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SANTOS, Camila Carneiro Monteiro dos. Atividade antibacteriana do éleo essencial
de Mentha piperita L. sobre Salmonella enteridis, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, ¢ Staphylococcus aureus. 2011. Monografia (Graduagiio em
Licenciatura de Ciéncias Biol6gicas) — Universidade Federal de Campina Grande,
Centro de Saide e Tecnologia Rural, Patos - PB, 2011.

RESUMO

A Mentha piperita L., mais conhecida como horteld-pimenta ¢ uma planta nativa da
regiio do Mediterrdneo, mas ¢ muito abundante aqui no Brasil. A horteld-pimenta
possui cheiro forte, bastante aromético de sabor caracteristico e especial, picante, que
deixa na boca sensacéio de frescor agradavel. Seu 6leo essencial rico em mentol possui
propriedades antibacterianas, espasmoliticas eliminando gases intestinais e possiveis
sensagdes de mal estar. Sendo um oleo essencial muito utilizado pela sua agdo
terapéutica, neste trabalho, buscamos avaliar sua atividade antimicrobiana “in vitro™
sobre quatro cepas de bactérias patogénicas sendo, Salmonella enteridis, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, através do método de
difusdo em agar e microdiluigio para determinagfio concentragdo inibitéria minina
(CIM) nas concentragdes de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,6 e 0,3%. Os resultados apresentaram
efeito inibitdrio significativos para quatro cepas de bactérias. Portanto, concluimos que,
o0 6leo essencial de Mentha piperita L. apresenta potencial antibacteriano sobre as cepas
testadas.

Palavras-chave: horteld- pimenta, 6leo essencial, antibacteriana




SANTOS, Camila Monteiro dos. Antibacterial activity of essential oil of Mentha
piperita L. on Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, and
Staphylococcus aureus. 2011. Monography (Graduation in of Biological Sciences) -
Federal University of Campina Grande, Centro de Satde e Teconologia Rural, Patos -
PB, 2011.

ABSTRACT

The Mentha piperita L., commonly known as peppermint is aplant native to the
Mediterranean, butis very abundantin Brazil. The peppermint has strong smell, very
aromatic and special flavor, spicy, which leaves the mouth feeling fresh pleasant. It’s
essential oil rich in menthol has antibacterial, spasmolytic eliminating intestinal gas and
possible feelings of malaise. As an essential oil widely used for its therapeutic
action, in this work, we seek to evaluate their antimicrobial activity "in vitro" on four
strains of pathogenic bacteria and, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, by agar diffusion method and a
microdilution for to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) at
concentrations of 10; 5; 2,5, 1,25; 0,6 and 0.3%. The results showed
significant inhibitory effect for four strains of - bacteria. So, we conclude that the
essential oil of Mentha piperita L. has antibacterial potential of the strains tested.

Keywords: peppermint, essential oil, antibacterial




1 INTRODUCAO

Partindo do ponto de que viérias espécies de bactérias estdio se tornando
resistentes aos muitos antimicrobianos surge, a partir dai, um desafio no tratamento de
infecgdes, tornando-se necessdrio encontrar novas substdncias com propriedades
antimicrobianas para serem utilizadas no combate a esses microrganismos. As
propriedades de algumas substincias e 6leos essenciais que as plantas contém como
produtos de seu metabolismo secundério tém sido reconhecidas em nosso uso cotidiano
durante muito tempo.

As substincias quimicas dos 6leos essenciais apresentam compostos capazes de
inibir direta ou indiretamente os sistemas enziméticos bacterianos. Seu comportamento
é semelhante aos antibiéticos, que s@o definidos como “substincias quimicas com
capacidade para matar ou inibir o desenvolvimento de bactérias ou outros
microrganismos.” (KURYLOWICZ, 1981 apud ERNANDES e CRUZ, 2007).

Com a difusdo das modemas técnicas de preservagdo houve interesse acentuado
e renovado sobre algumas especiarias utilizadas principalmente como condimentos
alimentares, pois, além de participarem como ingredientes de inimeros alimentos,
tornando-0os mais saborosos e digestivos, apresentam acgfo indireta € complementar
como agentes antimicrobianos, devido a presenca de Oleos essenciais. Esses éleos
essenciais so constituidos por principios voléteis que podem ser obtidos mediante & um
processo de extragdo ( WIEST, 1999 apud ERNANDES e CRUZ, 2007).

Embora seja planta nativa da regiio do Mediterrineo, Mentha piperita L. —
Lamiaceae, a horteld- pimenta € cultivada em todos os lugares do mundo e utilizada na
culinéria, nas indastrias de alimentos e perfumes, na agricultura e na medicina. O éleo
essencial é um dos mais produzidos e consumidos (ISCAN et al., 2002), composto por
mentofurano, mentol, acetato de metila, mentona, 1,8 cineol, pulegona, o -limoneno, S -
pineno, isomentol, a- pineo e mirceno (DAVID et al., 2006).

Uma das maiores importincia das bactérias seria o fato delas como agentes
patogénicos do homem provocando a maioria das muitas infecgdes que o acometem,
geralmente podendo ser provocadas pelo ao fato desses microrganismos produzirem
toxinas, que sdo nocivas para as células humanas.

Se estas estiverem presentes em niimero suficiente e a pessoa a ser infectada néo

dispuser de uma imunizagfio contra elas, o resultado ¢ a doenga. Um exemplo ¢ a




Escherichia coli que é um importante componente da nossa microbiota intestinal, no
entanto, fora do intestino pode causar importantes e graves infec¢des, principalmente
nas vias urinarias.

O Staphylococcus aureus, representam grande problema junto a saude publica
devido a produgdo de enterotoxina, reconhecida como principal efeito implicado em
casos de toxinfec¢des alimentares.

A listeriose resulta, principalmente, da ingestfio de alimentos contaminados com
L. monocytogenes (MEAD et al., 1999 apud BARANCELLI et al., 2011) geralmente
processados, armazenados sob refrigeragcio por longos periodos e consumidos sem
aquecimento (MCLAUCHLIN, 1996 apud BARANCELLI et al., 2011), tal como
ocorre com os produtos de laticinios, principalmente queijos.

Os seres humanos contraem a infec¢io por Salmonella enteridis ingerindo
produtos contaminados de origem animal. Os alimentos mais associados a surtos de
Salmonella enteridis sdo aves e ovos e estes podem ser contaminados durante a
passagem pela cloaca da galinha ou por infecgfio transovariana. O risco nfio estd
associado a ovos sujos: ovos aparentemente limpos podem transmitir a infecgdo pela
Salmonella se ingeridos crus ou mal cozidos. A Salmonella enteridis também esta
associada & carne de aves, principalmente quando cozida e resfriada e ingerida fria, ou
depois de ser reaquecida (CAETANO et al., 2004).

Bactérias patogénicas como estas citadas, invadem nosso organismo e agem
diretamente em nosso intestino, necessitando de cuidados e medicamentos em dosagens
certas. O mau uso de antibidticos ocasionando resisténcias de muitas espécies de
bactérias conhecidas vem se tornando um fantasma no dia-a-dia de médicos,
pesquisadores e farmacéuticos. Como resposta a essa resisténcia estdo tentando explorar
ainda mais nossa flora onde existem muitas plantas medicinais conhecidas pelos seus
principios e agdes benéficas a nossa satide. Como exemplo, temos a horteld, que é usada
ndo sé na culindria, possuindo propriedades antibacterianas e seu 6leo essencial ¢ muito
utilizado principalmente contra problemas gastrointestinais.

