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RESUMO

A resisténcia bacteriana a antibidticos € um sério problema de salde publica. Bactérias
patogénicas como a Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermis apresentam cepas resistentes, representando grave risco a saude humana. A
prospeccdo de fitoquimicos antimicrobianos é apontada como uma possivel solucdo para o
problema. Os dleos essenciais de espécies vegetais da caatinga tém sido testados em relacéo
ao seu potencial antimicrobiano. Dentre as espécies medicinais da caatinga produtoras de 6leo
essencial encontra-se a Lippia gracilis Schauer, cujo fitocomplexo contém carvacrol, timol, p-
cimeno, em concentragdes variaveis. Apesar de sua composi¢do e atividades bioldgicas
apontarem para aplicagbes praticas no controle de patdégenos humanos, a acdo do Oleo
essencial desta espécie sobre bactérias patogénicas ainda ndo foi devidamente avaliada.
Quadruplicatas de Placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton foram semeadas em
superficie com culturas padronizadas dos microrganismos mencionados. Foram perfurados
pocos de 10 mm de didmetro nos quais se inoculou 100 pL de cada diluicdo do 6leo essencial
de L.gracilis. As placas foram incubadas a 35+2°C/24h. Os halos de inibicdo foram
mensurados com paquimetro. Todos os microrganismo-alvo foram fortemente inibidos. Sendo
a maior inibi¢do alcancada com O.E ndo diluido sobre o S. epidermis. S. aureus mostrou-se
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como 0 mais sensivel sendo inibido em concentracdo de O.E de 9uL/mL; L. monocytogenes
também foi fortemente inibido pelo 6leo essencial de Lippia gracilis.

PALAVRAS-CHAVE: resisténcia, antimicrobiano, carvacrol, Staphylococcus, Listeria

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Lippia gracilis SCHAUER ESSENTIAL
OIL ON IMPORTANTS PATHOGENS IN THE FOOD INDUSTRY

ABSTRACT

The microbial resistence to antibiotics is a serious problem of public heath. Pathogenic
bacteria such as Listeria monocytogenes, Staphylococccus aureus and Staphylococcus
epidermis present resistant strains, representing a serious danger to human health The
prospection of antimicrobial phytochemical is sighted how a possible solution to the problem.
The vegetal species essential oil of the caatinga have bin tested about its antimicrobial
potential. Among the medicinal species essential oil producer at the caatinga is fended the
Lippia gracilis Schauer, which phytocomplex contains carvacrol, thymol e p-cymeno, in
variable concentrations. Despite its composition and biological activity sight to practice
applications in the control of human pathogens, the action of the essential oil of this specie on
pathogenic bacteria still wasn“t justly evaluated. Quadruplicates of petri plates containing
Mueller-Hington agar were spreader in surface with padronized cultures of the mentioned
microorganisms. Well with 10mm of diameter were perforated un which were inoculated 100
pL from each diluition of Lippia gracilis essential oil. The plates were incubated at
35+£2°C/24h. The halos of inhibitions were mensurated with paquimeter. All the
microorganism-target were strongly inhibited. The larger inhibition reached with E.O. non-
diluted on the S. epidermis. S. aureus were the most sensible, being inhibited in
concentrations of E.O. of 9uL/mL. L. monocytogenes also was strongly inhibited by the
Lippia gracilis essential oil.

WORD-KEYS: resistence, antimicrobial, carvacrol, Staphylococcus, Listeria
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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA
GRACILIS SCHAUER SOBRE PATOGENQOS DE IMPORTANCIA NA INDUSTRIA
DE ALIMENTOS

INTRODUCAO

Nos ultimos séculos, a resisténcia microbiana frente aos antibacterianos vém tornado-se um
sério risco a saude coletiva, dificultando e impondo diversas barreiras ao controle de
microrganismos patogénicos de interesse medico-sanitario. Tal fendmeno deriva do uso
indiscriminado de antibidticos, ou é resultado de recombinacdes entre genes ou mutacao entre
espécies. A resisténcia, portanto, é sempre resultante de uma alteracdo no genotipo do
organismo.

Bactérias patogénicas como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermis despontam-se como contaminantes comuns na industria de alimentos e instalacdes
hospitalares. Tais microrganismos apresentam cepas resistentes aos antibioticos usuais,
tornando a sua ocorréncia em alimentos e superficies de trabalho uma ameaca potencial a
salde coletiva.

Diante do aumento de casos de infecgdes de natureza bacteriana resistente e da dificuldade do
controle da proliferagdo bacteriana em instalagdes da industria alimenticia, o uso de bioativos
oriundos da flora nativa tem sido apontada como uma possivel solu¢do para o problema.
Desse modo, tém sido realizados esforcos visando a prospec¢do, o isolamento e a
caracterizacdo de principios ativos para utilizacao direta em fitofarmacos.

