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RESUMO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas € muito antigo, tdo antigo
quanto a propria espécie humana. O uso popular, tradicionalmente consolidado, tem
despertado o interesse de pesquisadores e tem sido o guia para estudos
farmacoldgicos. Os extratos e 6leos essenciais estdo entre os principais produtos de
origem vegetal com atividade bioldgica, apresentando varias aplicacées. Os estudos
realizados estabelecem que cerca de 60% dos Oleos essenciais exibem
propriedades antifingicas e 35% apresentam propriedades antibacterianas. Ha
vérios relatos sobre a acdo antibacteriana do 6leo essencial do manjericdo, sendo
este mais eficiente contra bactérias gram positivas que bactérias do tipo gram
negativas. Estudos relatam que o Oleo essencial de manjericdo tem varias
propriedades terapéuticas, inclusive atividade contra infeccdes bacterianas e que
esta atividade antimicrobiana tem sido predominantemente associada aos seus
constituintes majoritarios, o metil chavicol e o linalol. Nas Ultimas décadas, a
resisténcia de microorganismos aos antibidticos e antimicrobianos quimicos
sintéticos tem aumentado, causando uma selecdo de microrganismos patogénicos
mutantes. Este fato fez surgir o interesse nas terapias naturais, dentre elas o
emprego de 6leos essenciais como uma alternativa eficaz no desenvolvimento de
novos antimicrobianos Assim, visando o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas para o tratamento de infecces bacterianas, o objetivo deste trabalho é
avaliar a atividade antimicrobiana do Oleo essencial do manjericdo contra as
bactérias patogénicas Staphylococus aureus e Escherichia coli. Para a avaliacéo
microbiolégica foi utilizada a técnica de difusdo em &gar para a visualizagdo de um
halo de inibicdo ao redor do disco de papel. Os resultados demostraram que apds o
teste houve a formacdo de um halo de inibicdo de 2,75 mm a bactéria E. coli e de
3,1 mm para a bactéria S. aureus. Estes resultados demonstraram as bactérias
Sthapylococcus aureus e Escherichia coli ndo se mostraram sensiveis (-) a
concentracdo do 6leo essencial de manjericio empregada, visto que o halo de
inibicdo foi inferior a 7 mm. Sendo estes microrganismos multirresistentes a drogas
comerciais, 0s resultados obtidos neste trabalho s&do importantes para auxiliar
estudos e desenvolvimentos de novos farmacos que combatam ou controlem a
disseminacao destas bactérias. O uso do manjericdo pode ser viavel devido ao facil
acesso e a disponibilidade da planta no mercado. Contudo, para uma atividade mais
efetiva, uma maior concentracdo de 6leo essencial deve ser testada para verificar
em que concentracdo as bactérias serdo sensiveis ao 6leo de manjericao,
verificando-se assim a concentracdo ideal para que 0 mesmo possa ser empregado
como agente antimicrobiano natural.

Palavras-chave: Oleo essencial; Manjericdo; Plantas Mediciais.



ABSTRACT

The use of medicinal plants to treat diseases is very old, as old as the human race
itself. The popular usage, traditionally Consolidated, has attracted the interest of
researchers and has been the guide for pharmacological studies. The extracts and
essential oils are among the main vegetable products with biological activity,
presenting various applications. The studies carried out establish that about 60% of
essential oils exhibit antifungal and 35% have antibacterial properties. There are
several reports on the antibacterial action of the basil, which is more effective against
gram positive bacteria of the gram-negative type. Studies have reported that basil
essential oil has several therapeutic properties, including activity against bacterial
infections and that this antimicrobial activity has been predominantly associated with
its major constituents, linalool and methyl chavicol. In recent decades, the resistance
of microorganisms to antibiotics and antimicrobials synthetic chemicals has
increased, causing a selection of pathogenic microorganisms mutants. This fact has
raised interest in natural therapies, among them the use of essential oils as an
effective alternative in the development of new antimicrobials Thus, targeting the
development of alternative therapies for the treatment of bacterial infections, the
objective of this study is to evaluate the antimicrobial activity Essential oil of basil
against pathogenic bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli. To
evaluate microbiological technique was used agar diffusion for viewing a halo of
inhibition around the paper disc. The results demonstrate that after the test was the
formation of an inhibition zone of 2.75 mm to bacteria E. coli and 3,1 mm to bacteria
S. aureus. These results demonstrated bacteria Sthapylococcus aureus and
Escherichia coli were not sensitive (-) to the concentration of basil essential oil used,
since the zone of inhibition was less than 7 mm. Since these multiresistant
microorganisms drug trade, the results of this study are important to help study and
development of new drugs to combat or control the spread of these bacteria. The use
of basil can be viable due to the easy access and availability of the plant on the
market. However, for a more effective activity, a higher concentration of essential oil
should be tested for the concentration at which bacteria are sensitive basil oil, thus
verifying the optimal concentration so that it can be used as a natural antimicrobial
agent.

Keywords: Essential oil, basil, Plants Mediciais.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas € muito antigo, tdo antigo
quanto a propria espécie humana. A fitoterapia é amplamente utilizada pela
populacdo, porém poucas plantas medicinais apresentam eficacia comprovada. O
uso popular, tradicionalmente consolidado, tem despertado o interesse de
pesquisadores e tem sido o guia para estudos farmacolégicos (BERTINI et al.; 2005;
MICHELIN et al., 2005).

Os extratos e 6leos essenciais estdo entre 0s principais produtos de origem vegetal

com atividade biolégica, apresentando varias aplicacdes (MARTINS et al., 2010).

Os Oleos essenciais sdo constituintes organicos volateis presentes em muitos
orgdos vegetais, sendo importantes para a sobrevivéncia das plantas e responsaveis
pela sua fragrancia. Os 6leos podem ser obtidos a partir de sementes, frutos, flores,
folhas, raizes, gramas, caules das plantas, rizomas e casca (MORAIS et al.; 2006;
LIMA et al., 2006).

Os principais constituintes dos Oleos essenciais sdo 0S monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres, metabdlitos estes que conferem as
caracteristicas organolépticas aos 6leos (BIZzZzO; HOVELL; REZENDE, 2009;
PROBST, 2012). Além destes constituintes existem outras substancias de baixo
peso molecular e todos os metabdlitos sdo usados “in natura”, ou seja, como
misturas (CRAVEIRO; DE QUEIROZ, 1993).

Sédo diversas as investigacdes cientificas com foco na confirmacdo de algumas
atividades terapéuticas dos 6leos essenciais. Dentre essas propriedades destacam-
se a acao analgésica, antiviral, antimicrobiana, antiespasmaddica, cicatrizante,
relaxante, expectorante, larvicida, anti-séptica das vias respiratorias, antiinflamatoria,
citotoxica, hipoglicemiante, vermifuga e antifungica (NASCIMENTO et al.; 2007;
FERRONATTO et al., 2007). Os estudos realizados estabelecem que cerca de 60%

dos Oleos essenciais exibem propriedades antifangicas e 35% apresentam
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propriedades antibacterianas (LIMA et al., 2006).

Ha varios relatos sobre a agdo antibacteriana do 6leo essencial do manjericao,
sendo este mais eficiente contra bactérias gram positivas que bactérias do tipo gram
negativas (FARAGO, 2010). Martins et al. (2010) relatam que o Oleo essencial de
manjericdo tem varias propriedades terapéuticas, inclusive atividade contra
infeccbes bacterianas e que esta atividade antimicrobiana tem sido
predominantemente associada aos seus constituintes majoritarios, o metil chavicol e

o linalol.

Nas Uultimas décadas, a resisténcia de microorganismos aos antibidticos e
antimicrobianos quimicos sintéticos tem aumentado, até mesmo pelo uso indevido
dos mesmos, causando uma selecdo de microrganismos patogénicos mutantes.
Este fato fez surgir o interesse nas terapias naturais, dentre elas o emprego de 6leos
essenciais como uma alternativa eficaz no desenvolvimento de novos
antimicrobianos (VARGAS, et al.; 2004; BERTINI et al.; 2005; FERRONATTO et al.,
2007).

