendo consequéncia do local de crescimento e do 6rgdo da
planta utilizado. Contudo, muitos estudos relatam os principios ativos, ou seja, substancias de
carater majoritario presentes no 6leo como sendo o eugenol, que é o componente majoritario
do éleo extraido das folhas e o cinamaldeido, principio ativo do 6leo extraido da casca (LIMA
et al., 2005; FICHI et al., 2007).

4.2.2 Oleo essencial de gengibre

O género Zingiber engloba cerca de 85 espécies de ervas, sendo a maioria distribuida
no leste da Asia e Australia. A maioria destas ervas sdo utilizadas como alimento e para o
tratamento tradicional de uma variedade de doencas (SABULAL et al., 2006).

A composicdo do Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale, Roscoe) e sua
atividade bioldgica tem sido alvo de numerosos estudos. A investigacdo sobre a sua
composicdo quimica tem revelado a presenca de compostos bioativos, como o gingerol,
responsavel pela caracteristica antibacteriana, shogaol, flavonoides, sesquiterpendides,
diterpendides, dentre outros. Varias espécies de Aspergillus mostraram alta sensibilidade ao
Oleo essencial de gengibre. Também ha estudos que revelam o potencial de inibicdo do
crescimento das bactérias Escherichia coli (T. Escherich, 1885), Staphylococcus aureus
(Rosenbach, 1884) e Salmonella sp. (JANES; NANNAPANENI; JOHNSON, 1999; SINGH
et al., 2008).
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4.2.3 Oleo essencial de hortel pimenta

Horteld pimenta (Mentha piperita L.) € uma planta de importancia medicinal e
econdmica pertencente a familia Lamiaceae, hibrida das espéceis Mentha spicata L. e Mentha
aquatic. Sua utilizacdo € datada desde a antiguidade, sendo usada pelos antigos egipcios. Sua
aplicacdo estd relacionada a alimentos e chas medicinais. E utilizada no tratamento de
doencas de pele, problemas nos sistemas circulatorio, digestivo, imunoldgico e nervoso. Seu
uso também esta relacionado a formulacdo de pastas de dente, cremes dentais, enxaguante
bucal e flavorizante de produtos farmacéuticos (ISCAN et al., 2002; SINGH, 2011;
DERWICH et al., 2011; MOGHTADER, 2013).

As substéncias constituintes de carater majoritario do 6leo essencial de hortela pimenta
sdo o mentol, a mentona e o metil acetato, sendo que o potencial antimicrobiano € atribuido a
alta concentracdo de mentol presente na planta. Estudos revelam a atividade antibacteriana
deste 0Oleo essencial contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus (Frankland & Frankland,
1887), Enterococcus faecium (Schleifer & Kilpper-Bélz 1984), Escherichia coli. Também
apresentou forte atividade antifungica contra Aspergillus niger (van Tieghem, 1867) (ISCAN
etal., 2002; SARTORATTO et al., 2004; JEYAKUMAR; LAWRENCE, PAL, 2011; SINGH,
2011; MOGHTADER, 2013).

4.2.4 Oleo essencial de melaleuca

Espécies pertencentes a familia Myrtaceae, encontram-se distribuida em regides
tropicais e subtropicais. O género Melaleuca, que pertence a subfamilia Leptospermoidae
inclui cerca de 100 espécies nativas da Austrdlia e llhas do Oceano Indico, florescendo
principalmente em areas préximas de rios e pantanos (VIEIRA et al., 2004).

O oleo essencial de melaleuca, derivado da planta nativa australiana Melaleuca
alternifélia L., foi historicamente empregado pelo seu efeito antisséptico e anti-inflamatoério.
E empregado como ingrediente ativo em muitas formulacdes utilizadas para a cura de
infeccOes cutdneas. Esté disponivel em grande quantidade na Austrélia, Europa e América do
Norte (COX et al., 2000; CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Phillippe_%C3%89douard_L%C3%A9on_van_Tieghem&action=edit&redlink=1
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Dentre todas as propriedades atribuidas ao 6leo essencial de melaleuca, a atividade
antimicrobiana é a que mais tem recebido atencéo, sendo inimeras pesquisas realizadas para a
analise de quais componentes sao responsaveis pelo ataque aos micro-organismos (CARSON;
HAMMER; RILEY, 2006).

A composicdo quimica do 6leo foi bem definida através de varios estudos, sendo que
consiste de monoterpenos ciclicos. Dentre estes, 0s compostos sugeridos como maiores
inibidores do desenvolvimento microbiano sdo terpeno-4-ol e a-terpineol (COX et al., 2000;
CARSON et al., 2002; HAMMER; CARSON; RILEY, 2003; CARSON; HAMMER; RILEY,
2006).

Pesquisas revelam que o 6leo essencial de melaleuca apresenta-se como inibidor do
crescimento de bactérias como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e dos fungos
Aspergillus niger, Aspergillus flavus (Link, 1809), Aspergillus fumigatus (Fresenius, 1863) e
Penicillium sp (COX et al.,, 2000; HAMMER; CARSON; RILEY, 2003; FITZPATRICK,
2010).

4.2.5 Oleo essencial de tangerina

A tangerina (Citrus reticulata, Blanco) € proveniente de uma planta vigorosa de
tamanho médio, com folhas médias e densas. O fruto é de tamanho médio, muito consumido
mundialmente (DONADIO; STUCHI; CYRILLO, 1998).

O grande interesse em frutas citricas e produtos derivados esta relacionado com a
associagao entre o seu consumo e a diminuigéo do risco de cancer no estdbmago, eséfago, colo
retal e acidente vascular cerebral (MATAN; MATAN, 2008).

Johnson et al. (2013), ao analisarem a composi¢do do 6leo essencial de tangerina
encontraram como componentes majoritarios o 3-ciclohexano-1-methanol e a-4-trimetil

(33,38 %) em um total de trinta e um constituintes.
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4.3 CONSERVANTES QUIMICOS ALIMENTICIOS

4.3.1 Metilparabeno

Esteres do acido 4-hidroxibenzdico, os parabenos sdo conservantes com grande
potencial antimicrobiano contra fungos e bactérias, utilizado em larga escala pelas industrias
de alimentos, cosméticos e farmacos. Diferenciam-se apenas no grupo éster, podendo ser
metil, etil, propil, butil, isopropil, isobutil ou benzil. Metilparabeno e propilparabeno sdo os
mais utilizados, muitas vezes em conjunto devido ao seu potencial sinérgico quando
combinados. Estudos comprovam que o potencial antimicrobiano estad proporcionalmente
relacionado ao tamanho da cadeia alquilica. Contudo, ésteres com longas cadeias possuem
solubilidade limitada em agua e tendo em vista que o crescimento microbiano se da somente
na presenca de agua, os torna pouco eficientes. Quando comparado com 0s outros parabenos,
o metilparabeno possui cadeia relativamente curta, o que o torna mais solivel em agua do que
0s outros parabenos, sendo, portanto, o0 mais utilizado (SAAD et al., 2005).

A sua ampla utilizacdo esta relacionada com sua baixa reatividade, resisténcia a
hidrolises em aquecimento e resfriamento de agua, ndo volatilidade, baixa tendéncia de
absorcdo em embalagens, incolor, inodoro, biodegradavel e de baixo custo (HANDA et al.,
2006).

Freese; Sheu; Galliers (1973) relataram o0 mecanismo de acdo destes agentes na
célula microbiana, que agem inibindo a oxidacéo celular através da inibicdo de compostos que
doam elétrons para 0 mecanismo transportador de elétrons da célula. A deficiéncia destes
compostos doadores tem como consequéncia a inibicdo da entrada de substratos na célula. Os
parabenos sdo conhecidos por desacoplar o transporte de substrato e fosforilacdo oxidativa do
sistema de transporte de elétrons da célula, comprometendo o processo de respiracao.