A megadiversidade brasileira, resultado das adaptacdes dos organismos as amplas variacdes
nas condicbes edafoclimaticas do pais, representa uma reserva potencial de novos
fitoquimicos bioativos. Dentre as partes vegetais mais pesquisadas na busca de atividades
bioldgicas, destacam-se 0s Oleos essenciais, compostos oleosos aromaticos, de composicao
complexa. Os 6leos essenciais extraidos a partir de varias espécies medicinais nativas tém
demonstrado eficiente atividade antimicrobiana frente a patdgenos de interesse médico-
sanitario.

Com base nesta afirmacdo, o Oleo essencial de espécies da flora medicinal da caatinga
apresentam-se como uma fonte promissora de novos antimicrobianos. Das quais se destacam
as espécies pertencentes ao Género Lippia, Familia Verbenaceae, mais significativamente
destacamos a Lippia gracilis Schauer, popularmente conhecida como alecrim da chapada,
alecrim de serrote, alecrim pimenta, cidreira da serra ou alecrim de tabuleiro. O 6leo essencial
obtido a partir desta espécie contém concentracGes variaveis de fitoquimicos, que Ihe confere
atividade antibacteriana eficaz.

Apesar de sua composicdo e atividades bioldgicas apontarem para aplicacdes praticas no
controle de patdgenos humanos na industria de alimentos e hospitais, a agdo do 0leo essencial
de Lippia gracilis sobre bactérias clinicamente importantes ainda ndo foi devidamente
avaliada.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Nas Ultimas décadas, a resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos constituiu um sério
problema para a saude publica, impondo barreiras ao controle de diversas espécies de
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microrganismos de interesse médico-sanitario (BACCARO et al., 2002; MANTILLA et
al.,2008; NAWAZ, 2002). A resisténcia microbiana pode ocorrer naturalmente, fruto direto de
mutacao, ou pode ser adquirida através de fenébmenos de recombinacdo génica entre bactérias.
A resisténcia é vinculada a transferéncia de plasmideos, ou atraves de pequenos segmentos de
DNA denominados transposons, capazes de transpor o DNA, de uma regido a outra.
(TORTORA et al, 2005). A resisténcia, portanto, € sempre resultante de uma alteracdo no
genotipo do organismo (MANTILLA et al., 2008).

Patdgenos como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermis
destacam-se entre 0s contaminantes comuns na industria alimenticia, sendo relevantes do
ponto de vista médico-sanitario. Tais espéecies apresentam cepas resistentes aos antibidticos
comumente utilizados, tornando a sua presenca em alimentos e superficies de trabalho uma
ameaca potencial a saide humana (BACCARO et al., 2002; GAYOSO et al., 2007; RAPINI
etal., 2007; MANTILLA etal., 2008; RIBEIRO et al., 2006).

Diante do aumento de casos de infeccGes de natureza bacteriana resistentes as drogas
antimicrobianas e da dificuldade do controle de cepas resistentes em instalacdes da industria
alimenticia, o uso de bioativos oriundos da flora nativa tem sido apontada como uma possivel
solucgéo para o problema. Desse modo, tem sido realizados esforgos visando a prospecgéo, o
isolamento e a caracterizacdo de principios ativos para utilizacdo direta em fitofarmacos, ou
para 0 uso como templates na sintese de novas drogas (FERREIRA, 1998).

A megadiversidade brasileira, produto das adaptacGes dos organismos as diversas variacdes
nas condicdes climaticas do pais, representa uma reserva potencial de novos fitoquimicos
bioativos. No fitocomplexo de nossas plantas medicinais estdo presentes centenas de
substancias, fruto das interacdes entre o vegetal e os fatores bidticos e abioticos externos, tais
como: a disponibilidade hidrica, condi¢Ges climéticas, a presenca de microbiota associada ao
solo, &gua ou ao proprio vegetal, e as interacfes inter e intra-especificas com outras espécies
presentes no ambiente (CAPASSO et al., 2000; FUNARI & FERRO, 2005; VARNA et al.,
2008).

Dentre as fracBes vegetais usualmente pesquisadas em busca de atividades bioldgicas,
destacam-se o0s Oleos essenciais. Também denominados “Oleos volateis”, sdo compostos
oleosos aromaticos, de composi¢cdo complexa contendo dentre outros componentes,
hidrocarbonetos terpénicos, ésteres, acidos organicos, aldeidos, cetonas e fendis, em
concentracdes variaveis em dependéncia de diversos fatores, sendo que a composicdo
majoritaria é representada por um composto farmacologicamente ativo (BURT, 2007). Os
Oleos essenciais extraidos a partir de vérias espécies medicinais nativas tém demonstrado
eficiente atividade antimicrobiana frente a patégenos de interesse médico-sanitario
(VIOLANTE, 2008; RAMOS et al., 2009; DUARTE et al., 2007; LEMOS et al., 2006).