Assim, visando o desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o tratamento de
infeccbes bacterianas, o objetivo deste trabalho € avaliar a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial do manjericdo contra as bactérias patogénicas Staphylococus
aureus e Escherichia coli; a primeira uma bactéria comumente encontrada em
ambiente hospitalar e a segunda, uma bactéria frequentemente associada a surtos

de toxinfeccdes alimentares.
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2. PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais sdo aquelas que possuem substancias quimicas, responsaveis
por acOes terapéuticas, ou que servem para O inicio de sinteses de produtos
quimicos ou farmacéuticos. Estes compostos sdo denominados de “principios ativos”
(CARVALHO, COSTA, CARNELOSSI, 2010).

Ha relatos histéricos de que as plantas medicinais, aromaticas e condimentares ja
sao utilizadas desde a Antiguidade pelos povos asiaticos e na Idade Média pelos
europeus. No Brasil, antes da chegada dos colonizadores os indios ja faziam uso de
plantas medicinais (MAIA, 2007), mas com a Revolugdo Industrial e com o
desenvolvimento da quimica organica a producdo de drogas sintéticas com

finalidades terapéuticas tornou-se cada vez maior (SOUZA, 2007).

Vérios estudos demonstraram a eficacia de plantas medicinais frente a diversas
doencas, tais como cancer, diabetes, malaria e diarreias. Também mostraram
eficiéncias contra bactérias, fungos e virus (PUGA, 2008). Algumas plantas
medicinais além de atividades antimicrobianas também possuem acao de repelentes

contra alguns insetos (MAIA, 2007).

Atualmente as plantas medicinais sdo comercializadas em mercados, feiras e em
quintais residenciais (BERTINI et al., 2005), mas a maior parte da comercializacao
esta em farmacias e lojas de produtos naturais, e as preparacdes vegetais ja vem
rotulados industrialmente (JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005). As plantas medicinais
também sdo empregadas em industrias farmacéuticas, para a producéo de xaropes,

chas, tintas, extratos fluidos e secos e principios ativos (SOUZA, 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 80% da populacao ja
utilizou algumas ervas medicinais a fim de aliviar determinados sintomas dolorosos e
desagradaveis. A populacdo de baixa renda € a que mais consome plantas
medicinais de cultivos caseiros, pois buscam suprir as necessidades de assisténcia

meédica convencional (MAIA, 2007). As plantas do cerrado, floresta amazbnica e
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mata atlantica tem sido muito utilizadas pela populacéo local para o tratamento de
diversas doengas tropicais como a esquistossomose, leishmaniose, malaria e

também contra infeccdes fungicas e bacterianas (ARAUJO, 2011).

O Brasil estd entre os sete paises que possuem uma grande diversidade de
espécies vegetais. Porém, a sua biodiversidade nao é totalmente conhecida devido
a sua complexidade, mas estima-se que dentre 350.000 e 550.00 espécies existam
somente 55.000 catalogadas (ARAUJO, 2011).

A maioria das referéncias dos estudos de plantas medicinais estd na década de
1950, onde a medicina tinha o uso exclusivo de remédios vegetais. Devido a falta de
controle desses remédios (controles de qualidade quimicas, fisico-quimicos e
farmacoldgicos) essas drogas comecaram aos poucos a serem produzidas por
produtos sintéticos. Quando existe a intencdo de usar plantas como medicamentos é
importante que as mesmas sejam avaliadas cientificamente, sendo comprovada sua
acao (SEVERO, 2010).

Na ultima década tem-se aumentado o interesse pelos produtos naturais e as
indUstrias farmacéuticas empregam esses produtos como desenvolvimentos de
novos medicamentos. Cerca de 44% de desenvolvimento de novos farmacos séo de
produtos naturais e, cerca de 25% de medicamentos prescritos em paises
industrializados sao de origem sintéticas (BOTT, 2008).

Martins (2010) descreve que o0 numero de investigacbes sobre atividade
antimicrobiana de produtos naturais vem aumentando significadamente no Brasil.
Porém, estas pesquisas ainda sdo novas, e o0 controle da comercializacdo dos
produtos naturais por Orgdos oficiais ainda é muito precario. Ja em paises
desenvolvidos como Estados Unidos e Europa ha um controle mais intensificado nos
registros, comercializacdo e preparacdo dos produtos vegetais (JUNIOR, PINTO,
MACIEL, 2005).

As plantas possuem diversos produtos biologicamente ativos, sendo que muitos se
constituem em modelos para a sintese de um numero variado de farmacos.

Pesquisadores se impressionam com a vasta variedade desses produtos, porém
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dados mostram que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu
potencial medicinal (MARTINS, 2010).

Os compostos quimicos presentes nas plantas sdo resultantes do metabolismo
primario e secundario. O metabolismo secundario é o responsavel pelas substancias
ativas presentes nas plantas medicinais. Dentre essas substéncias biologicamente
ativas estdo os 6leos essenciais, resinas, alcalbides, flavonéides, taninos, terpenos,
fenilpropandides, dentre outros (MARTINS, 2010).

O uso de plantas medicinais podem causar efeitos colaterais, e a hipersensibilidade
€ 0 maior delas, podendo variar de uma simples dermatite temporéria a um choque
anafiladtico. Estudos mostram que algumas plantas medicinais podem ser
potencialmente perigosas, portanto deve-se fazer o uso desses produtos com
cuidado, respeitando o0s seus riscos toxicologicos, como por exemplo, a jurubeba,
ipeca e arnica podem causar irritacdes intestinais, a cascara sagrada podem causar
diarreias agudas, a trombeteira e 0 mastruz podem lesionar o sistema nervoso
central e o cambara é conhecido por sua hepatotoxicidade, a arruda pode provocar
aborto, hemorragias, irritacdo da mucosa bucal e inflama¢des epidérmicas. O
confrei, conhecido por suas acdes cicatrizantes devido a presenca da alantoina,
pode ser hepatdxico e carcinogénico devido a presenca de alcaldides pirrolizidinicos
(figura 1) (JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005).

A
R—O O\R Oxo N
A\ >—N N
N 7\ |
O H H
estrutura basica dos
alcalodides pirrolizidinicos Alantoina

Figura 1 - Alantoina e estrutura basica dos alcaldides pirrolizidinicos do
confrei (In: JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005, p. 521).
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Souza (2007) relata que diversas variagbes no cultivo e manejo das plantas
medicinais podem alterar a sua qualidade e com isso perder a qualidade terapéutica
gque as mesmas oferecem. A realidade é que a maioria das plantas medicinais
comercializadas in natura ou processadas ndo estq adequada para o uso, pois suas
propriedades medicinais estdo comprometidas por contaminagées com impurezas
de terra, areia, outras espécies vegetais e coliformes fecais. A falta de fiscalizagéo e
controle contribui para a baixa qualidade dos produtos de espécies vegetais. Além
disso, a pouca exigéncia do consumidor em relacdo a qualidade do produto

fornecido tem colaborado para esta situagdo (AQUINO, 2007).
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3. OLEOS ESSENCIAIS OU VOLATEIS

De acordo com Simdes et al (2000), “a ISO (International Standard Organization)
define dleos volateis como os produtos obtidos de partes de plantas através de
destilacdo por arraste com vapor d’dgua, bem como os produtos obtidos por
expressao dos pericarpos de frutos citricus (Rutaceae)”. S&o misturas complexas, de
substancias volateis, lipofilicas, liquidas e que possuem aroma forte, geralmente
agradavel (RODRIGUES, 2002; MARTINS, 2010).

O armazenamento dos Oleos pode ocorrer em todos os 0Orgdos vegetais, por
exemplo; folhas (capim-liméo, eucalipto, louro), nas flores (laranjeira, bergamoteira)
ou ainda nas cascas dos caules (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes
(vetiver), rizomas (curcuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva doce) ou
sementes (noz-moscada) (MARTINS, 2010).