A regulamentacdo quanto ao uso destes compostos é responsabilidade da ANVISA,
que atraves da RDC n° 5 de 15/1/2007 estabelece o uso destes conservantes em alimentos,

sendo a concentracgdo de metilparabeno maxima permitida de 0,03 g.100 mL™.
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4.3.2 Acido acético

O écido acético ¢é provavelmente uma das mais antigas substancias a serem aplicadas
em alimentos a fim de conservagdo, tendo essa funcionalidade descoberta pelos Babilonios,
evidenciando que a aplicacdo de vinagre na comida atrasava a acdo das bactérias que a
atacavam. Sua funcionalidade na forma de vinagre ocorre ndo somente como acao
preservativa, mas também como sequestrantes, acidulantes e agentes flavorizantes. E
considerado um 4&cido natural que se forma no vinagre mediante a acdo de bactérias
especificas (BRITO, 2011).

De acordo com Marques et al. (2010) seu principal meio de utilizacdo é na forma de
vinagre, que além de apresentar utilidade como amaciante de carnes temperadas e legumes em
conservas. O vinagre é uma solucdo aquosa diluida, que embora contenha outros acidos
organicos, tem o teor de acidez expresso em termos de acido acético, e ndo deve conter menos
que 4 % desse acido (BRASIL, 1990).

Seus efeitos antimicrobianos sdo atribuidos a alteragcdes causadas no pH, embora a
forma néo dissociada do &cido aumente sete vezes o pH entre 5 e 6, seu efeito antimicrobiano
apenas duplica (GEORGE; METRIS; STRINGER, 2008). A acdo inibitdria do acido acético é
conseguida atraves da neutralizacdo do gradiente eletroquimico da membrana celular, assim

como pela desnaturacdo das proteinas dentro das células (RAY; BHUNIA, 2008).

4.4 MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos foram as primeiras formas de vidas na Terra a apresentar
caracteristicas basicas de sistema vivo. Constituem o grupo dos micro-organismos 0s Vvirus,
bactérias, fungos, algas e protozoarios. Uma célula microbiana isolada pode apresentar
existéncia independente. As células sdo estruturas organizadas, possuem um conjunto de
guatro componentes essenciais: proteinas, acido nucleico, lipidios e polisacaridios
(MADIGAN et al., 2010).
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Segundo 0s mesmos autores, pode-se promover o crescimento de células microbianas
em meios de cultura artificiais, onde se desenvolvem em grandes proporcGes, tornando
possivel a realizacéo de estudos bioquimicos e genéticos.

Quando se encontram em um meio que possui condi¢Ges favordveis para seu
desenvolvimento, com o fornecimento de nutrientes para o funcionamento do seu
metabolismo, 0s micro-organismos iniciam o processo de multiplicacdo. Alimentos sdo fontes
de nutrientes, razdo pela qual sdo extremamente favoraveis para multiplicacdo microbiana. O
metabolismo microbiano muitas vezes pode causar alteracfes indesejaveis nos alimentos,
causadas por micro-organismos deteriorantes, além da produgdo de toxinas que fazem mal a
salide e bem estar humana, consequéncia da acdo de micro-organismos patogénicos. Contudo,
existem os micro-organismos de carater benéfico, que causam alteracfes nos alimentos
promovendo a transformacdo de suas caracteristicas originais (HOFFEMANN, 2001;
GEITENES et al., 2013).

O metabolismo de micro-organismos patogénicos da origem a toxinas prejudiciais a
salde e bem estar humano. Quando esses micro-organismos desenvolvem-se em contato com
0 alimento, este acaba por tornar-se o veiculo do patdégeno para o organismo humano.
Bactérias como Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enterica
(ex Kauffmann and Edwards 1952) Le Minor and Popoff 1987, Staphylococcus aureus sao
exemplos de micro-organismos patogénicos produtores de toxinas, que muitas vezes
acometem alimentos e acabam contaminado o homem (STAMFORD et al., 2006).

A acdo de micro-organismos maléficos prejudica a integridade de alimentos, sendo
necessario o controle da carga microbiana a partir da adicdo de substancias que irdo inibir, ou

seja, tornar o meio improéprio para o crescimento destes micro-organismos (SOUZA, 2006).

4.5 SINERGISMO ENTRE OLEO ESSENCIAL E AGENTES ANTIMICROBIANOS

De acordo com Gutierrez et al (2008), os 0leos essenciais quando combinados com
outras substancias podem ter como resultado o mesmo potencial evidenciado para Oleos
isolados, contudo, em menores concentragles. Este fato favorece o emprego dos mesmos
como antimicrobianos utilizados na conservacdo de alimentos, onde a agdo conjunta de

diferentes compostos quimicos fornece a possibilidade de controle de bactérias
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multirresistentes. Os estudos realizados por Zago et al. (2009) d&o origem a possibilidade de
utilizacdo de 6leos essenciais combinados aos antimicrobianos tradicionais, com um aumento
no potencial da droga. Os autores relataram que mesmo Oleos essenciais que nao
demonstraram muita eficiéncia na inibi¢cdo do crescimento microbiano, ao serem associados a
produtos sintéticos, apresentaram sinergismo.

Um novo método conservacionista de alimentos, conhecido como “sistema
antimicrobiano natural” estd sendo descrito em estudos, sendo este embasado na aplicacao de
sinergismo de compostos de origem animal, microbiana e/ou vegetal de comprovados
potenciais antimicrobianos com técnicas fisicas de conservacdo, sendo que esta combinacdo
proporciona a formacdo de um ambiente improprio para o desenvolvimento de micro-
organismos (HARRIS, 2003; SOUZA, 2006).

A interacdo entre 6leos essenciais e outras substancias evidencia uma alternativa para
a potencialidade da acdo dos mesmos. Harris et al. (2003) analisaram o efeito da combinagéo
efetiva entre Oleos de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e a fracdo polar de manuka
(Leptospermum scoparium). Como resultado, observaram o0 aumento da acdo bactericida
quando comparada a acdo dos 6leos individualmente. Este estudo pode explicar o sinergismo
ocorrente entre 0s componentes presentes nos 6leos essenciais e outras substancias de carater
diferente, como antibioticos ou conservantes quimicos, sendo que a diferenca nos mecanismos
de acdo das substancias de carater distinto quando utilizadas em conjunto promove a a¢cdo em
menor tempo. Substancias que agem na membrana celular podem facilitar a entrada de
substancias que tém acdo em outros processos no interior da célula, maximizando, portanto, a
acao bactericida (KNOWLES et al., 2005).

5 MATERIAL E METODOS

O experimento in vitro e as analises foram realizados no laboratério de microbiologia
da Universidade Tecnologica Federal do Parana — UTFPR, campus Toledo, localizado na

cidade de Toledo, Parané.
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5.1 Micro-organismos

Foram utilizados micro-organismos comumente veiculados por alimentos,
liofilizados, adquiridos através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS). Foram utilizadas as bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
14458) e Bacillus cereus (ATCC 11778) e bactérias Gram-negativas: Salmonella typhi
(ATCC 06539) e Escherichia coli (ATCC 10536).

5.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais de canela (lote 215), gengibre (lote 267), horteld (lote 182),
melaleuca (lote 191) e tangerina (lote 142) foram obtidos da empresa Dadiva Brasil
aromaterapia, especializada na comercializagdo destes produtos. Foram exigidos laudos
técnicos dos laboratorios fornecedores, com a intencao de caracterizar cada 6leo.

5.3 Conservantes quimicos

Os conservantes quimicos utilizados foram metilparabeno da marca Biotec (Lote
32343), de nome quimico éster metilico do acido 4-hidroxibenzdico e acido acético glacial
Alphatec (Lote 21466-1), de nome quimico acido acético, que possuem acdo germicida,
bacteriostatica e fungistatica.

5.4 Preparo das solugdes e inoculo

As solucbes de 6leos essenciais foram preparadas em eppendorfs estéreis. Para o

preparo de 1 mL de solucéo de 6leo essencial, adicionou-se 900 uL de caldo Miieller-Hinton,
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100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), 10 mg de 6leo essencial, para uma solucdo resultante
com concentragdo de 10 mg.mL™ de 6leo essencial.