Na medicina tradicional nordestina, muitas espécies sdo utilizadas para o tratamento de
infeccbes (MATOS, 1987). Dentre as espécies, destacamos a Lippia gracilis Schauer,
popularmente conhecida como alecrim da chapada, alecrim de serrote, alecrim pimenta,
cidreira da serra ou alecrim de tabuleiro. Arbusto ramificado de até 2 metros de altura, com
caule quebradico, folhas simples e pequenas (cerca de 1 cm de comprimento), aromaticas e
picantes, dotadas de nervacgdo impressa claramente visivel. Seu fruto € do tipo aquénio, muito
pequeno, com sementes de germinagdo rara. O 0Oleo essencial obtido a partir desta espécie
contém concentragdes variaveis de compostos organicos com atividade antibacteriana eficaz,
destacando-se o carvacrol, o timol, e o p-cimeno (ALBUQUERQUE et al., 2006; BURT,
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2007; CAVALCANTI, 2006; CENTRO NORDESTINO DE INFORMAGOES SOBRE
PLANTAS, 2009; DUKE, 2009; NETO, 2007; NEVES et al., 2008).

Mesmo sua composicdo e atividades bioldgicas apontarem para aplicacbes praticas no
controle de patégenos humanos na industria e hospitais, a acdo do 6leo essencial de Lippia
gracilis sobre bactérias clinicamente importantes ainda ndo foi completamente avaliada.
Desse modo, o trabalho objetivou caracterizar a atividade antibacteriana sobre os patégenos
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermis,
importantes contaminantes da inddstria de alimentos e microrganismos relevantes a salde
publica

METODOLOGIA
EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA GRACILIS.

A amostra de dleo essencial estada foi extraida a partir de folhas frescas de L. gracilis
Schauer, provenientes do cultivar pertencente ao Laboratério de Cultura de Tecidos da
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN). A extragéo foi realizada por arraste
por vapor, utilizando o sistema Clevenger, no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
da mesma Universidade. O 6leo essencial obtido foi estocado em frasco hermético, protegido
da luz. O frasco com a amostra foi acondicionado em gelo e transportado para o Laboratério
de Alimentos do IFRN Campus Currais Novos, onde permaneceu sob refrigeracéo a -10°C até
0 momento de sua utilizacao.

MICRORGANISMOS-ALVO

A atividade antibacteriana do 6leo essencial foi testada sobre os microrganismos Listeria
monocytogenes Staphylococcu aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermis. As
respectivas culturas puras foram obtidas a partir da bacterioteca do IFRN Campus Currais
Novos.

PADRONIZACAO DO INOCULO

Os indculos foram padronizados utilizando-se o padrdo 0,5 da escala McFarland. Os
microrganismos foram inoculados em tubos de ensaio contendo caldo BHI e incubados a
37°C em condicbes aerdbias por 2 a 6 horas, apdés o que foram comparadas ao padréo
McFarland 0,5. Quando necessario, a turbidez da cultura foi ajustada com uso de solu¢édo
salina estéril, imediatamente antes da semeadura nas placas (ALVES et al., 2008; NCCLS,
2003).

PREPARO DAS DILUICOES DO OLEO ESSENCIAL

Objetivando permitir a obtengdo das diluigdes necessarias ao experimento, bem como uma
melhor difusdo das mesmas no agar foi utilizado tween 80 a 1% (CAVALCANTI, 2006), em
solucdo salina estéril. Foram testadas as concentra¢fes: 100pL/mL; 8 pL/mL; 40uL/mL;
20pL/mL; 10pL/mL; 5uL/mL. Apos a adicdo dos componentes, os tubos contendo as
diluicbes foram submetidos a agitador mecénico tipo vortex por dois minutos, repetindo-se a
operacgdo imediatamente antes do uso.
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INOCULACAO DAS PLACAS DE TESTE

Foram utilizadas placas de petri de 100 mm de diametro, contendo cerca de 60 mL de agar
Mueller-Hinton, previamente identificadas. As placas foram semeadas pelo método spread
plate, com utilizacdo de swab esteril. Para cada espécie de microrganismo foram inoculadas
placas em quadruplicata. As placas foram mantidas entreabertas na Cabine de Seguranga
Biologica pelo tempo maximo de 5 minutos, permitindo a absorcdo/evaporagdo do excesso de
umidade (NCCLS, 2003).