Os constituintes dos 6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis e compostos aromaticos
encontrados em todos os tecidos vivos das plantas (RODRIGUES,2002; LUPE,
2007). H& sempre uma predominancia de uma, duas ou trés substancias que
constituem os Oleos esséncias, as quais irdo caracterizar as fragrancias. Contudo,
sao constituidos quase que exclusivamente por terpendides e compostos aromaticos
derivados do fenilpropano, sendo que os terpendides estdo presentes em maior
concentracdo. Os compostos terpénicos mais comuns nos 0leos esséncias sdo 0s
monoterpenos e os sesquiterpenos (LUPE, 2007; MARTINS, 2010). Na figura 2

estdo apresentados alguns monoterpenos divididos nos seus trés subgrupos.
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Aciclicos Monociclicos
N OH
OH
mirceno geraniol a-terpineol terpinoleno
Biciclicos
0 o)

a-pineno canfora

tujona

Figura 2 — Exemplos de compostos monoterpénicos de ocorréncia em oleos
essenciais (In: SIMOES et al., 2000, p. 391).

Na figura 3 estdo apresentados alguns sesquiterpenos, divididos nos seus

subgrupos.
Aciclicos Monociclicos
X X
OH
) acido abscinico
farnesol nerolidol
Biciclicos
p-selineno B-cariofileno

Figura 3 — Exemplos de compostos sesquiterpénicos de ocorréncia em 6leos
essenciais (In: SIMOES et al., 2000, p. 391)



23

Segundo Bertini et al (2005), “a composigdo quimica de 6leos essenciais depende
do clima, da estacédo do ano, condi¢des geogréficas, periodo do colheita e a técnica

de destilacado”.

Véarios sdo os métodos empregados para a extracdo dos Oleos essenciais, sendo
que estes variam conforme a localizacdo do 6leo na planta e com a proposta de
utilizacdo. Os mais comuns séo: enfloracdo (Enfleurage), hidrodestilagéo, arraste por
vapor d° agua, extracdo por solventes organicos, prensagem (ou expressao) e
extracdo por CO, supercritico (SIMOES et al., 2000; GUIMARAES; OLIVEIRA;
ABREU, 2000). O método de extracdo por arraste de vapor d° agua € o mais
utilizado, tanto em escala laboratorial como industrial. Em escala industrial usa-se o
aparelho de Clevenger, devido a algumas vantagens com relacdo a destilacao
convencional, como melhores determina¢cdes dos teores de 6leo essencial e por ser
um aparelho mais compacto (RODRIGUES, 2002).

Algumas das caracteristicas apresentadas pelos O6leos essenciais sdo: aroma
agradavel e intenso; aparéncia oleosa a temperatura ambiente; solivel em solventes
organicos apolares, como o éter, recebendo a denominacao de etéreos. Apresentam
pouca solubilidade em agua, mas suficiente para aromatizar as solu¢cées aquosas,
denominadas hidrolatos; o sabor geralmente € acido e picante. Quando
recentemente extraidos sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados
(SOUZA, 2007). Poucos apresentam cor, como o0 Oleo volatii de camomila de
coloracdo azulada pelo seu alto teor de azuleno. Estes 6leos, geralmente, ndo séo
muito estaveis, principalmente na presenca de ar, calor, luz, umidade e metais
(LUPE, 2007). Outra caracteristica apresentada por estes 6leos € que eles possuem
indice de refracdo e sdo opticamente ativos, propriedades estas utilizadas para
identificac&o e controle da qualidade (SIMOES et al., 2000). O interesse na extra¢éo
do éleo essencial vem aumentando significadamente nas industrias, pois a sua vida
atil € maior em relacdo ao produto vendido em po, apresentando também, menos
risco de contaminagBes microbiolégicas, garantindo com isso maior qualidade do
produto (RODRIGUES, 2002).

Os Oleos essenciais sdo usados para varios fins, podem ser usados em industrias

farmacéuticas, devido a suas propriedades sedativas, analgésicas, assépticas e
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digestivas, na industria cosmética, na fabricacdo de sabonetes, cremes e perfumes,
e nas industrias de alimentos como incremento no sabor e aroma (MORAIS, 2006).

Cada elemento do 6leo essencial pode ter uma finalidade diferente, por exemplo, o
linalol (figura 4) pode ser utilizado em perfumaria, o 1,8-cineol no uso medicinal e em
cosmeéticos, o farnesol (figura 3) como bactericida, entre outros (RODRIGUES,
2002).

OH

linalol 1,8-cineol

Figura 4 — Estrutura do linalol e do 1,8-cineol (In: Simdes et al., 2000, p.391;
MORAIS et al., 2006, p. 910)

Por serem extraidos de uma espécie vegetal os 6leos essenciais sdo produtos mais
concentrados, apresentando toxicidade mais elevada que a da planta de origem.
Portanto, ndo é aconselhado o uso abusivo e sem orientacdo. Dependendo da dose
utilizada de 6leo essencial, o grau da toxicidade pode variar e até mesmo em alguns
casos de baixas dosagens podem gerar intoxicacdes devido a sensibilidade
individual, podendo provocar desde sensibilizagdo num primeiro contato (6leo de
canela), alergias (por contatos consecutivos) e reacdes de fotossensibilidade (6leo
de bergamota que contém furocumarina) ou até problemas mais graves, geralmente
quando utilizados por via oral. Oleos que apresentam concentra¢cdes mais elevadas
de tujona (losha e salvia), fenchona (funcho) e céanfora séo neurotoxicos em altas
doses, podendo provocar convulsdes, disturbios sensoriais e psiquicos (DE LA
CRUZ, 2006).
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Algumas das substancias que constituem os Oleos essenciais podem ter efeitos
bactericida, fungicida e viricida. Os 0leos essenciais vém sendo estudados na area
meédica e para preservacao de alimentos devido a essas propriedades (RESENDE;
STELATO, 2009).

3.1 OLEOS ESSENCIAIS COMO AGENTES ANTIOXIDANTES

Um grande problema na conservagéo dos alimentos € conseguir um controle efetivo
da oxidacao desses produtos naturais ou alimentos processados. A oxidacao lipidica
causa formacédo de produtos secundarios, podendo diminuir a qualidade nutricional e
a seguranca do alimento, outro problema causado pela oxidac&do € o sabor e aroma
desagradavel. Esses problemas geralmente sdo controlados usando antioxidantes
sintéticos, porém a toxicidade desses produtos tem sido alvo de estudos ao longo
dos anos. Isto tem estimulado a pesquisa de novos antioxidantes, mais seguros,
com grande atividade antioxidante extraidos de fontes naturais (MORAIS et al.,
2006).

E dificil explicar as propriedades antioxidantes dos 6leos essenciais ja que s&o
considerados do ponto de vista quimico misturas complexas, porém, alguns estudos
de aproximadamente 100 componentes puros de 6leos essenciais em relacdo as
suas propriedades antioxidantes, notou-se que os fenodis sdo 0os compostos mais
ativos, e entre os fendis os mais ativos em ordem decrescente foram eugenol,
carvacrol, timol, trans-anetol, metil-eugenol e, mais recentemente, o isoeugenol
entrou nesta lista sendo o mais ativo entre todos (SOUSA, 2010). A figura 5 ilustra

alguns destes compostos.
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OCH; OCHj
OCHj OCHj
OH
timol

trans-anetol eugenol metil-eugenol

Figura 5 — Estrutura de alguns compostos presentes em 6leos essenciais com
propriedades antioxidantes (In: MORAIS et al.,, 2006, p. 907;
BERTINI et al., 2005, p. 81)

Outros componentes que se destacam sdo 0Ss monoterpenos y-terpineno, a-
terpineno e terpinoleno (figura 6), e, em menor quantidade, o sabineno. Nos
monoterpenos oxigenados o0s alcodis sdo 0s mais ativos com uma leve
predominancia dos alilicos. Com atividade média nos sesquiterpenos, os alcodis
alilicos como farnesol e guaiol perdem completamente sua a¢édo através acetilacao.
Portanto, pode-se concluir que esses metabolitos nos ultimos anos estédo crescendo
CoOmo uma proposta promissora para substituir os antioxidantes de origem sintética,
com isto os provaveis riscos a saude humana irdo diminuir tendo uma contribuicéo

significativa para a qualidade e melhoria na seguranca alimentar (SOUSA, 2010).