O indculo para os testes de diluicdo foi preparado de acordo com a escala 0,5 de
McFarland.

De acordo com a National Committe for Clinical Laboratory Standards (2003), para
o0 preparo da solucdo 0,5 McFarland, uma aliquota de 0,5 mL de BaCl, 0,048 mol/L (1,175%
(p)/v BaCl,+2H>0) foi acrescentada a 99,5 mL de H2SO4 0,18 mol/L (1% v/v), sob constante
agitacdo para manter a suspensao.

A suspensédo de sulfato de bario foi entdo transferida, em aliquotas de 5 mL, para
tubos com tampas. Esses tubos permaneceram armazenados em local escuro a temperatura

ambiente. O tubo passou por vigorosa agitacdo antes de ser utilizado.

5.5 Determinacgdo da concentracdo inibitéria minima

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para bactérias,
realizou-se o teste de microdiluicdo em microplacas KASVI® para cultura de células,
estéreis, descartaveis, com 96 pocos.

De acordo com a metodologia descrita pelo National Committe for Clinical
Laboratory Standards (2003), adicionou-se 100 pL de caldo Miieller-Hinton, com o auxilio de
uma micropipeta multicanal, em todos os po¢os da placa. O 6leo essencial a ser testado (10
mg.mL™?) foi adicionado & primeira linha de pogos da microplaca. Em seguida, realizaram-se
diluicBes seriadas do Oleo essencial, sendo que 0 poco seguinte apresentava a metade da
concentracdo do poco imediatamente anterior.

Realizou-se 0 ajuste da turbidez da cultura em caldo com crescimento ativo com
solucdo salina estéril, de modo a obter-se uma turbidez 6tica comparavel a da solucdo padrédo
McFarland de 0,5. A suspenséo resultante possui aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL.
Foram realizadas dilui¢bes 1:20, para obtencdo de uma solugdo com aproximadamente 0,5 x
10" UFC mL™, com o auxilio de uma solugéo salina 0,85%. Inoculou-se, com a ajuda de uma
micropipeta, 10 pL da suspensdo bacteriana em cada pogo das respectivas microplacas, com
excecdo da fileira onde foi feito o controle da esterilidade do caldo. As microplacas foram

incubadas a 35°C, por 24 horas.
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Apos o tempo de incubacdo, realizou-se a leitura das placas, observando a presenca
ou auséncia de crescimento bacteriano visivel. Com leve agitacdo, para simplificar a leitura
dos pontos finais, observou-se qual o Gltimo pogo isento de crescimento bacteriano visivel. O
ultimo pogo que possui a caracteristica de ser oticamente claro, ou seja, onde houver auséncia
de turvacdo visivel, é tido como a minima concentracdo que inibe o crescimento bacteriano,

ou seja, é a CIM. O experimento foi realizado em duplicata.

5.6 Determinacao da concentracao bactericida minima.

A determinacdo da CBM foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Baron et al. (1994). Foram retiradas aliquotas de 10 uL, de forma asséptica, dos pogos da
microplaca que correspondem a CIM e as 5 concentracfes imediatamente anteriores. Em
seguida, estas foram semeadas, com auxilio de algas bacterioldgicas, pelo método de
espalhamento em estrias, na superficie de agar Mueller-Hinton estéril contido em placas de
Petri devidamente esterilizadas. As placas foram posteriormente incubadas a 35°C por 24
horas, sendo realizada em seguida a contagem das col6nias que cresceram sob o meio sélido.
Considerou-se como CBM a menor concentracdo de Oleo essencial que ocasionou uma

reducdo no crescimento bacteriano igual ou superior a 99,9% do indculo inicial.

5.7 Associacdo do 6leo essencial com conservante quimico

Os oOleos essenciais que apresentaram melhor desempenho de inibicdo foram
submetidos ao teste de sinergismo com as substancia quimica conservantes comumente
utilizada em alimento (metilparabeno e acido acético), através da técnica de “checkerboard”,
para derivacdo do indice de concentracdo inibitdria fracionada.

Utilizaram-se as solugcBes de oleos essenciais de acordo com as respectivas CIM.
Primeiramente, adicionou-se as microplacas estéreis de 96 cavidades 100 pL de caldo
Moueller-Hinton estéril. Posteriormente, transferiu-se aliquotas de 100 pL das solugdes de 6leo

essencial a serem testadas nos sete primeiros pogos da primeira linha, na concentracéo de
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8xCIM, onde diluiu-se, no sentido vertical, de forma a ter concentra¢fes nas colunas com 0s
respectivos valores de CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4, CIM/8. Em seguida,
adicionou-se, da primeira coluna até a sétima, 100 uL da solugdo conservante, mantendo a
concentracdo fixa no sentido vertical, sendo que no primeiro poco até o Gltimo po¢o da
primeira coluna adicionou-se a solucdo de conservante quimico CIM/8, até CIMx8 na Ultima
coluna de oOleo essencial, respectivamente. Em seguida, adicionou-se aliquotas de 10 pL da
suspensdo bacteriana ja padronizada, nos pocos das microplacas. Estas foram entéo incubadas
por 24 horas, a 35°C.

Para o célculo do indice de concentragdo inibitéria fracionada (ICIF), realizou-se a
soma de CIF” + CIF®, sendo que A representa o 6leo essencial e B o conservante quimico. A
determinacdo de CIF” foi feita a partir da divisio de CIM” combinada por CIM” sozinha,
assim como CIFB foi obtida através do quociente de CIMB combinada por CIMB sozinha.
Desta forma, a classificacdo do ICIF de acordo com a atividade dos éleos conjunta ao
conservante quimico ¢ classificada em sinérgica (< 0,5), aditiva (entre 0,5 e 1,0), indiferente
(entre 1,0 e 4,0) ou antagdnica (>4,0) (LEWIS et al., 2002).

Os resultados do checkerboard s&o interpretados pelo padrdo formado pelo
isobolograma. As concentragdes de uma das substancias fica ao longo do eixo X e a outra ao
longo do eixo Y. Ao conectar a série de pontos relacionados com a combinacdo das duas
substancias onde ocorre inibicao do crescimento, obtém-se o isobolograma.

Os dados foram submetidos a analise de variancia entre os valores de CIM e CBM.
No caso de resposta significativa, realizou-se o teste de Tukey com o auxilio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os resultados dos testes para determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (Tabela 1) pode-se perceber a eficiéncia dos 0leos essenciais e conservantes quimicos
contra as bactérias testadas. No caso dos 6leos testados neste trabalho, apenas o 6leo essencial

de tangerina ndo apresentou resultados positivos em nenhum dos casos.
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de dleos essenciais e conservantes
quimicos contra bactérias patogénicas veiculadas por alimentos e seus respectivos desvios

padrdes (DP).
Micro- Canela Gengibre Horteld Melaleuca Metilparabeno Agido acético
organismos CIM = DP (mg.mL})
Bacillus 0391+016a  219+02lab  500£00c 28l+119bc  187+00ab 1,62+ 0,0 ab
cereus
ESCfl%rIIiChla 0261+03la  250£00b  500400c  104+020a  0,937+0,0a 162£000b
Sal?;gﬁiella 0351£032a  219+059a  500%00b  344+118b  0470:00a 162£00a
Staphylococcu oo, 4 250£00c  000£00-  250+00¢c 3,70£00d 1,62+ 0,0 be
s aureus

Médias seguidas por diferentes letras na linha, diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os valores referentes a concentracdo bactericida minima dos 6leos essenciais estdo

apresentados na Tabela 2. O éleo de tangerina teve auséncia de efeito.

Tabela 2. Concentragdo bactericida minima (CBM) de 6leos essenciais contra bactérias patogénicas
veiculadas por alimentos e seus respectivos desvios padrdes (DP).

Canela Gengibre Horteld Melaleuca
CBM +£ DP (mg.mL™?)