Plantas medicinais ou especiarias como o horteld assumem relevante
importdncia para serem avaliados como potenciais agentes inibitérios de
microrganismos. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito antibacteriano “in vitro™
do oleo essencial da Mentha piperita L. sob quatro espécies de bactérias patogénicas,

Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella enteridis e Staphylococcus

aureus.




2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A importincia do uso das plantas medicinais com atividade antimicrobiana

De forma crescente, tem-se acumulado evidéncias de intervengdes humanas,
com sua capacidade de gerar modificagdes complexas no ambiente circundante,
associadas ao potencial de mudangas na estrutura genética das bactérias. De forma
sinérgica tém-se atuado, no sentido de gerar variantes bacterianas de maior
patogenicidade ou dotadas de resisténcia aos recursos tecnoldgicos disponiveis para
combaté-las (BARRETO, 2008).

No decorrer das tltimas décadas, o desenvolvimento de farmacos eficientes no
combate a infecgdes bacterianas revolucionou o tratamento médico, ocasionando a
redugiio drastica da mortalidade causada por doengas microbianas. Por outro lado, a
disseminag¢do do uso de antibiéticos lamentavelmente fez com que as bactérias também
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o conseqiiente
aparecimento de resisténcia. O fendmeno da resisténcia bacteriana a diversos
antibidticos e agentes quimioterdpicos impde sérias limitagdes as opgdes para o
tratamento de infecg¢des bacterianas, representando uma ameaga para a saide piblica
(SILVEIRA et al., 2006).

A resisténcia microbiana pode ocorrer naturalmente, fruto direto de mutagéo, ou
pode ser adquirida através de fendmenos de recombinag@io génica entre bactérias. A
resisténcia € vinculada a transferéncia de plasmideos, ou através de pequenos segmentos
de DNA denominados transposons, capazes de transpor o DNA, de uma regido a outra.
(TORTORA et al., 2005 apud DANTAS et al., 2010 ). A resisténcia, portanto, ¢ sempre
resultante de uma alteragdo no genétipo do organismo (MANTILLA ef al., 2008 apud
DANTAS et al., 2010).

Apesar da grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre varios
microrganismos patogénicos, estudos buscam por um antimicrobiano ideal, ou seja,
aquele que apresenta maior espectro de agdo, menor toxicidade, menor custo € menor
indicio de resisténcia bacteriana, haja vista que ja existe resisténcia bacteriana a alguns
produtos antimicrobianos (ALVARENGA et al., 2007). A atividade antimicrobiana
desejada pode ser encontrada em espécies de plantas medicinais. A flora brasileira

apresenta-se altamente diversificada em espécies que na sua maioria ainda ndo foi




pesquisada cientificamente quanto & sua agfio antimicrobiana (ALVARENGA er al.,
2007).

Em muitas sociedades as plantas medicinais constituem a base nos cuidados a
saude. A recuperagdo desse conhecimento e praticas associadas a esses recursos
vegetais fazem parte de uma importante estratégia ligada & conservagdo da
biodiversidade, a descoberta de novos medicamentos (ALMEIDA et al., 2006).

Atualmente, grande parte da populagdo brasileira encontra nas plantas
medicinais importantes fontes de recurso terapéutico. Isso se deve a vérios fatores,
dentre os quais é possivel destacar a crise econdmica e o alto custo de medicamentos
industrializados, bem como, o dificil acesso da populagéo & assisténcia médica. Aliada a
essa situagdo verifica-se crescente tendéncia dos consumidores de utilizar “produtos
naturais” e ainda o fato de muitas pessoas se renderem a facilidade de obtengdo de
plantas medicinais, as quais muitas vezes séo cultivadas nos quintais de suas casas
(BALDAUF et al., 2009 apud SPEROTTO 2010).

Conforme Mota (2008) apud Sperotto (2010) atualmente apesar do grande
desenvolvimento da sintese orgdnica e de novos processos biologicos, 25% dos
medicamentos prescritos nos paises industrializados sdo origindrios de plantas e 120
compostos de origem animal, obtidos a partir de cerca de 90 espécies de plantas, sdo
utilizados na terapia moderna. Destaca também que produtos naturais estfio envolvidos

no desenvolvimento de 44% de todas as novas drogas.

2.2 Oleos essenciais

A diversidade da vegetagdo brasileira, resultado das adaptagdes dos organismos
as amplas variagcOes nas condigfes edafocliméticas do pais, representa uma reserva
potencial de novos fitoquimicos bioativos. Dentre as partes vegetais mais pesquisadas
na busca de atividades bioldgicas, destacam-se os Oleos essenciais, sdo também
denominados “6leos volateis”, compostos oleosos aromaticos, de composigéio complexa
contendo dentre outros componentes, hidrocarbonetos terpénicos, ésteres, 4cidos
orgdnicos, aldeidos, cetonas ¢ fendis, em concentragdes varidveis em dependéncia de
diversos fatores, sendo que a composi¢iio majoritéria é representada por um composto
farmacologicamente ativo (BURT, 2007 apud DANTAS et al., 2010).

Os Oleos essenciais extraidos a partir de varias espécies medicinais nativas tém

demonstrado eficiente atividade antimicrobiana frente 4 patégenos de interesse médico-




sanitario (DANTAS et al., 2010). Dentre estes destacamos a Mentha piperita L. que é
uma planta aromética da familia Lamiaceae, conhecida também como horteld-pimenta
ou horteld da folha miida (VALMORBIDA et al., 2006). Seu dleo é empregado como
flavorizante aditivo em alimentos, em produtos de higiene bucal e preparagies
farmacéuticas, no tratamento de problemas respiratérios e gastrointestinais,
apresentando ac¢les antimicrobianas e espasmolitica, facilitando a digestdo e ¢€
responsavel pela eliminagio de gases do aparelho digestivo (VALMORBIDA, et al.
2006).

A atividade antibacteriana vai depender do tipo, composi¢éo e concentragéio da
espécie ou do 6leo essencial, a composigo do substrato, o processamento e condigdes
de estocagem e tipo do microrganismo em questio (BERNETI et al., 2005 apud SILVA
et al., 2009). Oleos essenciais apresentam agio contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (DORMAN & DEANS, 2000; ALVARENGA et al., 2007; USHIMARU et
al., 2007 citado por SILVA et al., 2009).

2.3 Fungiio dos 6leos essenciais para as plantas

Os odleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas e sdo
utilizados para proteg@io e atragdo de polinizadores. Quimicamente séo derivados de
fenilpropandides ou de terpenéides. Os terpendides sdo os constituintes preponderantes
nos dleos essenciais, sendo os mais freqilentes os monoterpenos (cerca de 90%) e os
sesquiterpenos. Grandes variagdes nas composicdes dos Oleos essenciais tém sido
observadas, dependendo da origem da planta, do estdgio de desenvolvimento e da parte
usada para a destilagio do 6leo (SIMOES e al., 2002 apud NOGUEIRA et al., 2007)

Entre o primeiro grupo estdo o limoneno e o mentol, os quais possuem cheiro
agraddvel também para nés. Um exemplo classico do segundo grupo sé@o os piretroides.
Esses compostos sdo inseticidas naturais derivado do cravo-de-defunto
(Chrysanthemum spp). A volatilidade desse inseticida tem sido bastante util para o
desenvolvimento dos conhecidos inseticidas domésticos para repelir pernilongos.