209y

y-terpineno a-terpineno terpinoleno sabineno

Figura 6 - Estrutura de alguns monoterpenos com propriedades antioxidantes
(In: NUNES, PEREIRA, ANDRADE, 2000, p. 800)
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3.2 OLEOS ESSENCIAIS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

Desde a Antiguidade ja4 eram conhecidas as propriedades farmacolégicas e
medicinais dos 6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas, porém apenas nas
ultimas décadas € que o0 interesse por esses compostos como antimicrobianos
naturais vem se intensificando, devido as suas aplicacbes em conservacdes de

alimentos e no controle de doencas de origens microbianas (MARTINS, 2010).

Os dleos essenciais extraidos de plantas medicinais podem apresentar acfes
antimicrobianas contra um grande numero de bactérias, que podem ser tanto para
as espécies Gram-negativas quanto Gram-positivas. Estas acdes também podem
acontecer contra leveduras, fungos filamentosos e com espécies de bactérias

resistentes a antifingicos e antibiéticos (BERTINI et al., 2005).

Ferronatto et al. (2007), descrevem que o0s Oleos essenciais de Baccharis
dracunculifolia e Baccharis uncinella, também conhecido como 6leo de vassoura,

apresentaram atividade antimicrobiana sobre S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

A atividade antibacteriana do 6leo esta ligada a presencas de compostos como
timol, carvacrol, eugenol, cineol, linalol, terpineol, pipeno, cariofileno e citral, dentre
outros (MARTINS, 2010). Bertini et al. (2005) descrevem que tais atividades
dependem do tipo, concentracdo e composicdo da espécie, e também do tipo do

microrganismo em questao.

Os principais agentes responsaveis pela acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais
sdo os compostos fendlicos, porém compostos de menores propor¢cdes também
desempenham as suas funcbBes provavelmente interagindo com 0S compostos
fendlicos. Tendo em vista 0 grande numero de compostos quimicos presente nos
Oleos essenciais sugere-se que a atividade antimicrobiana esteja evolvida com
varios mecanismos para atingir as células sensiveis. Os principais efeitos sdo danos
na membrana citoplasmatica, degradacédo da parede celular, danos da membrana
proteica, coagulacdo do citoplasma, extravasamento ou saida dos contetdos da

célula e esgotamento da forca motriz protbnica. Estes efeitos podem ocorrer uns em
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consequéncia dos outros (BISCOLA, 2007). Segundo Martins (2010), o vazamento
de alguns componentes celulares e ions podem ocorrem, porém se houver
vazamento do conteudo celular, a saida de moléculas e ions criticos provocara a

morte da célula.

A figura 7 mostra os principais sitios do mecanismo de agdo dos Oleos essenciais

frente a uma célula bacteriana.

Ca?gula;ao Forga motivada

pelo préton

Saida de
constituintes

citoplasmicos: /
metabdlitos e ions Citoplasma

Parede Celular

Proteinas da membrana

Figura 7 - Principais sitios do mecanismo de a¢do dos Oleos essenciais frente
a uma célula bacteriana (In: PINTO, 2010, p.12).

Os Oleos essenciais podem ter a sua capacidade comprometida devido as mas
condicbes de armazenamento e processamentos industriais inadequadas. Os
principais fatores de degradacdo sdo o oxigénio atmosférico, o calor e a luz. Estas
degradagbes podem produzir compostos nocivos podendo causar grandes
enfermidades em um individuo. Portanto os Oleos esséncias devem ser
armazenados sob condigbes de temperaturas amenas e sem exposi¢cao a luz
(ARAUJO, 2010).
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4. MANJERICAO (Ocimum basilicum L.)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) (figura 8), pertencente a familia Lamiacea é
também conhecido como alfavaca, basilicdo, erva-real e alfavacdo. E uma planta
herbacea, ramificada, e chega a atingir cerca de 60 cm de altura. Suas folhas séo
simples e opostas de formato oval, as suas sao flores brancas a levemente rosadas
em cachos. No manjericdo podem ser encontrados constituintes quimicos como
taninos, flavonoides, saponinas, canfora, e no dleo essencial timol, estragol, linalol,

eugenol, cilenol e pireno (MAIA, 2007).

Figura 8 - Ocimum basilicum L. (manjericdo) (In: MARTINS, 2010, p. 34).
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De acordo com o aroma os manjericdes podem ser classificados em doce, liméo,
cinamato ou canela, canfora, anis e cravo. Entretanto, para as caracteristicas
morfolégicas da planta o manjericdo pode receber nomenclaturas dependendo do
porte, formato da copa, tamanho e coloracdo da folhagem (MARTINS, 2010). Ja em
relagdo aos componentes majoritarios do 6leo essencial, este pode ser classificado
em quatro quimiotipos: quimiotipo linalol-metil chavicol (Europeu), metil chavicol
(Reunido), metil cinamato (Tropical) e quimiotipo eugenol (Java). O 6leo essencial
dessa espécie € muito valorizado, sendo que o tipo mais valorizado é o Europeu,
gue apresenta como principais constituintes o linalol (40,5 - 48,2%) e o metil chavicol
(estragol) (28,9 - 31,6%), sendo utilizados em larga escala pela industria de
cosmeéticos (MAIA, 2007; MARTINS, 2010). Na Tabela 1 est4d apresentada a
classificacdo quimiotaxonémica do 6leo essencial do manjericdo de acordo com a

regido de origem.

Quimiotipo Constituinte Majoritario Pais de Origem
Europeu Linalol, metil chavicol Franca, ltalia, Egito, Sul da Africa,

Estados Unidos e Hungria

Reunido Metil chavicol Ilhas Comoro, Tailandia e Vietina
Tropical Metil cinamato Bulgaria, india, Guatemala, Paquistao
Java Eugenol Indonésia, Norte da Africa e RUssia

TABELA 1 - Classificacdo quimiotaxondmica do manjericdo baseado na origem
geogréfica (In: MARTINS, 2010 p. 35).

No Brasil, o manjericdo é cultivado principalmente por pequenos produtores rurais
para a comercializacdo da planta como condimento (MAIA, 2007). Além do uso in
natura o manjericdo pode ser utilizado para diversos fins tais como, ornamental,

condimentar, medicinal, aromatico, na industria de perfumaria e de cosmeéticos,
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como produtos de higiene bucal e na aromatizacdo de alimentos e bebidas (MAIA,
2007; AQUINO, 2010; LUPE 2007).

A composicdo quimica e o teor de Oleo essencial, em decorréncia dos diferentes
quimiotipos, podem variar bastante, dependendo da variedade genética, da regiao
geografica, do solo e da espécie. O teor do 6leo varia na faixa de 1,5 a 3% (p/p). Na
figura 9 estdo apresentadas as estruturas quimicas dos principais constituintes do

0leo essencial de manjericdo (MARTINS, 2010).

OH
_-CHO N - CH:OH
CHO |
| | |

o-Citral B-Citral Geraniol Linalol
(Gel’anlal) (Neral)
g i
OCH; X OoCH, OCHs
OH OCH; OCH;, 1,8-cineol
Eugenol Metil eugenol Metil chavicol (eucaliptol)
(estragol)
0]
X\ —~OCHjs
P g
Metil cinamato a-Bergamoteno

Figura 9 - Estrutura quimica dos principais constituintes do manjericdo (In:
MARTINS, 2010, p. 36).
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Para a producdo do 6leo essencial no Brasil, 0 manjericdo é cultivado em misturas
de varios quimiotipos, sendo assim ndo ha uma padronizagcdo no cultivo, nem
mesmo cultivos especificos para cada regido, com o intuito de proporcionar um
maior rendimento possivel (SOUZA, 2007).