Micro-organismos

Bacillus 0703£029a  227+059b 5,00+0,0 C 5,00+0,0 ¢
cereus
ESChceorlliChla 1,25+00a 500+00b 500+00b 500+00b
Sa':‘;/gﬂf"a 141+059a 5,00+0,0b 500£0,0b 437+119Db
Staphylococcus 125+00a 0,0+0,0 - 0,0+0,0- 0,0+0,0 -
aureus

Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O oleo essencial de canela foi o responsavel pela inibicdo do crescimento bacteriano
em menores concentracdes quando comparado com os demais Oleos testados, ou seja,
apresentou o0 maior potencial antimicrobiano. Dentre as bactérias testadas, a Escherichia coli
foi a mais sensivel ao 6leo essencial de canela (0,261 mg.mL™), necessitando da menor
concentracdo de 6leo para inibicdo do metabolismo, seguida por Salmonella typhi (0,351
mg.mL™), Bacillus cereus (0,391 mg.mL™?) e Staphylococcus aureus (0,625 mg.mL™). Com
relacdo a concentragdo bactericida minima, ou seja, a minima concentragdo do 6leo essencial
suficiente para causar a morte da célula bacteriana, o 6leo essencial de canela apresentou o
maior potencial bactericida, sendo mais eficaz frente a Bacillus cereus (0,703 mg.mL™),
seguida por Escherichia coli (1,25 mg.mL™?) e Staphylococcus aureus (1,25 mg.mLt), ambas

com a mesma concentragéo, e por fim, Salmonella typhi (1,41 mg.mL™).
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A alta eficacia do Oleo essencial de canela frente as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas testadas neste trabalho pode ser justificada pela composi¢cdo do mesmo, no
qual apresenta 81% de cinamaldeido, sendo este composto o principal responsavel pelo seu
alto potencial antimicrobiano. Tais resultados corroboram com os estudos de Chao et al.
(2000), onde baixas concentracdes do 6leo foram capazes de inibir o crescimento das mesmas
bactérias. Oussalah et al. (2007) constataram a presenca do cinamaldeido como composto
majoritario e também evidenciaram seu efeito antimicrobiano frente Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Evidéncias indicam que a acdo antimicrobiana do cinamaldeido e do
eugenol esta relacionada com a inibicdo de enzimas essenciais no metabolismo bacteriano,
causando danos a parede celular e consequente morte da célula (DI PASQUA et al., 2007).

As concentracdes minimas de inibicdo microbiana dos 6leos essenciais de gengibre,
0 qual apresenta 33% zingibereno, composto majoritario, e melaleuca, cuja atividade
antimicrobiana é atribuida aos 42% terpen-4-ol encontrados na sua composic¢dao, foram
relativamente proximas, sendo que a menor concentracdo do 6leo essencial de gengibre (2,19
mg.mL™?) foi responsavel pela inibicdo do crescimento das bactérias Bacillus cereus e
Salmonella typhi, seguidas por Escherichia coli (2,50 mg.mL™) e Staphylococcus aureus
(2,50 mg.mL1). O 6leo essencial de gengibre foi o segundo com potencial bactericida mais
eficaz, sendo que sua acdo mais significativa se deu frente a bactéria Bacillus cereus (2,27
mg.mL™). A concentracio maxima testada promoveu a morte das cepas de Escherichia coli e
Salmonella typhi. Néo foi eficaz frente as cepas de Staphylococcus aureus.

Os resultados estdo de acordo com Sivasothy et al., (2011), que evidenciou a agéo
antimicrobiana do Oleo essencial de gengibre frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, obtendo resultados satisfatorios. Na composicdo do 6leo essencial de gengibre,
encontram-se presentes 0 oxido de cariofileno, a-pineno, a-terpineol, linalol, 1,8-cineol,
compostos que possuem caracteristicas antimicrobianas conhecidas. Apesar de estarem
contidos em baixas concentracdes, a ocorréncia de efeito sinérgico entre eles aumenta o
potencial antimicrobiano (GILES; ZHAO; AGBOOLA, 2010).

O oleo essencial de melaleuca inibiu com maior intensidade a bactéria Escherichia
coli (1,04 mg.mL™?), Staphylococcus aureus (2,50 mg.mL™Y), Bacillus cereus (2,81 mg.mL?) e
Salmonella typhi (3,44 mg.mL™?) respectivamente. O 6leo de melaleuca teve efeito bactericida
nas concentragdes maximas com relacéo as cepas de Bacillus cereus e Escherichia coli, sendo
a Salmonella typhi relativamente mais sensivel (4,37 mg.mL™). Ndo houve morte celular nas

cepas de Staphylococcus aureus.
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Thomsen et al. (2013) identificaram o potencial do éleo essencial de melaleuca frente
a cepas de Staphylococcus aureus. Cox et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes para o
Oleo essencial de melaleuca, sendo que Escherichia coli também apresentou-se mais
suscetivel aos efeitos do Oleo. A acdo do Gleo essencial de melaleuca, em concentraces
minimas, promove a inibigdo da respiracdo celular e causa vazamento de potéssio das células,
danificando a estrutura da membrana celular. A barreira de permeabilidade mantém funcgéo
vital para a manutencdo do metabolismo celular. As membranas citoplasmaticas, o plasma e
as membranas mitocondriais promovem uma barreira na passagem de pequenos ions como
H*, K¥, Na*, permitindo que as organelas controlem a entrada e saida destes componentes. A
danificacdo desta barreira de permeabilidade compromete de forma letal a célula bacteriana.

O dleo essencial de hortela se mostrou eficaz apenas na concentra¢do maxima testada
(5 mg.mL?), exceto para Staphylococcus aureus, a qual nio teve o crescimento
comprometido, caracterizando o baixo e/ou inexistente comprometimento do seu metabolismo
frente acdo do Gleo essencial de horteld. Com relacdo a concentracdo bactericida minima, foi
eficaz na maxima concentracdo testada, frente as cepas de Bacillus cereus, Escherichia coli e
Salmonella Typhi e ndo apresentou potencial bactericida sobre Staphylococcus aureus.

De acordo com Tyagia e Malika (2011), que obtiveram resultados semelhantes para
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, o potencial antimicrobiano do éleo essencial de
horteld estd relacionado a presenca dos compostos mentol e mentona, presentes em grande
quantidade. Estes compostos possuem atividade antimicrobiana conhecida. Contudo, 0s
estudos de Yadegarinia et al. (2006) revelaram alta propriedade antimicrobiana do dleo
essencial de horteld com baixas concentracdes de mentol, mas altas concentracdes de outros
compostos, tais como o-terpeno, iso-mentona, trans-carveol, oxido de pipertinona oxide e
B-caryofileno. A acgdo sinérgica destes compostos pode ter contribuido de forma significativa
para um aumento no potencial antimicrobiano.

O oleo essencial de tangerina possui sua composicao caracterizada pelo composto
majoritario limoneno. Lorenzetti et al. (2011) também evidenciaram a ineficicia do 6leo
essencial de tangerina como antimicrobiano, revelando, inclusive, a baixa atividade
antimicrobiana do limoneno mesmo como composto purificado.

O conservante metilparabeno foi eficaz quando testado frente a Salmonella typhi,
Escherichia coli e Bacillus cereus, em ordem crescente de sensibilidade. A bactéria menos
sensivel ao conservante foi Staphylococcus aureus, que apresentou um valor elevado de CIM.

Devido a este fato, ndo foram realizados testes de associacdo entre os 0leos essenciais e 0
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conservante metilparabeno para identificar diferenca na sensibilidade de Staphylococcus
aureus, uma vez que a metodologia exige que o0s testes sejam feitos com uma quantidade
muito maior do conservante, o que ocasionaria dificuldades de solubilizacdo, necessitando
adicdo de quantidades muito grandes de emulsificante, 0 que comprometeria os resultados,
uma vez que o emulsificante em quantidades muito elevadas é toxico para as bactérias.

As bactérias apresentaram o mesmo valor de CIM quando testadas com &cido
acetico, indicando que a possivel acdo bactericida deste conservante se dé pelo abaixamento
do pH.