Os diterpenos normalmente estdo associados as resinas de muitas plantas. Um
exemplo € a resina cicatrizante de Hymenaea courbaril. Contudo, talvez o principal
papel desempenhado por um diterpeno seja o das giberelinas, as quais sio importantes
hormdnios vegetais responsaveis pela germinag@io de sementes, alongamento caulinar e

expansdo dos frutos de muitas espécies vegetais. Entre os triterpenos estd uma




importante classe de substincias tanto para vegetais quanto para animais. Trata-se dos
esterdides, os quais sdo componentes dos lipidios de membrana e precursores de
horménios esterides em mamiferos (testosterona, progesterona), plantas
(brassinoesterbides) e insetos (ecdiesterdides).

Uma outra classe importante de triterpenos sdo as saponinas. Como o préprio
nome indica, as saponinas sdo prontamente reconhecidas pela formagdo de espuma em
certos extratos vegetais. Essas substincias sdo semelhantes ao sabfio porque possuem
uma parte soltvel (glicose) e outra lipossoluvel (triterpeno). Nas plantas, as saponinas
desempenham um importante papel na defesa contra insetos e microorganismos. Isso
pode ocorrer de diversos modos. Uma delas ¢ a complexagéo das saponinas com
esteroides dos fungos, tornando-os indisponiveis (PERES, 2004).

A presenga de vérios principios ativos nos extratos vegetais é explicada pelo fato
das plantas normalmente desenvolvem uma série de metabdlitos com fungdes
complementares na defesa contra pragas e doengas. Essa estratégia impede o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos organismos maléficos. Muitos desses
compostos, apesar de serem suficientes para matar insetos ou mesmo vertebrados de
grande porte, quando utilizados em doses adequadas convertem-se em medicamentos.
Desse modo, produtos secunddrios envolvidos na defesa através de atividade citotoxica
contra patégenos podem ser lUteis como agentes antimicrobianos na medicina
(BRISKIN, 2000 apud PERES, 2004).

2.4 Mentha piperita L.

A horteld-pimenta do latim Mentha piperita L., vem do grego Mintha.
E uma das mais antigas dentre as ervas medicinais do mundo, e é usada em tradigSes
tanto orientais quanto ocidentais.

Seu nome boténico Mentha deriva de Mintha, nome dado a ninfa que a deusa
grega Perséfone, por ciimes, transformou em planta e piperita = pimenta, relacionado
ao sabor apimentado desta espécie. A Pharmacopeia dos Estados Unidos do Brasil 1*
Edigdo (1926) descreve as folhas ¢ sumidades floridas que constituem a droga vegetal:
A horteld pimenta é uma planta herbacea de caule quadrangular, ramoso, de 1 a 2 mm
de didmetro, com folhas pecioladas, ovais-oblongas ou oblongo-lanceoladas,
acuminadas, desigualmente serreadas, de 5 a 9 cm de comprimento, de cor verde clara a

pardo-purpurina, quase glabras na pégina superior e pubescentes na inferior,




principalmente sobre as nervuras; os peciolos séo levemente pubescentes e medem de 5
a 15 mm de comprimento(Figura 1).

A inflorescéncia ¢ composta de espigas terminais formadas de glomérulos
axilares; as bracteas sdo oblongo-lanceoladas, nimiamente pontilhadas de glindulas e
em geral de cor purpurina escura; a corola é de cor purpurino-arroxeada clara, tubular-
campanulada, de cerca de 3 mm de comprimento, subregular, com quatro lobos, e
glabra interna e externamente; os estames, em nimero de quatro, sfo quase iguais e
inclusos. A horteld-pimenta possui cheiro forte, bastante aromético, caracteristico e
sabor especial, picante, aromético, que deixa na boca sensagdo de frescura agradavel.

Culturas gregas, romanas e egipcias, j4 usavam a ervana culiniriae na
medicina. A horteld-pimenta contém aproximadamente de 1,2-1,5% 6leo essencial. Seu
6leo essencial € volatil, também conhecido como menthae aetheroleum piperitae,
contém 30-70% de mentol e mentol ésteres e mais outros 40 compostos.
Farmaceuticamente ¢ um 6leo comestivel, produzido pela destilagfio das partes aéreas
frescas da planta no inicio do ciclo de floragfio, e padronizado para conter pelo menos
44% mentol, Mentona 15-30% e 5% de ésteres, além de varios terpendides e outros
compostos (GARDINER, 2000).

Imei (2001) e Matos (1998) apud Alves (2011) relataram uma expressiva
atividade do 6leo essencial da Mentha piperita L., descrevendo tal espécie produtora de
6leo essencial rico em mentol, mentona e mentofurano, sendo estes compostos mais
abundantes nas folhas.

O mentol € o principal componente do 6leo essencial da horteld-pimenta,

ocorrendo naturalmente como um cristal incolor ou p6. O mentol é o maior responsével
pela natureza espasmolitica da horteld-pimenta. Ela estimula o fluxo biliar, e tem
propriedades antibacterianas (GARDINER 2000).




Figura 1 — Mentha piperita L.

Fonte: http://www.essentialoilindia.com

2.5 Métodos de Extraciio

Os dleos essenciais provéem de diferentes partes das plantas: pétalas, raizes,
caule, bagas, sementes, seiva, folhas ou casca. Dependendo do tipo de planta em
questdo os dleos concentram-se num local distinto. Da mesma forma, o método de
extracdo ideal também varia em fungfo da planta. As caracteristicas quimicas de um
6leo essencial poderdo ser diferentes conforme o método empregado para a extragéio do
mesmo. O calor e a presséo usados no ato da extrago podem, por exemplo, interferir na
qualidade final do 6leo essencial, pois no momento da extrag@o as sensiveis moléculas
de um precioso principio ativo podem ser quebradas e oxidadas em produtos de menor
eficacia, ou as vezes até toxico.

S#o varios os métodos de extragdio existentes, dentre eles destacamos alguns a
seguir:

- Destilacéio a Vapor

A destilagfio a vapor é o mais comum método de extragio de dleos essenciais.

Normalmente é empregado para obterem-se 6leos essenciais de folhas e ervas, mas nem
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sempre € indicado para extrair-se o Oleo essencial de sementes, raizes, madeiras e
algumas flores. Por exemplo, flores como o Jasmim, podem sofrer destruigdo de suas
frageis moléculas aromaticas, vindo a perder todo o seu perfume e principios ativos,
devido a alta pressdo e calor empregado no processo. A destilago a vapor ¢ feita em um
alambique onde partes frescas da planta e algumas vezes secas sfio colocadas dentro.
Saindo de uma caldeira, o vapor circula através das partes da planta forcando a quebra
das frageis bolsas intercelulares que se abrem e liberam o 6leo essencial. A medida que
este processo acontece, as sensiveis moléculas de 6leos essenciais evaporam junto com
o vapor da agua viajando através de um tubo no alto do destilador, onde logo em
seguida passam por um processo de resfriamento através do uso de uma serpentina e se
condensam junto com a dgua. Forma-se entdo, na parte superior desta mesma 4gua
obtida, uma camada de dleo essencial que € separado através de decantagdo. A dgua que
sobra de todo este processo, depois de retirado o 6leo, é chamada de dgua floral,
destilado, hidrosol ou hidrolato.