O. basilicum apresenta tolerancia a cobre e zinco em altas concentragdes, porém é
sensivel a Co e Ni. Ao ser estudado a distribuicdo subcelular das folhas e raiz nota-
se uma divisdo de altas concentracdes de Cu e Zn nas paredes da célula, e Co e Ni
no citoplasma (LUPE, 2007).

Como foi dito acima, dependendo da estacdo do ano a producdo dos 6leos vai
ocorrer em maior ou menor escala. Através de estudos que avaliaram o rendimento
da producdo de Oleo essencial de manjericio durante o ano inteiro, registros
notificaram uma diminuicdo na sintese durante o inverno em comparacdo com a
estacdo do verdo (0.5% m/v e 0.8% m/v, respectivamente, em mL/100g de material
seco). A sintese de alguns compostos secundarios pode ser influenciada
positivamente ndo sé por certa quantidade de luz, mas também pela sua qualidade
(comprimentos de onda diferentes). Estudos realizados com o manjericdo (O.
basilicum L.), mostraram que plantas expostas a comprimentos de luz diferentes
apresentaram diferencas nos conteldos de compostos aroméaticos sintetizados
(PROBST, 2012).

Existem variacbes entre 0s constituintes majoritarios do o6leo essencial de
manjericdo entre uma espécie e outra, pois 0s constituintes do 6leo essencial de
Ocimum basilicum L. sdo produzidos por duas rotas bioquimicas diferentes; rota do
acido chiquimico e do &cido mevaldnico. Pela rota do &cido chiquimico tem-se em
maior presenca o metil chavicol, eugenol, metil eugenol, cinamato de metila. Ja pela

rota do acido mevaldnico tem-se linalol e geraniol (MORAIS, 2006)

Vérios estudos tém mostrado a atividade antimicrobiana do 6leo essencial extraido
do manjericdo contra microorganismos patogénicos (MARTINS, 2010). Relatos
indicam que esta atividade bioldégica estd associada aos seus constituintes

majoritarios metil chavicol e linalol (MARTINS et al.; 2010).
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Segundo Lupe (2007), o campo de acao do 6leo essencial de O. basilicum e outras
espécies de Ocimum € mais eficiente contra bactérias Gram-positivas como, Bacilus
sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Lactobacillus sp., e um pouco menos
porém com boa eficiéncia, contra bactérias Gram-negativas tais como, Enterobacter

sp., Pseudomonas sp.

Aquino et al. (2010) relatam que o 6leo essencial extraido do manjericdo apresentou
atividade antimicrobiana frente a diversas bactérias, tais como Bacilus cereus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus entre outras.
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5. BIOSSINTESE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Conforme ja mencionada, a grande maioria dos 6leos essenciais é constituida de
derivados fenilpropandides ou de terpendides, onde os terpendides ocorrem com
maior frequéncia (CASTRO, 2006). Os terpenos representam a maioria dos
componentes ocorrendo com mais frequéncia e abundancia, porém os
fenilpropandides quando presentes fornecem um sabor e odor indispenséaveis e
significativos ao 6leo. Com relacdo ao metabolismo precursor e rotas biossintéticas,
para os terpendides e fenilpropandides sdo completamente diferentes (JAKIEMIU,
2008).

5.1 TERPENOIDES

Até o presente momento, ja foram catalogados aproximadamente 55.000 diferentes
compostos terpénicos, podendo estes apresentar funcdo tanto no metabolismo
primario como secundario. Nas plantas os terpendides apresentam diferentes
funcdes, como na producdo de horménios (giberelinas), pigmentos fotossintéticos
(carotendides), transportadores de elétrons (ubiquinonas), além de atuar em
mecanismos de defesa e comunicacao. Apresentam baixo peso molecular, natureza
lipofilica, uma vasta variedade de estruturas e alta pressédo de vapor a temperatura
ambiente (PROBST, 2012).

Os terpenos, também conhecidos como isoprendides, ocorrem em todas as plantas,
compreendendo uma classe de metabdlitos secundarios com grande variedade
estrutural. A formacédo dos terpenos € pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco
carbonos. Se decompde a temperaturas elevadas formando os isoprenos. Com
relacdo ao numero de isoprenos constituintes, os terpendides podem ser
classificados como hemiterpendides, monoterpendides, sesquiterpendides,

diterpendides, triterpendides, tetraterpendides e politerpendides (JAKIEMIU, 2008).
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Os hemiterpenodides (Cs) sdo o menor grupo dos terpenos, onde o exemplo mais
conhecido e estudado desse grupo € o isopreno. Os monoterpendides (Cio)
apresentam duas unidades de isopreno. Costumam ser volateis, por este motivo
acabam sendo constituintes das esséncias volateis e 06leos essenciais, tendo
atuacdo na atracdo de polinizadores. Sdo de grande importancia nas industrias de
perfumes e fragrancias, especiarias, culinaria, e na industria de alimentos e
condimentos (JAKIEMIU, 2008). A figura 3 ilustra alguns exemplos de

monoterpenos.

Os sesquiterpendides (Cis) constituem a maior classe de terpendides e muitos
podem atuar como compostos antimicrobianos e anti-herbivoria. O farnesol (figura
3), o zingibereno e o cariofileno (figura 10) fazem parte desta classe. Os
diterpendides (C,o) sdo compostos ndo volateis, possuem diferentes atividades;
exemplos de diterpenos sado: resinas acidas apresentadas por coniferas e
leguminosas, os hormdnios giberelinas, fitoalexinas, e metabdlitos secundarios
farmacologicamente importantes (como Taxol®, quimioterapico, e forscolina, usada
no tratamento de glaucoma) (PROBST, 2012).

CHs
\CHZ
HsC
zingibereno CH:;;:.
B-cariofileno

Figura 10 — Estrutura dos sesquiterpenos zingibereno e B-cariofileno (In:
Martins, 2010, p. 40; JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005, p.526)

Os triterpendides (Csp) fazem parte dos componentes das resinas, latex, ceras e
cuticula das plantas. Sao sintetizados a partir da condensacdo cauda-cauda de duas

unidades de sesquiterpeno (pela extremidade fosfato). Para estes compostos alguns
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exemplos sdo, o0s brassinoesterdides, fitoesterdides de membrana, algumas
fitoalexinas, toxinas e componentes de ceras cuticulares. Como principal exemplo
para os tetraterpendides (Cs) temos os carotenoides, que sao pigmentos
interligados aos processos fotossintéticos. Os politerpendides apresentam mais de
oito unidades de isopreno, ou seja, em sua estrutura estdo presentes mais de 40
carbonos, contém compostos como ubiquinonas, poliprendides e polimeros longos
como o latex (PROBST, 2012).

5.1.1 Biossintese dos terpendides

Existem duas vias biossintéticas capazes de sintetizar os precursores dos
isoprendides: isopentenil difosfato (IPP) e seu isémero 3,3-dimetilalil difosfato
(DMAPP). O IPP € gerado pela via do &cido mevalénico (MVA) no citosol, ja o
DMAPP pode originar-se pela acdo da enzima IPP-isomerase. A sintese nos
cloroplastos ocorre via do 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), estando presente
também em alguns protozoarios e na maioria das eubactérias. Cré-se estar mais

generalizada na natureza do que a via do mevalonato (SOUSA, 2010).