Os valores de concentracdo inibitoria minima obtidos por meio dos testes de
associacdo entre dleo essencial de canela e o conservante metilparabeno frente as bactérias

Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella typhi estdo expressos na Figura 1.



Oleo essencial de canela (mg.mL-1)

(a)

Metilparabeno (mg.mL-1)

(b)

Metilparabeno (ng.mL-)

30

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
A 2,088 | 2,088 | 2,088 | 2,088 | 2,088 | 2,088 | 2,088 Al 281 2,81 | 2,81 | 2,81 | 2,81 | 2,81 | 2381
0,117 | 0,234 | 0,469 | 0,937 | 187 3,75 7.50 0,059 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0,940 | 1,88 3,70
B[ 1,044 | 1,044 | 1,044 | 1,044 | 1,044 [ 1,044 | 1,044 | ~|[ B | 1,40 1,40 | 1,40 | 1,40 | 1,40 | 140 | 1,40
0,117 | 0,234 | 0,460 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 7,50 ,E_] 0,059 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0,040 | 1,88 | 3,76
Cc| 0522 | 0522 0,522 0,522 | 0,522 | 0,522 | 0,522 En c | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702
0,117 | 0,234 | 0,469 | 0,937 | 1,87 | 3,75 | 7.50 § 0,059 | 0,117 | 0,235 | 0470 | 0,940 | 188 | 3.76
]
D[ 0,261 | 0261 | 0,261 | 0,261 | 0,261 | 0,261 [ 0,261 | “ | D | 0,351 | 0,351 | 0,351 | 0,351 | 0,351 | 0,351 | 0,351
0,117 | 0,234 | 0,469 | 0,937 | 1,87 | 3,75 | 7.50 E 0,059 | 6,117 | 0,235 | 0,470 | 0,040 | 1,88 | 3,76
E| 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 § E| 0176 | 0,176 | 0,176 | 0,176 | 0,176 | 0,176 | 0,176
0,117 | 0,234 | 0,469 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 7,50 § 0,059 | 0,117 | 0,235 | 0470 | 0,940 | 188 | 376
g
F | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065 |.5 | F [0,0887| 0,088 | 0,083 | 0,083 | 0,088 | 0,088 | 0,088
0,117 | 0,234 | 0,469 | 0,937 | 187 | 3,75 | 7.50 0,050 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0,940 | 1,88 | 3,76
G| 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032 G | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044
0117 | 0,234 | 04060 | 0,937 | 1,87 | 375 | 750 0,059 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0,940 | 188 | 3.76
(c) Metilparabeno (mg.mL-1)

1 2 3 4 5 6 7

A 313 313 | 3,13 | 3,13 | 3,13 | 3,13 | 3,13

0,234 | 0,469 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 7,30 15

5 B | 156 1,56 | 1,56 | 1,56 | 1,56 | 1,56 | 1,56

;h 0.234 | 0469 | 0,037 | 1,87 | 375 | 730 15

s | C 0782 | 0,782 | 0,782 | 0,782 | 0,782 | 0,782 | 0,782

% 0,234 | 0,469 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 7,30 15

4| D 0391 [ 0391 | 0,391 | 0,391 | 0,391 | 0,391 | 0,391

E 0234 | 0,469 | 0,937 | 1,87 | 3,75 | 730 15

% E 70,196 | 0,196 | 0,196 | 0,196 | 0,196 | 0,196 | 0,196

g 0,234 | 0460 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 7,50 15

© F | 0,098 | 0,098 | 0,008 | 0,098 | 0,008 | 0,098 | 0,098

0,234 | 0,469 | 0,937 | 1,87 | 3,75 | 7,50 15

G | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,049

0,234 | 0,469 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 7.30 15

Figura 1: Esquemas do ensaio checkerboard expressando os valores de concentracdo inibitdria

minima fracionada do 6leo essencial de canela e conservante metilparabeno frente as

bactérias Escherichia coli (a), Salmonella typhi (b) e Bacillus cereus (c). A regido em

vermelho evidencia a CIM da associacdo e a regido acinzentada caracteriza crescimento

microbiano visivel.

Para Escherichia coli (a) ndo foi evidenciado crescimento microbiano visivel mesmo

nas menores concentracdes de 0leo e conservante testadas (CIM/8). Verifica-se que a CIM do

conservante reduziu de 0,937 mg

mL? para 0,117 mg.mL*? quando associada a 0,032

mg.mLde dleo essencial de canela com possibilidade de maiores reduces. Zago et al.

(2009), ao testarem Oleo essencial de canela em conjunto com antibioticos obteve resultados

que apontam para o sinergismo frente a bactéria Escherichia coli.
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Houve grande reducdo na concentracdo inibitéria minima do conservante quando
associado a uma baixa concentracdo do Oleo essencial de canela. Portanto, concentracdes
levemente mais elevadas de Gleo essencial podem reduzir ainda mais a concentracdo do
conservante, permitindo que este seja empregado em menor quantidade (<0,117 mg.mL™)
sem que ocorra comprometimento da qualidade microbiol6gica do produto.

No caso da bactéria Salmonella typhi (b), o valor de CIM do conservante reduziu de
0,470 mg.mL* para 0,059 mg.mL™* com a adi¢io de 0,088 mg.mL™ de 6leo essencial de
canela. O crescimento microbiano visivel foi evidenciado apenas no po¢o onde a presenca dos
compostos antimicrobianos se encontrava com a menor concentracdo testada possivel.

Ambas as bactérias testadas sdo Gram-negativas, tendo estes fatos em vista,
possivelmente, a parede celular mais delgada, possuidora de lipopolissacaridios e
lipoproteinas facilitou a entrada destes compostos, uma vez que ambos sdo lipossollveis.
Estas duas bactérias Gram-negativas sdo consideradas fisiologicamente relacionadas,
compartilham caracteristicas. Possuem semelhanca em genes relacionados com processos
celulares importantes. Contudo, pesquisas evidenciam a existéncia de divergéncia em genes
relacionados com processos metabolicos, sendo que em ambas as espécies estes sao regulados
de forma diferente. Essa diferenca acarreta divergéncia nos processos metabdlicos, embora
compartilhem do mesmo tipo de parede celular. Desta forma, os antimicrobianos tiveram
consequéncias diferentes em ambas as espécies testadas, sendo a Escherichia coli mais
sensivel do que Salmonella typhi (MEYSMAN et al., 2013).

Como evidenciado na Figura 1 — (c), quando testados com a bactéria Bacillus cereus,
a concentragdo inibitoria minima do metilparabeno reduziu de 1,87 mg.mL*? para 0,234
mg.mL™. Ja o 6leo essencial de canela teve sua concentragdo reduzida de 0,391 mg.mL™ para
0,196 mg.mL™,

Nota-se que a concentragdo inibitdria da associacdo foi maior do que os testes com
Escherichia coli e Salmonella typhi. Bactérias Gram-positivas, por possuirem uma espessa
camada de peptideoglicano, dificultam a entrada desses compostos na célula.

O isobolograma apresentado na Figura 2 esta relacionado ao comportamento
evidenciado na Figura 1 — (c). As concentragdes inibitorias minimas permitiram a elaboracdo
de uma curva que evidencia geometricamente o comportamento aditivo resultante da

associacao entre 0leo essencial de canela e metilparabeno frente a bactéria Bacillus cereus.
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Figura 2: Isobolograma obtido por meio da associagdo entre 6leo essencial de canela e metilparabeno
contra a bactéria Bacillus cereus. A linha pontilhada indica o comportamento aditivo
tedrico.