TESTE DE DIFUSAO EM AGAR E LEITURA DOS RESULTADOS

Em cada uma das placas semeadas, foram perfurados 7 pocos, sendo um deles central e os
demais periféricos. A distancia minima entre os pocos foi de aproximadamente 20 mm. Para
cada poco respectivamente foi transferido 100ul de cada diluicio de Oleo essencial
(VALGAS, 2007). O controle positivo foi inoculado no poco central, ao qual foi adicionado
100p! de Cloranfenicol (4mg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C/18 h em condiges
aerobias, apos o que se verificou a ocorréncia de crescimento uniforme dos microrganismos e
a presenca de halo de inibigdo. Os diametros dos halos foram mensurados com uso de
paquimetro, incluindo-se nestes o valor correspondente aos po¢os. (NCCLS, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na tabela 1, estdo contidos os diametros dos halos de inibicdo do dleo essencial de Lippia
gracilis ndo-diluido; na figura 1, o didmetro dos halos de inibicdo na concentracdo de
100pL/mL e na figura 2, a concentracdo inibitéria minima do O.E. De acordo com 0s
resultados expressos na tabela 1, podemos afirmar que o 6leo essencial de Lippia gracilis
inibe o crescimento potencial dos microrganismos testados e que o diametro dos halos
obtidos, quando comparados com o0s do controle positivo de Cloranfenicol (4mg/mL) indica
inibicdo maior que a do antibidtico testado em contraprova.

Tabela 1: Diametro dos maiores halos de inibicéo observados, obtidos a partir do O.E
de Lippia gracilis ndo-diluido comparado com o antibi6tico cloranfenicol.

Oleo Essencial de Cloranfenicol
Microrganismo Lippia gracilis dmg/mL
(rmum ) ( mum)
Listeria monocylogenes M 32
Staphyvlococcous aureus 16 33
Staphyviococcus epidermis 40 21

A capacidade inibitoria acima observada pode ser explicada pela presenca de compostos com
acdo antimicrobiana comprovada. Estudos realizados em amostras do 6leo essencial de L.
gracilis Schauer obtidas em Pernambuco/PE, estabeleceu as concentracdes entre 36,4 a 45%
para carvacrol; 18,1-26,2% de p-cimeno e 37,4% de timol. Nestas concentragdes, 0s
compostos acima conferem ao 6leo essencial de L. gracilis atividade antibacteriana eficaz
(ALBUQUERQUE et al. , 2006; BURT, 2007; CAVALCANTI, 2006; NETO, 2007; NEVES
et al., 2008).

HOLOS, Ano 26, Vol. 5 119



DANTAS, et al (2010)

30
26 mm 26 mm
25
E
£ 20
i Staphylococcus Bureus
E s
ar H Staphylococcus epidermis
E 10 d Listeria monocytloEenes
I
o
Microrganismos Testados

FigUra 1 - Diametro dos halos de inibicdo em (mm) na concentracao de 100puL/mL de
Oleo Essencial de Lippia gracilis.

De acordo com a figura 1, o diametro dos halos de inibi¢do observados nos microrganismos S.
aureus e S. epidermis na concentracdo de 100pL/mL foram os mesmos, 0 que era esperado, ja
que, estes microrganismos sdo da mesma espécie. Para o microrganismo L. monocytogenes 0
halo (mm) apresentado foi consideravelmente menor, contudo, ndo é desprezivel.
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Figura 2 — Concentracao Inibitoria Minima do Oleo Essencial de Lippia gracilis em
gue os microrganismos testados foram inibidos.

Diante dos resultados expressos na figura 2, podemos dizer que o microrganismo S. aureus
mostrou-se como o mais sensivel ao O.E, pois foi inibido em concentracdo minima de
9uL/mL, expressando dessa forma a ampla acdo exercida sobre este patdgeno. S. epidermis
foi inibido também em uma concentragdo minima de O.E de Lippia gracilis bem inferior. L.
monocytogenes dentre os patdgenos testados, quando comparado a CIM, apresentou-se como
0 menos sensivel ao O.E sendo inibido em concentragdo minima de 20pL/mL.

Em estudos realizados por Burt (2007), comprovou-se a existéncia de uma interagao entre o
carvacrol e o timol compostos bioativos do Oleo Essencial de Lippia gracilis, resultando em

uma acao sinergistica entre os compostos potencializando a acdo de ambos frente ao controle
das células bacterianas.

CONSIDERACOES FINAIS

O oleo essencial de Lippia gracilis apresentou atividade inibitoria satisfatéria sobre todos os
microrganismos testados, demonstrando o amplo espectro de acdo mesmo quando submetido
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a concentragcdes minimas do O.E. A inibi¢cdo em concentra¢cBes minimas foi mais consideravel
sobre S. aureus (9uL/mL), quando comparado a inibicdo frente ao antibiotico cloranfenicol
4mg/mL a inibicdo foi mais considervel para S. epidermis (40 mm). Novos bioensaios estéo
sendo efetuados para se determinar a acdo bacteriostatica e/ou bactericida do 6leo essencial de
Lippia gracilis Schauer produzido a partir do cultivar da Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte. UERN.
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