O catalisador presente na sintese de acido mevalbnico a partir de 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA é a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR). Através
de uma sequéncia de acdes enzimaticas tem-se a conversdo de MVA em IPP. As
enzimas desta sequéncia sao respectivamente MVA quinase; fosfomevalonato
quinase; e pirofosfomevalonato descarboxilase. A sintese dos isoprendides
plastidicos ocorre pela via do metileritritol fosfato, também chamada de via ndo-MVA
ou via de Rohmer. Nesta via ocorre a condensacdo de uma molécula de piruvato
com uma molécula de gliceraldeido 3-fosfato, originando 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato
(DXP), ocorrendo posteriormente o rearranjo e reducao para MEP, pela enzima DXP
redutoisomerase (DXR). O IPP E DMAPP séo originados como produtos finais apés

uma série de reagdes subsequentes (PROBST, 2012).

Atraves de pesquisas foi indicado que o IPP sintetizado no citosol seria precursor do
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farnesil difosfato (FDP) utilizado na sintese de sesqui- (C15) e triterpenos (C30), e o
IPP sintetizado nos plastidios participaria da formag¢édo do geranil difosfato (GDP),
utilizado na sintese de monoterpenos (C10), e o geranilgeranil difosfato (GGDP),
utilizado na sintese de di- (C20) e tetraterpenos (C40). Contudo, bloqueando as vias
MVA e MEP utilizando inibidores, foi possivel observar que a separacao entre essas
duas rotas € quase inexistente, pois IPP e DMAPP sintetizados no citosol podem ser
desviados para o metabolismo nos cloroplastos, e vice-versa (PROBST, 2012),

processo este representado na figura 11.
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Figura 11- Esquema das duas vias possiveis para a sintese de IPP
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a comunicacao entre ambas (In: PROBST, 2012, p. 14).
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A condensacdo cauda-cabeca entre as unidades DMAP e IPP, catalisada pela
enzima preniltransferase, forma a cadeia de geranil pirofosfato (GPP), precursora
dos monoterpenos. Através da condensacdo do GPP em C;o com novas unidades
de IPP, em reacfes sucessivas originam-se as cadeias de farnesil pirofosfato (Cis),
geranilgeranil pirofosfato (C,y) e geranilfarnesil pirofosfato (Cys), participantes da
formacdo dos sesquiterpenos, diterpenos e sesterterpenos, respectivamente. Os
precursores dos triterpenos e dos tetraterpenos séo respectivamente duas cadeias
de farnesil pirofosfato, e duas cadeias de geranilgeranil pirofosfato que sofrem

condensacdo (SOUSA, 2010). Esta rota biossintética esta representada na figura 12.
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Figura 12 - Rota biossintética dos terpenos (In: SOUSA, 2010, p. 29).
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5.2 FENILPROPANOIDES

Os fenilpropandides sdo compostos naturais amplamente distribuidos nos vegetais e
sua constituicdo é feita por um anel aromatico unido a uma cadeia de trés carbonos.
Mesmo ndo sendo constituintes comuns de 6leos essenciais de plantas, algumas
espécies contém propor¢cdes abundantes ou significativas destes compostos,
ocorrendo mudancas significativas das caracteristicas sensoriais do 6leo,
provocadas devido sua natureza e propriedades. Os principais fenilpropanoides
conhecidos sao eugenol, metil eugenol, miristicina, elemicina, chavicol, metil
chavicol, dilapiol, anetol, estragol, apiol (JAKIEMIU, 2008). Alguns destes

fenilpropandides representados na figura 5 e figura 13.

OCHj3 O—"\ /‘\O OCHjs
CH30 0] O OCHjs CH30 / /OCHg
AN
OCHjs OCHjs
estragol apiol dilapiol elemicina

Figura 13 — Estrutura de alguns fenilpropandides (In: MORAIS et al, 2006, p.
907; http://lcommons.wikimedia.org, 2012)

5.2.1 Biossintese dos fenilpropandides

Dois metabdlitos da glicose o fosfoenolpiruvato obtido pela rota da glicélise e a
eritose-4-fosfato obtida do ciclo das pentoses, sofrem uma condensacéao alddlica
gerando o acido chiquimico. Este acido pode ser metabolizado em acido corismico
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ou acido galico (FILHO, 2008). A biossintese do acido chiguimico esta representada

na figura 14.

GLICOSE
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Figura 14 - Biossintese do acido chiquimico (In: FILHO, 2008, p. 27).

O acido chiquimico é obtido através da conversdo de precursores de carboidratos,

derivados da glicose e da rota da pentose fosfato, em aminoacidos aromaticos, 0s

guais estao presentes em plantas, fungos e bactérias, porém ndo estao presentes

em animais. Portanto, os aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina, triptofano,

Sao nutrientes essenciais que necessitam ser incorporados na dieta, ja que nao

podem ser sintetizados (FILHO, 2008).
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Os fenilpropandides se formam a partir do &acido chigquimico (LUPE, 2007). O
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato reagem liberando Pi (fosfato inorganico),
Essa liberacdo ocorre em duas etapas formando o 5-dehidroquinato, que através de
catélise forma o acido chiquimico. O acido chiquimico reage com uma molécula de
fosfoenolpiruvato formando o acido corismico (figura 15). O papel do &cido corismico
€ gerar aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina, a tirosina e o triptofano,
geradores de varios alcaldides. Através de acao enzimatica esses aminoacidos, dao
origem ao &cido cindmico ou ao acido p-cuméarico, também denominado p-
hidroxicinamico (JAKIEMIU, 2008).
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Figura 15 - Biossintese de fenilpropandides (In: JAKIEMIU, 2008, p. 32).
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Esses dois fenilpropandides, por meio de reducdes enzimaticas produzem
propenilbenzenos e/ou alilbenzenos e, por meio de oxidagdo e degradagédo das
cadeias laterais seguido de oxidacdes, sdo gerados os aldeidos aromaticos. Ja as
ciclizacbes enzimaticas intramoleculares produzem cumarinas (FILHO, 2008;

SOUSA, 2010). A continuacao da biossintese do fenilpropano esta representada na

figura 16.
0.0+
1 acido chiquimico
HO OH
OH
l OH
N X X 2 acido cindmico
| 3 &cido p-cumarico
4
R 2R=H:3 R = OH
reducao degradacao/omdagao redugao C|c||za9ao
RHOH) S(R H,OH) RHOH) 7 (R= HOH)

Figura 16 — Biossintese do fenilpropano ((4) propenil benzeno; (5) aldeido
aromaético; (6) alil benzeno; (7) cumarina) (In: SOUSA, 2010, p.30).

Os fenilpropandides sdo compostos fendlicos simples, sendo formados a partir do
acido cindmico ou do &cido p-cumarico. Por serem volateis, sdo considerados 6leos
essenciais (JAKIEMIU, 2008). A partir dos fenilpropandides, podem ser produzidas
as chalconas, composto responsavel pela sintese de isoflavonas, que apresentam
atividade antifangica. Os fenilpropanodides também s&o precursores da sintese de
fitoalexinas, que tem apresentado uma participacdo na diminuicdo de risco de

ataques cardiacos através de seu consumo (FILHO, 2008).
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6. Escherichia coli

A Escherichia coli (figura 17) € uma bactéria caracterizada como bastonetes gram —
negativo (0,3 a 1,0 x 1,0 a 6,0 um) pertencente a familia Enterobacteriaceae,
encontrada na flora intestinal do homem e de outros animais, sendo, portanto esta
associacao utilizada como base para verificar contaminacdes fecais em alimentos e
na agua. Sao microrganismos anaerobios facultativos, reduzem nitrato a nitrito e séo
capazes de metabolizar uma variedade de substancias como carboidratos, proteinas
e aminoacidos, lipideos e acidos organicos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). A E.
coli é a bactéria de maior nimero no intestino grosso (cerca de 10 bactérias )
(SILVA; SILVA, 2005).

Figura 17 - Escherichia coli (In: MARTINS, 2010, p. 41).