Os valores de concentracdo inibitoria minima obtidos nos testes de associagdo entre
metilparabeno e o6leo essencial de canela para as bactérias Escherichia coli e Salmonella
typhi, conforme apresentados anteriormente nas figuras esquematizadas, ndo permitiram a
elaboracdo de uma curva para evidenciar geometricamente a existéncia de sinergismo entre
estas duas substancias, por serem extremamente baixos. Contudo, foi possivel a elaborac¢éo do
isobolograma para o teste com Bacillus cereus, cujo efeito resultado da associacdo é
evidenciado como aditivo. Conforme pode ser visto na Figura 2, a curva que nao se distancia
muito da linha aditiva tedrica confirma este comportamento. O ICIF (indice de concentracio
inibitdria fracionada) foi calculado para os testes descritos acima. Como resultado, para o
teste com Bacillus cereus ICIF = 0,62, confirmando o efeito aditivo. Para os testes com
Escherichia coli e Salmonella typhi os valores de ICIF foram 0,25 e 0,37, respectivamente,
evidenciando o efeito sinérgico entre estes componentes.

O oOleo essencial de canela tem acdo em enzimas que atuam na parede celular,
portanto, agem danificando-a. A literatura propde que os parabenos atuam no mecanismo
transportador de elétrons da célula. Ao comprometerem este mecanismo, 0s parabenos
comprometem a respiracdo celular e todos os processos vitais para o funcionamento da célula,
como a sintese de DNA e RNA, funcionamento de enzimas essenciais, mecanismos de
transporte pelas membranas. Desta forma, a acdo do 6leo essencial de canela foi mais eficaz
na parede celular das bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella typhi), por
serem mais delgadas e ter sua entrada facilitada por lipoproteinas e lipopolissacarideos,
permitindo acdo mais rapida do metilparabeno, necessitando de menores concentracfes de
ambas as substancias quando comparado com a bacteéria Gram-positiva Bacillus cereus
(HARRIS, 2003; DI PASQUA et al., 2007; FERNANDES et al., 2013).
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Os resultados referentes aos testes de associacdo entre o 6leo essencial de melaleuca
e 0 conservante metilparabeno com as bactérias Escherichia coli, Bacillus cereus e

Salmonella typhi estdo expressos da Figura 3.

(a) Metilparabeno (mg.mL-1) (b) Metilparabeno (mg.mL!)

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
A 2,81 2,81 2,81 2,81 2,81 2,81 2,31 A 224 224 22.4 224 224 22,4 22,4
0117 0,234 0,469 0,937 1,87 1,88 75 0,234 0,469 | 0,937 | 1,87 3,73 73 15
T R0 140 | 1,40 | 140 | 140 | 140 | LA0 B 112 | 112 | 112 | 112 | 112 | 112 | 112
0,117 0,234 0,469 0,937 1,87 1,88 75 0,234 0,469 | 0,937 | 1,87 3,73 75 13

C | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702 | 0,702 C |56 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56
0,117 | 0,234 | 0469 | 0,037 | 187 | 1,88 7.5 0,234 | 0,469 | 0,037 | 187 | 375 | 7.5 15
D | 0351 | 0,351 | 0,351 | 0,351 | 0,351 | 0,351 | 0,351 D| 28 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28
0,117 | 0,234 | 0469 | 0,037 | 187 | 188§ 7,5 0,234 | 0,469 | 0,937 | 1,87 | 375 | 7.5 15
E | 0176 | 0,176 | 0,176 | 0,176 | 0,176 | 0,176 | 0,176 E| 14 14 14 | 14 | 14 | 14 | 14

0,117 | 0,234 | 0,460 | 0,037 | 1,87 | 188 7,5
F | 0,088 | 0,088 | 0,088 | 0,088 | 0,088 | 0,088 | 0,088
0,117 | 0,234 | 0,469 | 0,937 | 187 | 188 7.5
G | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,044

0,234 | 0,460 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 73 15
F | 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700
0,234 | 0460 | 0,037 | 1,87 | 3,75 | 7.5 15
G | 0,350 | 0,350 | 0,350 | 0,350 | 0,350 | 0,350 | 0,350

Oleo essencial de melaleuca (mg.mL1)
Oleo essencial de melaleuca (mg.mL-1)

0,117 0,234 0,469 0,937 1,87 1,88 7.3 0,234 0,409 | 0,937 | 1,87 3,73 75 15
(C) Metilparabeno (mg.mL1)
1 2 3 4 5 6 7

A 27 27 27 27 27 27 27
0,059 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0940 | 1,88 | 3,76
B |0 135 | 135 | 13,5 | 13,5 | 135 | 13,5 | 135
0,050 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0940 | 1,88 | 3,76
C | 675 6,75 | 6.75 | 6,75 | 6,75 | 6,75 | 6.75
0,059 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0,940 | 1,88 | 3,76
D | 337 | 337 | 337 | 337 | 337 | 337 | 337
0,050 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0,940 | 1,88 | 3,76
E | L69 1,69 | 169 | 1,69 | 1,69 | 1,69 | 1,69
0,059 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0,940 | 1,88 | 3,76
F | 0,844 | 0,844 | 0,344 | 0,344 | 0,344 | 0,844 | 0,344
0,050 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0940 | 1,88 | 3,76
G | 0,422 | 0,422 | 0,422 | 0,422 | 0,422 | 0,422 | 0,422
0,050 | 0,117 | 0,235 | 0,470 | 0940 | 1,88 | 3,76

Oleo essencial de melaleuca (mg.mLY)

Figura 3: Esquemas do ensaio checkerboard expressando os valores de concentra¢do inibitdria
minima fracionada do éleo essencial de melaleuca e conservante metilparabeno frente as
bactérias Escherichia coli (a), Bacillus cereus (b) e Salmonella typhi (c). A regido em
vermelho evidencia a CIM da associacdo e a regido acinzentada caracteriza crescimento
microbiano visivel.

Para a bactéria Escherichia coli, a associacdo entre o 6leo essencial de melaleuca e o
conservante metilparabeno comprometeu negativamente a CIM do 6leo, que passou de 0,351
mg.mL* para 1,40 mg.mL™.

O mesmo comportamento se manteve nos testes com Bacillus cereus (b), onde o
valor de CIM do 6leo essencial de melaleuca aumentou de 2,8 mg.mL™ para 5,6 mg.mL? ao
entrar em contato com 0,234 mg.mL™* de metilparabeno.

Ao calcular o ICIF, os valores resultantes foram: 4,12 para os testes com Escherichia
coli e 2,1 para Bacillus cereus. Estes valores caracterizam antagonismo e indiferenca na

associagéo, respectivamente.
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Como evidenciado na Figura 3 — (c), no teste com Salmonella typhi a CIM do 6leo
essencial combinado teve um grande aumento quando comparada com a CIM do Gleo
sozinho, de 3,37 mg.mL™ para 13,5 mg.mL* Ao calcular o ICIF, o valor resultante foi 4,12,
evidenciando a presenca de antagonismo na associagao entre essas duas substancias, uma vez
que o metilparabeno comprometeu significativamente a CIM do 6leo essencial de melaleuca
isolado.

A Figura 4 evidencia graficamente a existéncia de indiferenca (para bactéria Bacillus
cereus) e antagonismo (para as bactérias Escherichia coli e Salmonella typhi) nas associa¢es

entre 6leo essencial de melaleuca e metilparabeno.

=
~
A
<
®

essencial de melaleuca (mg ml.')

Oleoessencial de melaleuca (ingmL?)
Oleo

0
0,117 0,237 0,357 0477 0,597 0,717 0,837 0,957 0234 0334 0434 0534 0634 0734 0834 0,934

5o s =
Metilparabeno (g mL!) 0,05 0.118 0.1 )

Metilparabeno@gmL-1) Metilparabeno (mg mL1)

Figura 4: Isobologramas representando a relacdo entre 6leo essencial de melaleuca e metilparabeno
para Escherichia coli (a), Bacillus cereus (b) e Salmonella typhi (c). A linha pontilhada
indica atividade aditiva tedrica.

As curvas dos isobologramas (a) e (c), correspondentes aos testes com as bactérias
Escherichia coli e Salmonella typhi, respectivamente, apresentam-se mais deslocadas da linha
aditiva tedrica, comprovando a existéncia de antagonismo na associacdo. A curva (b),
referente ao teste com Bacillus cereus apresenta-se menos afastada da linha aditiva teérica do
que as outras duas, porém ndo encontra-se préxima da mesma, evidenciando indiferenca na
associacéo.