- Extracéo por Solvente

Determinados tipos de 6leos sdo muito instéveis e ndo suportam o aumento de
temperatura. Por isto, € usada a extragfio por solvente para se conseguir o 6leo essencial
destas plantas. Neste processo um solvente quimico como o hexano é usado para extrair
os compostos aromaticos da planta. Isto fornece um produto chamado de concreto. O
concreto pode ser dissolvido em élcool de cereais para remover o solvente. Quando o
alcool evapora, o absoluto aparece.

No processo de extragdo do concreto obtém-se ndo somente o 6éleo essencial,
mas também ceras, parafinas, gorduras e pigmentos. Neste caso, o concreto acaba tendo
uma constitui¢do pastosa (o concreto do Jasmim real possui em torno de 55% de 6leo
essencial). JA o absoluto, além de fazer uma limpeza dos solventes anteriormente
empregados, também purifica a mistura das ceras, parafinas e substincias gordurosas
presentes, o que leva o produto final a ter uma consisténcia mais liquida. O teor de
solvente no produto final pode variar de menos de 1% até 6%. Em teores tio baixos
quanto 1% consideramos o produto apto ao uso terapéutico, isso quando indicado neste
sentido, € no caso daqueles obtidos somente pelo uso do 4lcool, € aceitdvel seu emprego

com esta finalidade mesmo em teores superiores a 1%, como acontece com algumas

resinas como a mirra e benjoim (é como comparar com o uso de tinturas de plantas, mas
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com teor quase imperceptivel de alcool). A extragdo por solvente também pode alterar

em muito a composi¢do quimica do produto final.

- Por CO; hipercritico

As partes das plantas a serem extraidas sdo colocadas em um tanque onde é
injetado didxido de carbono hipercritico a uma pressio de 200 atmosferas e
temperaturas superiores de 31°C. Nessa pressdo e temperatura, o CO, atinge o que seria
um quarto estado fisico, no qual a sua viscosidade € semelhante 4 de um gés, mas a sua
capacidade de solubilidade é elevada como se fosse um liquido. Uma vez efetuada a
extragdo, faz-se com que a pressdo diminua e o gas carbdnico volta ao estado gasoso,
ndo deixando qualquer residuo de solvente. A grande solubilidade e a eficiéncia na
separagdio tornam o CO; hipercritico mais indicado para ser utilizado na indtstria do
que solventes orgénicos. Por CO; hipercritico podem ser retirados os terpenos presentes

nos Oleos essenciais, tornando assim um 6leo essencial mais puro.

- Prensagem a frio

Outro método de extragdo de dleos essenciais € por prensagem a frio (pressdo
hidraulica) ou escarificagdo. Ele € usado para obter 6leo essencial de frutos citricos
como bergamota, laranja, limdo e grapefruit. Neste processo, as frutas sdo colocadas
inteiras e prensadas por uma prensa hidrdulica e delas extraido tanto o 6leo essencial
quanto o suco.

Ap06s a prensagem, € feita a centrifugac@o da mistura, através da qual se separa o
6leo essencial puro. Existe também a extragdo de Oleos de citricos por destilagdo a
vapor, o que € feito para eliminar as furanocumarias que mancham a pele. Porém ¢é
considerado o 6leo retirado por prensagem a frio de qualidade superior no sentido
terapéutico. Ndo somente é feito extraglo de O6leos essenciais de citricos por este
método, mas de maneira semelhante o Oleo extra-virgem de améndoas, castanhas,
nozes, germe de trigo, oliva, semente de uva e também de algumas sementes das quais
se extrai normalmente o 6leo essencial por destilagdo, como é o caso do cominho
negro.

Em casa pode simular este método, bastando para tal descascar os frutos e

reservar a parte externa da casca, local onde se acumulam as esséncias. Posteriormente,
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corte as cascas em pedagos e coloque-as num pano de linho ou algodéo. Depois, sobre
uma tébua, triture-as tanto quanto possivel. Por Gltimo, colha o liquido que escorre no
pano para um pequeno frasco, que deve ser hermeticamente conservado € prontamente

fechado para evitar a evaporacio dos 6leos essenciais.

- Turbodestilagio

Vérios métodos de extragdo modernizados tém-se tornado alternativas para a
destilagdo a vapor. A turbodestilagdo é adequada para partes de dificil extra¢do de 6leo
essencial da planta, como é o caso de cascas, raizes e sementes. Neste processo as
plantas sdo emersas na dgua e o vapor € posto a circular entfio em meio a esta mistura de
planta e agua.

Através deste processo, a mesma dgua € continuamente reciclada através do
material da planta. Este método torna mais rapido a extragfo de dleos essenciais de
dificil e lenta obteng@o. Na hidrodifusfo, o vapor sob pressfo atmosférica normal é
disperso do topo da cimara diretamente sobre o material da planta. Desta forma o vapor
pode saturar o material mais igualmente e em menor tempo do que na destilagio a
vapor. Este método é também menos severo do que a destilagdo a vapor, resultando em
6leos essenciais que cheiram de forma muito mais semelhante as plantas originais e

melhores.

- Hidrodestilacio

Na hidrodestilagio a matéria-prima vegetal € completamente mergulhada em
dgua, sem que a temperatura ultrapasse os 100° C. Neste processo, evita-se a perda de
compostos sensiveis a altas temperaturas, mas, em compensagdo, torna a destilagio mais
lenta e com menor rendimento. Trata-se de uma técnica de destilagio bastante antiga
(artesanal), mas que continua sendo praticada em paises atrasados cujas caldeiras a

vapor ainda ndo chegaram.

- Enfleurage

Algumas flores como o Jasmim ou Tuberosa tém baixo teor de éleos essenciais e

sdo extremamente delicadas ndio podendo ser destiladas a vapor, pois podem sofrer
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perdas quase completas de seus compostos aromaticos. Em alguns casos um processo
lento e caro chamado enfleurage € utilizado para obter-se o 6leo essencial destas flores.
As pétalas, entdo, sdo colocadas em gordura vegetal ou animal, sem cheiro, para que
absorve os dleos essenciais.

Todos os dias ou de determinadas a determinadas horas, depois que a gordura
absorveu todo o dleo essencial possivel, as pétalas sdo removidas e substituidas por
outras frescas, recém-colhidas. Este procedimento continua até que a gordura venha a
ficar saturada com o dleo essencial. Adicionando 4lcool & mistura é possivel separar o
oleo essencial da gordura, pois o Oleo essencial é mais solivel no dlcool. Ai entdio
teremos o absoluto. Este ¢ um processo dificil e demorado. Normalmente o enfleurage

puro, somente ¢ empregado em fazendas de interior na Europa.

- Fit6s ou Florasdis

Este método de extragfio utiliza um novo tipo de solvente gasoso que nfio ¢
toxico e ndo deixa residuo. Nos fins da década de 80, o Dr. Peter Wilde pela primeira
vez analisou as propriedades especificas deste solvente, o "florasol" (R134a), para a
extragdo de Oleos aromaticos e compostos ativos de materiais de plantas, tanto para uso
dentro da alimentagéio, farméacia, aromaterapia e industria de perfumes.

A extragdo ocorre sob temperatura ambiente e, devido a isso, ndo ha degradagéo
quimica dos produtos. O 6leo essencial obtido por este processo é limpo, claro e
completamente livre de gorduras e ceras. O Dr. Wilde patenteou sua descoberta como

"fitol", ou "fitdnicos".