Theodore Escherich (1855), um bacteriologista alem&o foi quem isolou pela primeira
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vez a bactéria Escherichia coli, e descreveu que nas fezes humanas encontravam-
se altas quantidades de um microrganismo, nomeado por ele de Bacterium coli
commune. Em 1912 o Bacterium coli ja era usado como forma de identificar a
qualidade da agua. Mas foi no ano de 1950 que a bactéria passou a se chamar

Escherichia coli, uma homenagem ao seu descobridor (MARTINS, 2004).

A E. coli é uma espécie universal, considerada o ser vivo mais disseminado da terra
(E. coli K12), distinguem em dois grandes grupos de amostras em relacdo com o
homem. O primeiro grupo é chamado de E. coli comensal, que sédo bactérias que
habitam o intestino humano desde o nascimento até a morte, sendo constituidas por
amostras que causam infec¢cdes por mecanismos comuns. Geralmente a E. coli
comensal apenas causa infeccfes em pessoas imunodeprimidas ou quando esta se
encontra em situacfes nao fisioldégicas. O segundo grupo é chamado de E. coli
patogénica e sao causadoras de diferentes tipos de infecgcbes (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2005). A E. coli patogénica podem ser classificadas em dois grupos:
E. coli diarreiogénicas, onde seu mecanismo de patogenicidade é estabelecido no
intestino, e E. coli patogénicas extra-intestinas, que possuem a capacidade de

colonizacéo e disseminac¢do em outros sitios organicos (SAVIOLLI, 2010).

E. coli pode ser benéfica ao organismo, pois compete por espaco e nutrientes com
bactérias patogénicas, ndo permitindo que estas se estabelecam no intestino, e
também fazem sintese de vitaminas (SAMEGIMA, 2008).

A transmissdo da E. coli ocorre através do consumo de alimentos contaminados,
como carnes, leite cru e saladas que foram contaminadas através de fezes animais
utilizadas como adubo, e a transmisséo realizada através de hébitos humanos
inadequados (KASNOWSHI, 2004).

As cepas de E. coli que provocam doencas sdo dividas em seis categorias
diferentes, baseados de acordo com a viruléncia e 0os mecanismos que podem
provocar a doenca (AYALA, 2009). Sao elas: E. coli enteropatogenicas (EPEC), E.
coli enteroemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa, E. coli enterotoxigenica
(ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli que causa infec¢des extra-intestinais
(EXPEC) (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).
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6.1 E. coli ENTEROPATOGENICA (EPEC)

A bactéria E. coli Enteropatogénica esta normalmente associada a diarréias em
criancas podendo ser severas e longas, e com grandes porcentagens de casos
fatais (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2002). Geralmente os surtos

de EPEC em criancas ocorrem em enfermarias (AYALA, 2009).

O homem € um hospedeiro priméario, mas a EPEC também € encontrada em animais
como caes e bovinos (AYALA, 2009). Esta doenca raramente ocorre em paises
desenvolvidos, e também em pessoas adultas e criancas mais velhas, por que
provavelmente ja desenvolveram uma imunidade protetora (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

Durante o 2° Simpadsio Internacional (1995) sobre a EPEC, foram reconhecidas duas
categorias, a EPEC tipica e a EPEC atipica, onde ambas possuem a ndo produc¢ao
da toxina Shiga, e ambas possuem a caracteristica de causar lesbes
histopatolégicas no epitélio do intestino chamada de “Attaching and effacing” (A/E).
A principal diferenca entre elas é que somente as EPEC tipicas possuem a presenca
do plasmideo EAF (EPEC ADHERENCE FACTOR) (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005).

A maior parte das EPEC tipicas ja foram isoladas de diferentes tipos de animais, ja
as EPEC atipicas até agora tem apenas 0s seres humanos como reservatorio
(SILVA; SILVA, 2005).

6.2 E. coli ENTEROEMORRAGICA (EHEC)

A E. coli enteroemorragica frequentemente causa doencas em paises
desenvolvidos, geralmente em dias mais quentes e possui uma alta incidéncia em

criancas menores de 5 anos. A infeccdo pode ser atribuida a ingestdo de alimentos
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mal cozidos, leite ndo pasteurizado, vegetais e frutas contaminadas com fezes de
animais bovinos, sendo que a ingestdo de menos de 100 bactérias pode causar esta
infeccdo (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

As cepas de EHEC podem causar em seres humanos a Colite Hemorragica (CH),
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), purpura trombocitropénica, e infeccbes
assintomatica. A CH é caracterizada por uma severa dor abdominal e diarréias
sanguinolentas. Cerca de 10% acabam desenvolvendo através da CH a SHU,
podendo levar a uma faléncia renal e a morte, sendo a taxa de mortalidade de SHU
entre 5 a 10% (AYALA, 2009).

Existem mais de 50 tipos de EHEC, porém a E. coli O157:H7 é a principal desta
categoria, sendo a mais comum e melhor caracterizada (TRABULSI, 2000 apud
MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006). O sorotipo O157:H7 representa um clone que
evoluiu da EPEC que expressa atividade A/E (“Attaching and effacing”), e além disso
estas cepas adquiriram a toxina Shiga (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

6.3 E. coli ENTEROAGREGATIVA (EAEC)

A E. coli entereagregativa (EAEC) pode causar infeccbes em adultos e criancas,
manifestando-se como uma diarréia secretora, mucoide e aquosa, com periodo de
incubacdo curto, com nenhum vomito e pouca febre (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005).

A EAEC adere as células epiteliais denominado de adesao agregativa e ndo secreta
as enterotoxinas termoestaveis (ST) e termolabeis (LT) (CULLER, 2010).

As cepas de EAEC ja foram isoladas de animais, entretanto seu papel como
reservatorio para o homem ainda nao foi estabelecido (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005).
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6.4 E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

A E. coli enterotoxigénica (ETEC) esta frequentemente associada a diarréias em
criancas pequenas de paises em desenvolvimento ou viajantes que vao para estas
areas. Estima-se que ocorra 650 milhdes de casos por ano. A transmissdo é
adquirida através de alimentos contaminados com fezes, ou pela ingestdo de agua
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). As cepas de ETEC também podem
causar diarréias em animais, causando um dano econdmico a produtores de
bovinos, caprinos e suinos (RODRIGUES, 2009).

As bactérias E. coli enterotoxigénica produzem as enterotoxinas termolabil (LT) e as
termoestaveis (ST). Ambas as toxinas diferem com relacdo a sua tolerancia a
temperatura, estrutura, imunogenicidade e mecanismos de acdo (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005).

Dentre as duas enterotoxinas produzidas pela ETEC, as amostras que produzem
ST, sdo as que estdo mais relacionadas aos casos endémicos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005).

6.5 E. coli ENTEROINVASORA (EIEC)

A Escherichia coli Enteroinvasora (EIEC) é causadora de diarréia aguosa, pois tem a
capacidade de invadir células do célon (MINAGAWA, 2007). Sua patogenicidade é
semelhante a bactéria Shigella spp. (SAVIOLLI, 2010).

As cepas de EIEC possui a capacidade de invadir e se proliferar dentro de células
epiteliais, podendo levar um individuo a morte (ALBUQUERQUE, 2006).

A transmissao se da através de ingestado de alimentos e agua contaminadas, sendo

a doenca mais frequente em criancas acima de dois anos de idade e em adultos
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(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

6.6 Escherichia coli QUE CAUSA INFECCOES EXTRA-INTESTINAIS
(EXPEC)

6.6.1 Infeccdes do trato urinéario (ITU)

A maioria das cepas de E. coli pode contaminar a uretra, bexiga e migrar até o rim
em mulheres e até a prostata em homens (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2009), sendo esta contaminacdo mais frequente em mulheres do que em homens
(FILHO et al. 2010).