Nos estudos de Rosato et al. (2007), o efeito da associacdo entre 6leo essencial de
melaleuca e uma droga antimicrobiana também obteve resultados semelhantes, onde houve
efeito antagbnico e indiferente entre o 6leo essencial e a droga testada frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

O componente majoritario do 6leo essencial de melaleuca é o terpen-4-ol, cujo
mecanismo de agdo ja foi descrito anteriormente. Ao entrar em contato com o metilparabeno,
a concentragdo inibitéria minima do 6leo essencial de melaleuca ficou negativamente

comprometida, embora tenha se apresentado satisfatoria quando testado isoladamente. E

236
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possivel que a ineficacia na inibicdo do crescimento microbiano quando essas substancias
foram associadas se deu pela incompatibilidade entre o terpen-4-ol e o metilparabeno, ou,
ainda, incompatibilidade entre os compostos minoritarios e o metilparabeno (HARRIS, 2007).
A associacdo entre 6leo essencial de canela com &cido acético e melaleuca com acido
acético teve o comportamento semelhante quando associado as bactérias testadas.
A Figura 5 comporta os quatro esquemas referentes teste checkerboard com os
resultados de CIM das associacOes entre 0leo essencial de canela e acido acético frente as

cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Salmonella typhi.

(a) Acide acético (mg mL") (b) Acido acitico fmg mI-L)
1 2 3 3 5 3 7 ] 2 3 1 5 5 7
A 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 A 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

0203 | 0406 | 0,812 | 1,62 | 325 |650 13,0
B | 1,04 .04 | 1,04 | 1,04 | 1,04 | 1,04 | 1,04
0203 | 0406 | 0.812 | 162 | 325 | 650 | 130
C | 0522 | 0522 | 0,522 | 0,522 | 0,522 | 0,522 | 0,522
0203 | o405 | 0812 | 1,62 | 325 | &50 | 130
D 0,261 | 0261 | 0,261 | 0,261 | 0,261 | 0,261
0406 | 0.812 | 1.62 325 | 650 | i30
E 0,130 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130
0.203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130
F | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065 | 0,065

0203 04086 0842 1,62 3,25 6,50 13,0
B | 2,50 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50
0203 04086 812 1,62 125 a .50 130
C| 125 1,25 | 1,25 | 1,25 | 1,28 | 1,25 | 1,25
0,203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130
D 0,625 | 0,625 | 0,625 | 0,625 | 0,625 | 0,625

0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130
E| 0312 | 0312 | 0312 | 0212 | 0312 | 0312 | 0312
0,203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130
F 0,156 0,156 0,156 0,156 0156 0,156 0,156

Oleo essencial de canela (mg mL1)

Oleo essencial de camela (mg mLY)

0,203 | 0406 | 0.812 1,62 325 6,50 13.0 0,203 0406 | 0812 | 162 325 6.50 13.0
G| 0033 | 0,033 | 0,033 | 0,033 | 0,033 | 0,033 | 0,033 G| 0,078 | 0078 | 0,078 | 0,078 | 0,078 | 0,078 | 0,078
0203 | 0406 | 0812 1,62 323 6,50 13,0 0,203 0406 | 0812 | 162 3,25 0,50 130

(C) Acido acitico fimg ml) (d) Acido acético (mg mL™)

1 2 3 4 3 6 7 1 2 3 q E] 6 7

Al 3,13 313 | 3,13 | 3,13 | 313 | 3,13 313 ~| A 3,76 376 | 3,76 | 376 | 376 | 3,76 | 3,76
= 0,203 | 0406 | 0812 | 162 325 650 13,0 -El 0203 | o406 | 0812 | 1,62 325 |6350 130
2 [B| 156 1,56 | 1,56 | 1,56 | 1,56 | 1,5 1,56 B 1,88 1,8 | 1,88 | 1,88 | 1,88 | 1,88 | 1,88
E 0203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130 o 0203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130
= |C| 0782 | 0782 | 0,782 | 0,782 | 0,782 | 0,782 | 0,782 s | c| 0940 | 0940 | 0940 | 0,940 | 0940 | 0,940 | 0,940
a 0,203 0,406 | 0812 | 162 323 6,50 13,0 E 0,203 0406 | n&i2 | 162 3,25 6.50 130
s |D 0391 G391 | 0301 | 0,391 | 0381 | 0391 % D| 0470 | 0,470 | 0470 | 0470 | 0,470 | 0,470 | 0,470
'_E. 0406 | 0812 | 162 43 6.50 13,0 - 0406 | 0812 | 1.62 3.25 6,50 130
2 [E| 0196 | 0,196 | 0,196 | 0,196 | 0,196 | 0,196 | 0,196 : 0,235 | 0,235 | 0,235 | 0,235 | 0,235 | 0,238
g 0203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 450 | I30 F o406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130
§ F| 0,098 | 0,098 | 0,098 | 0,098 | 0,098 | 0,098 | 0098 | © 0117 | 0117 | 0,117 | o017 | 04117 | 0117 | 0,117
0203 | 0406 | 0812°]| 162 | 325 | 630 | 130 0203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130
G| 0049 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,049 G| 0,08 | 008 | 0,080 | 0,050 | 0,05 | 0,080 | 0,050
0203 | 0406 | 0,812 | 162 | 325 | 650 | 130 0203 | 0406 | 0812 | 162 | 325 | 650 | 130

Figura 5: Figuras esquematizando o ensaio checkerboard expressando os valores de concentracdo
inibitdria minima fracionada do 6leo essencial de canela e conservante acido acético frente
as bactérias Escherichia coli (a), Staphylococcus aureus (b), Bacillus cereus (c) e
Salmonella typhi (d). A regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo e a regido
acinzentada caracteriza crescimento microbiano visivel.

De acordo com os valores apresentados nos esquemas (a), (b) e (c) da Figura 5, a
CIM da associacdo evidencia a auséncia de qualquer efeito aditivo, sinérgico ou antagdnico.
A concentragdo inibitoria minima do 6leo essencial de canela permaneceu inalterada com a
adicdo de menores concentragdes de &cido acético, levando a conclusdo de que ndo houve

interferéncia significativa na potencialidade do conservante ou do 6leo. A inibicdo do
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crescimento microbiano é atribuida exclusivamente a CIM do 6leo essencial na sua forma

isolada. O ICIF a associacdo foi 1,12 para as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Bacillus cereus, interpretado como indiferente.

A CIM da associagéo entre dleo essencial de canela e acido acético para Salmonella

typhi expressa na Figura 5 - (d) obteve comportamento diferente das demais, caracterizando-

se pela reducdo da CIM do 6leo essencial sozinho pela metade (0,470 mg.mL™ para 0,235

mg.mL) quando associado com 0,203 mg.mL* de 4cido acético. O ICIF da associacéo € de

0,62, sendo a associacao interpretada como aditiva.

Os valores de CIM da associagdo entre 6leo essencial de melaleuca e acido acético

contra 0s micro-organismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e

Salmonella typhi estdo descritos na Figura 6.