- Maceragio

Para extrair as suas proprias esséncias em casa utilizando este método, é
necessario macerar num Oleo as suas flores preferidas (jasmim, rosas, etc.) até que este
fique totalmente impregnado com o aroma das flores e escolher um 6leo carreador. Uma
forma muito simples de fazer consiste em colocar num recipiente de cobre uma parte de
pétalas de flores e duas partes de um Oleo (6leo de améndoa ou girassol).
Posteriormente, aquece esta infusfo, lentamente, durante 3 horas. No final, filtram-se as

flores, espremendo-as energicamente e reserva-se a solugéo resultante num local fresco,

afastada do sol. (Fonte: http://www.oleosessenciaisnaturais.blogspot.com)
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2.6 Bactérias patogénicas

As bactérias patogénicas podem produzir doengas tanto por sua capacidade de
multiplicago e disseminagéo nos tecidos quanto pela produgfio de toxinas (VIERA er
al., 2008). Bactérias patogénicas como a Listeria monocytogenes, Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus, destacam-se como contaminantes comuns na industria de
alimentos, sendo relevantes do ponto de vista médico-sanitirio. Tais espécies
apresentam cepas resistentes aos antibidticos usuais, tornando a sua presenca em
alimentos e superficies de trabalho uma ameaga potencial a satide coletiva.

Sabe-se que a Escherichia coli faz parte da microbiota intestinal dos animais,
inclusive do homem, e que os ambientes humanos e animais nfo séo separados, razdo
pela qual as bactérias de origem animal podem passar para seres humanos. Além disso,
os determinantes de resisténcia as drogas de diferentes fontes podem ser transferidos
entre as bactérias (MOREIRA et al., 2008 apud SPEROTTO, 2010).

Diante do aumento de casos de infecgdes de natureza bacteriana resistente, bem
como a dificuldade no controle de seus agentes etiolégicos em instalagdes da industria
alimenticia e em estabelecimentos comerciais, o uso de bioativos oriundos da flora
nativa tem sido apontado como uma possivel solugdo para o problema. Desse modo,
esforgos tém sido realizados visando & prospecgdo, o isolamento e a caracterizagdo de
principios ativos tteis ao desenvolvimento de novos antimicrobianos. (DANTAS et al,

2010) .

2.6.1 Bactérias Gram-positivas

2.6.2 Staphylococcus aureus

Morfologicamente apresentam-se como células esféricas medindo de 0,5-1,5 pm
de didmetro apresentando-se em arranjos individuais (forma de cacho), aos pares e
agrupamentos irregulares. Sdo bactérias Gram positivas; iméveis; ndo esporulados;

aer6bios ou anaerébios facultativos; quimiorganotréficos com metabolismo respiratério

e fermentativo. As colonias sdo geralmente opacas, podendo ser branco, creme, amarela
ou laranja (GOMES, 2010).
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O diagnostico das infecgdes causadas pelo S.aureus é feito pelo exame
bacterioscépico de esfregagos corados pelo Gram, isolamento e identificagdio do
microrganismo. O isolamento é realizado nos meios de cultura comuns, como Agar
sangue onde a bactéria forma coldnias relativamente grandes. H4 também, vérios meios
seletivo-indicadores, entre os quais se inclui o 4gar manitol-salgado, podem também ser
empregados para essa finalidade (TEXEIRA et.al, 2008)

O Staphylococcus aureus pode ser encontrado em vérias partes do corpo, como
fossas nasais, garganta, trato intestinal e pele. As infecgdes estafilocécicas podem ser
causadas por bactérias do proprio individuo (infecgdes enddgenas), por amostras
adquiridas de outros doentes ou de portadores sadios (infecgdes exdgenas). A
transmissfo ocorre por contato direto ou indireto (TEXEIRA et.al, 2008)

Embora encontrado com relativa frequéncia como membro da microbiota normal
do corpo humano, o Staphylococcus aureus é uma das bactérias patogénicas mais
importantes, uma vez que atua como agente de diversas infec¢des, variando desde
aquelas localizadas, geralmente superficiais, até algumas disseminadas, com elevada
gravidade (TEIXEIRA et. al, 2008). Em algumas dessas infecgdes, predomina-se um
quadro infeccioso caracterizado a presenga do microrganismo, enquanto em outros as
manifestagdes sdo basicamente de uma intoxicagdo, podendo estar presente no
organismo ou néo.

Apesar da grande variedade de quadros clinicos causados pelo S. aureus, estes
podem ser divididos em, trés principais tipos: as infecgdes superficiais, tais como os
abcessos cutdneos e as infecgdes de feridas; as infecgBes sistémicas, tais como,
endocardite, ostomielite € pneumonia, e os quadros toxicos tais como sindrome do
choque tdxico e a intoxicagdo alimentar.

O diagndstico da intoxicagdo alimentar ¢ realizado pela pesquisa das
enterotoxinas nos alimentos ingeridos, de modo geral o S.aureus pode ser encontrado
em grande quantidade no alimento que contém a enterotoxina responsavel pelas
manifestagdes clinicas. Sua importéncia clinica tem variado ao longo dos anos, tendo
crescido particularmente devido ao aumento da ocorréncia dessas infecgdes hospitalares
graves causadas por amostras multirresistentes (TEIXEIRA er. al, 2008).

O S. aureus e outras espécies coagulase positivas, tais como o S. intermedius
produzem grande quantidade de proteinas extracelulares associadas as células do
hospedeiro. Essas proteinas s3o importantes na colonizagio e crescimento dos estafilos

em varios tecidos. A presenca desses organismos sobre a superficie, assim como de seus
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produtos extracelulares, demonstra como esses patogenos estabelecem as infec¢des.
Muitas toxinas citoliticas, freqlientemente chamadas de hemolisinas; enzimas tais como
proteases, lipases, hialuronidase agem associadas para criar leséo tecidual, fornecendo
nutrientes de baixo peso molecular que podem ser assimilados e utilizados para o seu
rapido crescimento.

A doenga resulta de um fenOmeno complexo entre as varias proteinas de
superficie envolvidas na colonizagfo celular, enzimas, toxinas e ambiente extracelular

(GOMES, 2010).

2.6.3 Listeria monocytogenes

Bastonetes regulares ou pequenos medindo 0,4-0,5 X 0,5-2,0 um com
extremidades arredondadas. Algumas vezes, sfo cocOides ocorrendo em arranjos
simples ou em pequenas cadeias e, menos freqiientemente, em longos filamentos.

S#o células Gram positivas, nfio esporuladas, nio AAR (Alcool-Acido
Resistente) e ndo capsuladas. Elas sdo méveis apresentando flagelos peritriquios quando
crescidas a temperatura de 20- 25°C, sendo, facultativamente anaerébias (LABACVET,
2007).

A L. monocytogenes ¢ um patogeno intracelular facultativo, sobrevivendo e
proliferando em macréfagos, enterdcitos e outras células. Além de ser um importante
patégeno oportunista humano, causador de diversas infecgdes graves em individuos
imunocomprometidos, mulheres gravidas e recém-natos, a L.monocytogenes causa a
listeriose que ¢ adquirida ap6s a ingestdo de alimentos contaminados e manifesta-se
como gastroenterite, meningite, encefalite, infec¢do materno-fetal, bacteremia,
endocardites, infecgdes localizadas, abcessos cerebrais e septicemia, resultando em uma
taxa de mortalidade que ultrapassa 20% (CAMPOS, 2008 e SILVA, 2008).

Segundo Campos e Silva (2008), a listeriose ¢ relativamente rara em criangas e
adultos imunocompetentes e estd relacionada principalmente ao estudo do sistema
imune do individuo. Dados epidemiolégicos de diferentes paises comprovam essa
assertiva, colocando como evidéncia o alimento contaminado como fonte de
transmissdo e, consequentemente, classificando a listeriose entre as infec¢des de origem
alimentar.

Esses microrganismos toleram altas concentragdes de sal e pHs relativamente

baixos, além disso, sdo capazes de se multiplicar sob temperaturas de refrigeragéo.
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Embora seja um microrganismo ubiquitirio, bem adaptado ao ambiente, capaz de ser
isolado em diversas fontes ambientais, como dgua, solo, produtos alimentares, animais e
humanos, ele possui um arsenal de genes que facilitam sua sobrevivéncia intracelular,
uma vez que ¢ capaz de invadir e sobreviver dentro da célula do hospedeiro, escapando,
assim, do sistema imune. Desse modo, conseguem sobreviver as tecnologias de
processamento de alimentos. Isto torna a Listeria um dos microrganismos que mais
preocupam a industria alimenticia (CAMPOS, 2008 e SILVA, 2008).

2.7 Bactérias Gram-negativas

2.7.1 Escherichia coli

A E. coli e outras espécies da familia Enterobacteriaceae sdo facultativamente
anaerdbicos, bastonetes Gram negativos que podem ser méveis ou iméveis. Também
sdo produtoras de catalase. O trato gastrintestinal da maioria dos animais de sangue
quente € colonizado pela E. coli em poucas horas ou em poucos dias apds o nascimento.
O microrganismo é ingerido junto com o alimento, d4gua ou obtido diretamente de
outros individuos. E encontrado no trato gastrointestinal do homem. (GOMES, 2011)

A diversidade patogénica da E. coli chega a ser fantastica. A espécie
compreende pelo menos cinco categorias de amostras que causam infecgfio intestinal
por diferentes mecanismos e varias outras especificamente associadas com infec¢des
urindrias, meningites e provavelmente outras infecgdes extra-intestinais. As categorias
que causam infec¢fo intestinal sfio coletivamente chamadas de E. coli diarrreiogénica e
as associadas a infecgdes extra-intestinais de EXPEC (Extraintestinal Pathogenic
E.coli) (GOMES e TRABULSI, 2008).

A primeira categoria de E. coli diarreiogénica identificada foi a Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC). As EPEC tipicas tém como reservatério somente o homem,
raramente s#o encontradas em animais. Uma propor¢io elevada de criangas adquire
infecgdo em hospitais publicos, geralmente a partir de uma crianga internada com
diarréia. As vias de transmissdo néio t€m sido caracterizadas com preciséo, mas devem
incluir contato pessoal e ingestdio de 4gua e alimentos contaminados (GOMES e
TRABULSI, 2008).

A Escherichia coli produtora de Toxina Shiga (STEC) esta categoria foi

caracterizada pela produgfo de potentes citoxinas que apresentam a capacidade de inibir
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a sintese protéica de células eucaridticas. Os bovinos representam o principal
reservatério natural das STEC e a carne bovina, em especial a carne moida, o leite e
seus derivados, os vegetais e 4gua contaminados por material fecal ingeridos crus ou
com cozimento insuficiente sfo as formas mais comuns de transmisséo da bactéria para
0 homem (GUTH, 2008).

Entre as categorias encontra-se a E.coli enteroagregativa (EAEC), cuja
caracteristica principal é a capacidade de se apresentar um padréo de adesdo exclusivo
em determinadas linhagens celulares cultivadas “in vitro”. Este padrio adesdo
agregativa (AA) permite que a EAEC se diferencie das duas outras categorias. Adultos e
criangas sdo suscetiveis a infecgdes intestinais causadas por EAEC, e a doenga tipica é
manifestada por diarréia secretadora. Em modelos animais e pacientes infectados,
EAEC parece ser capaz de colonizar varias regides do trato intestinal sem danos
aparentes na mucosa do intestino delgado, onde ha abundante adesio ao muco e
secre¢io de muco, mas com efeitos citotéxicos na mucosa do célon (JUNIOR e
GOMES, 2008).

As bactérias ficam emaranhadas em espessa camada de biofilme contendo muco
em abundéincia. Possivelmente, a formagdo desse biofilme esteja envolvida na
capacidade de a bactéria colonizar e causar doenga persistente ¢ ma absor¢io de
nutrientes (JUNIOR e GOMES, 2008).

A E. coli enterotoxigénica (ETEC) , esta categoria , se define pela capacidade
em produzir as enterotoxinas termolébil (LT) e termoestivel (ST). O mecanismo das
ETEC compreende basicamente a colonizagdo da mucosa intestinal e a produgdo de
enterotoxinas. A colonizag@o esta relacionada a capacidade desta bactéria em aderir a
receptores especificos presentes na superficie do epitélio intestinal através de estruturas
que foram denominadas genericamente de fatores de colonizagdo (CFs). A importéncia
da capacidade de colonizagdo nfio estd restrita apenas ao estabelecimento da regido de
infecgdo, como também facilita a interacdio enterotoxina-receptor, evitando a
degradagdo da toxina por enzimas proteoliticas (GUTH, 2008).

As infecgdes séio transmitidas principalmente pela ingestdo de 4gua e alimentos
contaminados, contudo a transmissdo por contato pessoal em bergérios e enfermarias
pediétricas também tem sido relatada. A infecg@io por ETEC pode resultar em um amplo
espectro de sintomas, desde uma diarréia branda até uma diarréia mais grave
acompanhada de desidratagéo, podendo em casos extremos levar ao choque. Entretanto,
a infecgdo € autolimitada, tendo duragéio média de um a dois dias (GUTH, 2008).
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E. coli enteroinvasora (EIEC) é um importante causador de diarréia no homem.
EIEC interage preferencialmente com a mucosa do cdlon, e esse € seu sitio de interagéo
parasita-hospedeiro. Clinicamente a doenga ¢ acompanhada de febre, mal-estar, colicas
abdominais e diarréia aquosa seguida de disenteria consistindo poucas fezes, muco e
sangue. Amostras de EIEC crescem bem em meios ndo-seletivos. As infecgdes
intestinais provocadas por EIEC sdo mais frequentes em criangas com mais de dois anos
de idade e no adulto. O reservatério € o proprio homem ¢ a transmissdo ¢ fecal-oral,
adquire-se a doenga pela ingestdo de 4gua e alimentos contaminados (MARTINEZ,
2008).

2.7.2 Salmonella enteridis

O género Salmonella, pertencente & familia Enterobacteriaceae, consiste de
bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos. Ao contririo de muitas espécies
pertencentes a essa familia, as salmonelas clinicamente importantes ndo fermentam
lactose. crescimento. Ha inlimeros meios seletivos para o isolamento desses agentes. Os
mais importantes séo: o meio Verde brilhante, 0 MacConkey, o Agar Sulfito de Bismuto
(ASB). A maioria das salmonelas utiliza seletivamente o selenito de s6dio e o
tetrationato de sodio e, desse modo, podemos recuperar um pequeno nimero de
organismos em amostras contaminadas. Temperatura para étimo crescimento € de 37°C,
mas pode também crescer a 43°C; caracteristica freqiientemente utilizada para reduzir o
crescimento de contaminantes. Salmonelas produzem gés da glicose, podendo utilizar o
citrato como fonte de carbono (LABACVET, 2007).