(ﬂ) Acide acétice fmg mL1) (b) Acids acética {mg mI-)

1 2 3 4 5 6 7 P 1 2 3 4 5 3 7
_';? A 8,30 8,30 8,30 8,30 8,20 830 | 830 'E 20,0 20,0 20 20,0 20,0 20,0
2 0,203 0,400 | 0,812 | 162 3,25 | 630 130 a 0406 | 0812 | 1,62 323 | 830 13,0
E|B| 415 415 | 415 | 415 | 415 | 415 | 415 | < 10,0 | 10,0 10,0 | 10,0 | 10,0 10,0
; 0,203 0,406 | 0812 1,62 3,23 6,30 13,0 E o406 | 0812 1,62 325 6,20 13,0
< [c| 207 207 | 207 | 207 | 207 | 207 | 207 | I 500 | 500 | 500 | 500 | 500 [ 500
E 0,203 g406 | 0812 | L62 3,25 6,50 13,0 £ 0406 | 0.812 | 1,62 3,23 6,30 13,0
£ | D 1,04 | 1,04 | 1,04 | 1,04 | 1,04 | 1,04 f 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50
% 0,400 | 0,812 Loz 3,23 6,50 13,0 T 0400 | 0,812 1,62 3,23 6,30 13,0
£ E| 0519 [ 0510 [ 0,519 [ 0519 | 0,519 | 0,510 | 0,519 | F 1,25 | 1,25 | 1,25 | 125 | 1,25 | 125
g 0.203 0406 | 0.812 162 323 &.50 13.0 g 0406 | 0812 1,62 325 b, 50 i30
z F 0259 0,259 | 0,259 | 0,259 | 0259 | 0.259 | 0,259 G 0,625 | 0,625 | 0,625 | 0,625 | 0,625 | 0,625
0,203 0,400 | 0,812 | L&2 325 6,50 13,0 0,406 | 0,812 1,62 3,23 6,30 13,0
G | 0,430 | 0130 [ 0,130 [ 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 0,312 | 0,312 | 0,312 | 0,312 | 0,312 | 0,312
0,203 | 0406 | 0812 | 162 3,23 6,50 13,0 0406 | 0812 | 1,62 3235 6,50 30

(C) Aeido acético (mg mL) Aeldo asétiee (meg mL+)

= ! 2 3 3 3 5 ! 1 z 3 E] 5 5 7
3 (A 24 224 24 | 224 224 214 24 ~ A 270 270 370 70 27,0 7.0 7.0
¥ 6203 | 0406 | 0812 | 162 325 | 6.50 3.0 | 0,203 o406 | 0812 | 162 3,25 6,50 13,0
= | B 11,2 1z 1.2 112 11,2 11,2 12 H B 135 135 135 135 135 135 135
£ 0,203 040d | 0812 | 162 325 .50 130 = 0.203 0,406 | 0812 1,62 3,25 6,50 13,0
- C 5,60 5,60 5,60 5,60 5,60 560 £,60 E C 6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 6.75 6,75
E 0.203 0404 | 0812 1.42 325 o580 1340 § 0203 o, 400 0812 167 325 6,50 130
_‘—;' E- 2,80 2 2,80 2,80 2.50 2,80 ; I 337 337 3,37 337 337
E 0405 | 0842 | 162 3,25 6,50 13,0 = 0406 | 0812 1,62 3,25 6,50 13,0
g E 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 B E 1,69 1.69 1.69 1.69 169 L.69 1.69
- 0,203 0400 | 0812 | Ia2 323 6,50 13,0 ] 0,203 0,400 | 0812 1,42 325 0,50 130
S [F [ 0,700 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700 g | F 0,844 0,84 | 0841 | 0843 | 081 | 0844 0,844
0,203 0400 0512 142 323 G650 130 = 0.203 @, 406 0.812 1,62 3,25 6,58 130
G 0350 0,350 0350 0,350 0,350 0,350 0,350 [} 0422 0,422 0422 0422 0422 0422 0422
0,203 0408 0,512 142 325 6,50 130 0,203 0, 40c 0,812 1,62 3,25 6,50 130

Figura 6: Figuras esquematizando o ensaio checkerboard expressando a concentra¢do inibitoria

minima fracionada do dleo essencial de melaleuca e conservante acido acético frente as
bactérias Escherichia coli (a), Staphylococcus aureus (b), Bacillus cereus (c) e Salmonella
typhi (d). A regido em vermelho evidencia a CIM da associacdo e a regido acinzentada
caracteriza crescimento microbiano visivel.

O comportamento da associagdo entre 6leo essencial de melaleuca e acido acético

frente as quatro bactéria testadas, Escherichia coli (Figura 6a), Staphylococcus aureus (Figura
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6b), Bacillus cereus (Figura 6¢) e Salmonella typhi (Figura 6d) se manteve semelhante ao
comportamento da associacdo entre este mesmo conservante e 6leo essencial de canela,
exceto para S. typhi. O ICIF é 1,12 para todos os testes, evidenciando a indiferenca na
associacao, uma vez que nao houve reducdo na CIM do dleo essencial quando associado a
concentra¢fes menores do que a CIM do acido acético sem combinagdo. Portanto, a inibicdo
do crescimento microbiano foi proporcionada inteiramente pelo éleo essencial de melaleuca.
O isobolograma apresentado na Figura 7 representa graficamente o resultado da
associacao entre o 6leo essencial de canela com &cido acético contra Bacillus cereus. A curva
apresentada no grafico tem o mesmo comportamento para todos os testes apresentados

anteriormente, devido a semelhanca nos resultados.

Ado

0308

0349

0 200

0249

0, 1

0145

Oleo essencial de canela (mg mL1)

{1, (s

0 g
0203 0403 0603 0.803 [RCEY 1.20% 1Ak 1603 1.80%

Metilparabeno (mg mL ')

Figura 7: lIsobolograma representando a relacéo entre 6leo essencial de canela e &cido acético para
Bacillus cereus. A linha pontilhada indica atividade aditiva teorica.

Um dos mecanismos descritos para a acdo bactericida do acido acético leva em
consideracdo a composicao da parede celular bacteriana, que tem como principal componente
estrutural o peptideoglicano e aminoacidos. Contudo, a estrutura da parede celular de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas é diferente. Nas bactérias Gram-positivas, ha
presenca de uma camada polimérica (peptideoglicano) espessa, sendo esta insolivel em
alcool, mais rigida e resistente a pressdo do que as bactérias Gram-negativas, que por sua vez,
sdo formadas por uma camada delgada de peptideoglicano, mas que contém
lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas. Essa diferenca estrutural da parede faz com que
bactérias Gram-negativas sejam mais suscetiveis a degradacédo pela acdo do acido acético do
as Gram-positivas (UTYAMA et al., 2007).
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Contudo, os valores indicam que independente da estrutura da parede celular, a
concentracdo que inibiu o crescimento bacteriano foi a mesma tanto para as bactérias Gram-
positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) quanto para as Gram-negativas
(Escherichia coli e Salmonella typhi) em todos os casos. E em todas associagdes entre 0S
6leos essenciais de canela e melaleuca com &cido acético, exceto para Salmonella typhi com
o0leo essencial de canela, ndo houve eficacia no potencial bactericida em concentragdes abaixo
da CIM do é&cido acético isolado. Este fato sugere que o comprometimento do
desenvolvimento celular bacteriano tenha se dado através da reducdo do pH, tendo em vista
que as bactérias utilizadas neste trabalho sdo sensiveis a pH baixo. As diluicdes e adi¢cdo do
0leo possivelmente comprometeu o abaixamento do pH. O decréscimo na CIM do dleo
essencial de canela quando testado frente a Salmonella typhi pode ser justificado pela
interagdo Oleo-4cido, que atuaram em conjunto facilitando a entrada dos mesmos no interior
da célula, por ser uma bactéria Gram-negativa, mais suscetivel a degradacdo por estes
compostos (ESTRELA et al., 1994).

7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o 6leo essencial de tangerina
ndo apresentou potencial bacteriostatico ou bactericida, sendo ineficiente para o controle do
desenvolvimento microbiano. Os 06leos essenciais de gengibre e horteld apresentaram
desempenhos relativamente préximos. O 6leo essencial de melaleuca apresentou resultados
satisfatorios quando isolado, contudo, ndo apresentou efeito sinérgico quando testado em
conjunto com 0s conservantes quimicos.

O oleo essencial de canela apresentou os melhores resultados, com as menores
concentracgdes inibitorias e presenca de sinergismo quando associado ao conservante quimico
metilparabeno, reduzindo significativamente a concentragéo eficaz deste conservante.

Desta forma, estudos adicionais com aplicacfes em alimentos devem ser realizados
para verificar a possibilidade da utilizacdo destes Oleos essenciais em associacdo com

conservantes quimicos, a fim de promover a conservacao.
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