Reduzem o nitrato a nitritos, mas ndo produzem indol ou urease. Sdo reagentes a
lisina e ornitina descarboxilase. Gas sulfidrico (H2S), geralmente é produzido pela
maioria dos sorovares. Lactose ndo ¢ fermentada a menos que a cepa do hospedeiro
possua um plasmidio que codifique para a lactose como a S. arizonae. Algumas cepas
de S. arizonae fermentam a lactose lentamente, outras rapidas (LABACVET, 2007).

A classificagdo e a nomenclatura das salmonelas sofreram vérias modifica¢des
nos ultimos anos. A classificagdo atual, baseada em estudos moleculares, divide o
género em duas espécies: S. enterica € S. bongori (FERREIRA e CAMPOS 2008).

De acordo com Ferreira e Campos (2008), S. enterica por sua vez, é subdividida em seis
subespécies. Na rotina utiliza-se para identificagfo o esquema de Kaufmann & White,

que divide as salmonelas com relagio aos seus antigenos somatico(Q), flagelar(H) e
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capsular (Vi). Os sorotipos de Salmonella podem estar estritamente adaptados a um
hospedeiro particular ou podem ser encontrados em grande niimero de espécies animais
(Ubiquitarios). Por exemplo, 0 homem € o tnico reservatério natural de S. fyphi e S.
paratyphi A, B e C. Alguns sorotipos sdo adaptados a uma determinada espécie de
animal, enquanto outros podem infectar indiretamente 0 homem e uma grande variedade
de animais, por exemplo, S. enteridis € de S. typhimurium (FERREIRA ¢ CAMPOS,
2008).

As infec¢Oes por Samonella sdo geralmente autolimitadas. A administragdo de
antibidticos no tratamento das gastroenterites nem sempre acelera a recuperagéio clinica
sendo, inclusive, responsavel pelo prolongamento do periodo de excrecdo do agente,
além de determinar a emergéncia de amostras multirresistentes. As salmonelas infectam
o homem e praticamente todos os animais domésticos e selvagens, incluindo pédssaros,
répteis e insetos. Essas bactérias, quando estdo presentes em ambientes, d4gua potével e
alimentos devem-se a contaminagéo por fezes de individuos doentes ou portadores. No

homem, as salmonelas causam varios tipos de infecgfio, sendo as mais comuns a
gastroenterite e febre tiféide (FERREIRA e CAMPOS, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Oleo essencial

O Oleo essencial da horteld-pimenta (Mentha piperita L.) foi adquirido
diretamente no comércio, na cidade de Patos — PB, no periodo de 06 a 10 de maio de
2011.

3.2 Microrganismos

Foram utilizadas neste trabalho quatro cepas sendo, Salmonella enteridis CDC
49812, Staphylococcus aureus ATCC 259223, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Escherichia coli ATCC 25922 adquiridas no laboratério de Microbiologia do Hospital
Veterinario do Centro de Satude e Tecnologia Rural (CSTR), Campus Patos — PB.

As andlises das amostras foram realizadas no laboratério de Microbiologia do
Campus de Patos — PB, CSTR/UFCG.

3.3 Meios de culturas

O meio de cultura foi preparado a partir do Caldo Mueller- Hilton (MH) 250 ml
+ Agar Agar(AA) 0,15%. Sendo o mesmo utilizado em tubos de ensaio para obteng&io
das diferentes concentragdes do Oleo essencial. Para o isolamento e inoculagdo das
bactérias nas diferentes concentragdes, utilizou-se o meio Agar Mueller Hilton em placa

de Petri.

3.4 Preparo e padronizacio das diferentes concentracies

Suspensdes de cada microrganismo foram preparadas pelo método de suspensédo
direta das coldnias (3 a 5 colénias semelhantes) em 3 ml de solugfo salina (NaCl 0,9%)
estéril e ajustadas ao padrdo 0,5 da escala de McFarland, contendo cerca de 1,5 x10®
UFC/mL (NCCLS 2000 apud KLUCZYNIK et al.,2010) (Figura 2).
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Figura 2 Padronizagiio dos inéculos na escala McFarland

Fonte: Camila Carneiro Monteiro dos Santos

Em um tubo de ensaio foi adicionado 3,2 ml de caldo MH + AA e 0,8 ml do 6leo
essencial da Mentha piperita L. obtendo-se concentragdo de 20% (diluigdo padréo).
Depois de homogeneizados com auxilio de um vortex, de cada tubo base foi pipetado
2 ml para o tubo seguinte contendo 2 ml de caldo MH + AA e depois de homogeneizar
foi retirado 2 ml para o tubo seguinte sucessivamente até o sexto tubo obtendo-se as
concentragdes de 10% - 5% - 2,5% - 1,25% - 0,6% — 0,3% (Figura 3).

Figura 3 Distribui¢fio das concentrag¢des em tubos de ensaio.

L. YN dr

.

Fonte: Camila Carneiro Monteiro dos Santos
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Apbs a distribuigdo para cada série de concentragdes foram pipetadas 10 pl em
cada tubo de ensaio da solugdo padronizada de cada espécie de bactéria. Para a
multiplicag@o, as cepas foram transferidas para as respectivas concentragdes do 6leo e
posteriormente foram incubadas a 35 ° C por 72 horas.

3.4.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana

A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi avaliada em placas de Petri
contendo Agar Mueller Hilton (AMH). Para cada dilui¢fio e cada espécie de bactéria foi
feita a observagdo visual da atividade antibacteriana através da semeadura por
estriamento do indéculo bacteriano, realizado no meio de cultivo com auxilio de uma
alga de platina (Figura 4).

Em seguida as amostras foram incubadas a 35 ° C por 24 horas para se observar
o desenvolvimento das cepas sob o efeito das diferentes concentragdes do 6leo.

Figura 4 Semeadura das cepas bacterianas por estriamento.

Fonte: Camila Carneiro Monteiro dos Santos
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3.4.2 Curva de reducio da atividade do éleo

Depois do periodo de incubag@o dos tubos, os inoculos foram transferidos para
as placas de Petri onde foram feitas cavidades de Smm de didmetro com auxilio de um
bastfio de vidro nas placas com meio Agar Mueller Hilton (Figura 5). Em seguida,
foram pipetados 10 pl nas quatro séries de 6 tubos equivalente a cada concentragéo. As
andlises foram realizadas em duplicadas e com controle positivo.

Figura 5 - A: identifica¢dio das dilui¢des nas placas de Petri, B e C: confec¢do das
cavidades com bastiio de vidro, D: inoculac¢io das bactérias + o 6leo com o meio
(CMH) nas cavidades.

Fonte: Camila Carneiro Monteiro dos Santos
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Apo6s esse periodo, foi medido o halo de crescimento, nas amostras, com auxilio
de uma régua, para avaliar os dados quantitativos do efeito inibidor do éleo da Mentha
piperita L.

3.5 Analise estatistica

Os resultados experimentais foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
e teste de médias dos tratamentos (Tukey a 5% de significincia) utilizando-se o
programa estatistico ASSITAT verséo 7.6 beta para Windows (SILVA e AZEVEDO,
2009). Os dados com interagdo significativa foram submetidos & analise de regressdo.
Os dados experimentais obtidos foram transformados em x+0,5 com o objetivo de
ajustar a distribui¢éo normal.

Para confecgfio do grafico da curva de regressdo, foi utilizado o programa da
Microsoft Office Excel 2007.

Para avaliar o efeito inibitério do Oleo essencial de Mentha piperita L. sobre
quatro cepas de bactérias utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 4 x 7. Tendo como fatores as bactérias Staphylococus aureus,

Salmonella enteridis, Lysteria monocytogenes e Escherichia coli, combinado a sete
concentragdes do Gleo essencial Mentha piperita L., T*; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,6 € 0,3 % ¢
uma testemunha positiva sem o 6leo*, totalizando 28 tratamentos, com duas repetigdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anilise da atividade antibacteriana

Apés 24 horas, pdde-se observar que 0,6% v/v apresentou-se como a CIM para o
Oleo essencial de Mentha piperita L., para Staphyloccocus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella enteridis. ¢ Escherichia coli, como indicam as setas na
figura 6.

Moreira et al., (2009) diz que, os Oleos essenciais, como timol, mentol e
eucaliptol, sdo compostos fendlicos que agem contra as bactérias rompendo a parede
celular ou inibindo a agéo enzimatica.

Sendo, o mentol, o principal constituinte no 6leo essencial da Mentha piperita
L., pode-se considerar como sendo o responsavel pelo efeito inibitério da hortela-
pimenta sobre estas bactérias.

A agdo antimicrobiana de dleos essenciais de Mentha suaveolens Ehrh. sobre
bactérias Gram positivas e negativas e fungos, foi verificada por Oumzl et al., (2000)
apud Michelin et al., (2005). Dentre os constituintes aromaticos, o pulegona, foi o que
apresentou a¢do mais potente. Imai et al., (2001) apud Michelin ef al., (2005) testando a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de Mentha piperita L. e Mentha arvensis
L., verificaram ag#o contra as bactérias Helicobacter pylori e S. aureus, tanto linhagens
sensiveis como resistentes a antibi6ticos.

Segundo, Pereira et al.,(2004) para o Ocimum gratissimum L. (alfavacdo) esta
amplamente distribuida na regido tropical. O o6leo extraido dessa planta possui os
seguintes compostos: 1,8 cineol, eugenol, metil-eugenol, timol, p-cimeno, cis-ocimeno e
cis-cariofileno, ¢ em diferentes concentragdes inibiu crescimento de Staphylococcus

aureus, Shigella flexneri, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Klebsiella sp.,

Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 6 — A, B, C, D: efeito antibacteriano ap6s 24 horas, amostras semeadas por

estriamento em suas respectivas concentracdes, comparadas ao controle

positivo.

Fonte: Camila Carneiro Monteiro dos Santos

4.2 Analise dos halos de crescimento

Apbs 24 horas foi feita a medigéio dos halos de crescimento das bactérias de

acordo com cada dilui¢io, sempre comparando com um controle positivo para cada

cepa (Figura 7).

Figura 7 — Medicdio dos halos de crescimento em suas concentrac¢des apés 24 horas

Fonte: Camila Carneiro Monteiro dos Santos.




27

De acordo com a tabela 1, na concentragéio 0,3% Salmonella enteridis sobressaiu
em relag8o as outras. A Escherichia coli e o Staphylococcus aureus, apresentaram uma
resposta mais intermedidria ao efeito do dleo. Para Listeria monocytogenes, ndo houve
formagéo de halo de crescimento.

Mas, a partir da concentragdo 0,6% observamos um efeito constante para todas
as cepas nos fazendo-se perceber que & medida que aumentou a concentragdo do 6leo
ndo houve crescimento das bactérias. Confirmando a analise do estriamento nas placas
de Petri, onde a concentragdo de 0,6% foi a CIM para todas as cepas.

Segundo Machado et al., (2003) apud Michelin et al., (2005) avaliaram 14
extratos de plantas medicinais brasileiras, utilizadas no tratamento de doengas
infecciosas, quanto ao seu potencial antimicrobiano frente a microrganismos resistentes
de importincia médica. O extrato de Punica granatum L. (rom#) mostrou-se eficiente

contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Tabela 1 Efeito antimicrobiano de diferentes concentracdes de éleo essencial da
Mentha piperita L. sobre os halos de crescimento da Listeria
monocytogenes., Escherichia coli , Staphylococcus aureus e Salmonella

enteridis ap6s 24 horas.

Bactérias Concentragdes do Oleo Essencial ( % )

T 0,312 0,625 1,25 2,5 5 10

Diémetro do halo de crescimento (x+0,5), cm
Listeria sp. 1,20b 0,50 ¢ 0,50a 0,50 a 0,50 a 0,50 a 0,50a
Echerichia colisp. 2,00a 095bc 0,50a 0,50a 0.50a 095a 0,50a
Staphylococcus sp.  1,10b 1,25ab 0,50a 0,50a 0,50a 0,50a 0,50a

Salmonella sp. 1,35b 1,60a 0,50 a 0,50 a 0,50a 0,50 a 0,50 a

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Na figura 8 e apresentada o comportamento do halo de crescimento das cepas
bacterianas sob acdo das diferentes concentracdes de 6leo de Mentha piperita L. ap6s 24

horas. Observa-se diminui¢io do didmetro do halo de crescimento das bactérias com o

aumento das concentragdes de 6leo essencial, ajustando-se a um modelo linear. Estes

resultados séo normalmente obtidos quando o efeito bacteriostatico é positivo.
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Para SILVA et al., (2009) , quando comparados entre si, verificou-se que o 6leo
essencial de canela foi o de maior eficiéncia sobre as linhagens de S. aureus
(0,047%v/v) € E. coli (0,09 %v/v), com os menores valores de CIM. Segundo MATAN
et al. (2006) apud SILVA et al., (2009) os compostos ativos presentes no 6leo da
canela, entre 50 a 60% de cinnamaldeidos e 4 a 7% de eugenol, apresentam a
capacidade de interferir com sintese de algumas enzimas nas bactérias além de
provocarem danos a estrutura da parede bacteriana.

O S. aureus apresentou maior susceptibilidade frente & agdo dos dleos, enquanto
concentragdes maiores foram necessarias para inibir o crescimento de E. coli. Isto pode
ser confirmado quando comparados os valores de CIM obtidos para 6leo de alecrim,
que foi extremamente baixo para S. aureus, entre 0,3 e 0,6%vV/v € extremamente elevada
para E. coli, inclusive ultrapassado o valor de 3,0%v/v que foi o maior utilizado no
estudo. (SILVA et al., 2009).

Os resultados in vitro desta pesquisa sugerem o uso potencial deste 6leo na
terapia de doengas infecciosas, mais com o indicativo de que estudos deverdo ainda ser
realizados objetivando testar a inocuidade deste produto bem como a necessidade de
verificar as possibilidades de interferéncias destes dleos sobre a fisiologia e/ou
estruturas das células bacterianas (SILVA et al., 2009).

Figura 8. Comportamento do halo de crescimento das cepas bactérias sob acéo do
6leo da Mentha piperita L. ap6s 24 horas.
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5 CONCLUSOES

O 6leo essencial de Mentha piperita L. apresenta efeito antibacteriano. E de acordo com

a curva de regressdo a concentragéo 0,6% ¢ a CIM.
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