Segundo Trabulsi e Alterthum (2005) as UTI's tém como agente etioldgico principal a

E. coli uropatogénica (UPEC) e estédo entre as infec¢cdes mais frequentes do mundo.

6.6.2 Meningite Neonatal

A maioria das infec¢Bes do sistema nervoso central é causada pelas cepas de E. coli
e Streptococos do grupo B. Cerca de 75% das cepas de E. coli apresentam o
polissacarideo capsular K1 (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). A taxa de
mortalidade de individuos que apresentam estas infeccfes esta entre a faixa de 15 a
40%, e aproximadamente 50% dos sobreviventes ficam com sequelas neurologicas
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).
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6.6.3 Septicemia

A septicemia € a presenca de bactérias na corrente sanguinea, causando infec¢des
graves que se desenvolvem rapidamente. A septicemia pode surgir de infec¢cdes do
pulmao, trato urinario e abdome (VORVICK; VYAS; ZIEVE, 2011).

A mortalidade causada pela E. coli é alta em individuos imunodeprimidos, ou quando
a infeccdo primaria esta no abdémen ou no sistema nervoso central (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009).
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7. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (figura 18) € uma bactéria gram positiva pertencente a
familia Micrococcaceae. Estes microrganismos apresentam-se na forma esférica
(cocos) e medem em torno de 0,5-1,5 um de diametro. Sdo anaerobios facultativos,
mas, desenvolvem-se melhor em ambientes anaerdbios. Estas espécies sao imoéveis
e ndo esporulados. Podem se desenvolver em meios com altas concentragdes de
sal e temperaturas que variam de 18 a 40° C (PALOS, 2006).

Figura 18 — Placa de Petri com coldnias da bactéria S. aureus (CHAPAVAL et
al., 2009, p.1)

O nome do género Staphylococcus se refere pelo fato de que suas células crescem

com um perfil semelhante a um cacho de uvas, porém também podem aparecerem
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como células Uunicas, pares ou cadeias curtas. As colbnias da S. aureus sé&o
douradas devido aos pigmentos carotendides produzidos durante o seu crescimento,
sugerindo o nome da espécie, onde aureus significa dourado ou amarelo.
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Estas bactérias sado capazes de
fermentar carboidratos e produzir pigmentos (CRUZ, 2008).

O S. aureus é uma das bactérias patogénicas mais importantes, pois € capaz de
atuar como agente de varias infeccdes. As doencas causadas por estas bactérias
podem ser classificadas como superficiais, invasivas ou toxicas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005).

Estima-se que 20 a 40% de adultos sdo portadores da bactéria Staphylococcus
(PAIANO; BEDENDO, 2009). Estas bactérias encontram-se na pele e nas mucosas
dos seres humanos. Sdo encontradas em nichos especificos, como exemplo,
Staphylococcus aureus (coloniza as narinas anteriores, € a espécie mais virulenta e
a mais conhecida do género), Staphylococcus capitis (glandulas sebéaceas),
Staphylococcus haemolyticus e Staphylococcus hominis (glandulas apdécrinas)
(MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2009). A tabela 2 mostra as espécies comuns

da bactéria Staphylococcus e suas doencas.

Os principais fatores de viruléncia sdo as toxinas (citotoxinas; toxina esfoliativa;
enterotoxinas; toxina-1 da sindrome do choque toxico), componentes da superficie
celular (camada limosa; cépsula; peptidoglicano; acido teicoico; proteina A) e
enzimas (coagulase; hialuronidase; fibrinolisina; lipases; nucleases). As bactérias S.
aureus possuem na sua superficie a proteina A, e durante o crescimento bacteriano
in vitro ela é liberada para o meio de cultura. A proteina A protege a bactéria contra
a fagocitose assim como as capsulas polissacaridicas que estas possuem.
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Sao patégenos oportunistas, onde podem causar de infec¢gbes simples até infeccbes
graves e fatais, sdo elas: infeccbes cutaneas, pneumonias, endocardite, osteomielite
e infeccbes primarias na corrente sanguinea (CRUZ, 2008), € considerada a
principal bactéria de infeccdes hospitalares e doencas comunitarias (CRUVINEL;
SILVEIRA; SOARES, 2011).
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Organismos Doengas

S. aureus Intoxicacao alimentar; sindrome da pele escaldada e
choque térmico; foliculite; furdnculos; impertigo;
infeccbes de feridas; bacteremia; endocardite;

pneumonia; epiemia; artrite séptica.

S. epidermidis Bacteremia; endocardite; infec¢cbes cirlrgicas;

infeccdes do trato urinario; infec¢des oportunistas de

cateteres.
S. saprophyticus Infeccdes do trato urinario; infeccdes oportunistas.
S. lugdunensis Endocardite; artrite; bacteremia; infeccdes do trato

urinario; infec¢des oportunistas.

S. haemolyticus Endocardite; bacteremia; infeccdes dos o0ssos e
articulacdes; infeccbes do trato urinario; infeccdes

oportunistas e de feridas.

Tabela 2 - Espécies comuns de Staphylococcus e suas doencas (In: MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009, p. 209).

As bactérias S. aureus possuem grande resisténcia a antimicrobianos. Sua primeira
descricdo em relagéo a sua resisténcia foi no ano de 1944, quando foram isoladas
de pacientes, onde as bactérias se mostravam imunes a penicilina, devido a
producdo de penicinilase. Ao longo das décadas infec¢cdes hospitalares causadas
pela bactéria S. aureus tem se tornado cada vez mais frequente (CRUVINEL;
SILVEIRA; SOARES, 2011). A S. aureus resistente a meticilina (MRSA), podem
sobreviver por mais de 1 més em tecidos, roupas utilizados em hospitais e mais de

um ano em embalagens de materiais estéreis (LEITE, 2008).

A intoxicacao alimentar causada por estafilococos é causada pela toxina da bactéria
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presente no alimento e ndo por acdo direta do microrganismo. As colbnias de S.
aureus podem crescer em carnes salgadas por sua habilidade de crescer na
presenca de altas concentracdes salinas. Os alimentos contaminados por
estafilococos ndo apresentam aparéncia e nem sabor de alimento estragado. O
aquecimento do alimento podera matar a bactéria, porem a sua toxina termoestavel
nao sera inativada (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

A transmissdo da bactéria pode ocorrer através do contato com pessoas infectadas
ou através da ingestdo de alimentos ou produtos mal cozidos e armazenados
inadequadamente (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2003).

Para o tratamento contra infec¢des de estafilococos podem ser utilizados antibiéticos
orais em pacientes nao hospitalizados ou a vancomicina intravenosa para
tratamento de infeccbes por MRSA em pacientes hospitalizados. Limpezas
adequadas em feridas e aplicacbes de desinfetantes podem prevenir possiveis
infeccbes em pessoas saudaveis. O uso de quimioprofilaxia que consiste em
vancomicina e rifampicina tem alcancado um grande sucesso no controle de
disseminacdo dos organismos resistentes a meticilina (MURRAY; ROSENTHAL;
PFALLER, 2009).
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8. EXTRAC}AO DE OLEOS ESSENCIAIS NO ENSINO DE QUIMICA
ORGANICA

A experimentacdo desperta um forte interesse entre alunos de diversos niveis de
escolarizagdo, e este fato é de conhecimento dos professores. Através de
depoimentos de alunos, € possivel destacar alguns atributos dado por eles em
relacdo a experimentacdo, como um carater motivador, ladico, essencialmente

vinculado aos sentidos (GIORDAN, 1999).

No ensino tradicional o aprendiz é tratado como mero ouvinte das informacdes que o
professor expde. Os conhecimentos prévios adquiridos pelos estudantes ao longo de
sua vida, geralmente ndo estdo relacionados com as informagfes expostas pelos
professores. E ndo havendo esta relacdo, a aprendizagem ndo é significativa
(GUIMARAES, 2009).

Atraveés do incentivo a percepcao de conflitos cognitivos, as atividades experimentais
podem apresentar um carater construtivista, pois os conflitos cognitivos conduzem
os alunos a buscar e confrontar informacdes, para obter idéias e maneiras de
explicar os problemas. Em relacdo ao professor, quando € realizado um
levantamento dos conhecimentos prévios, ele tem a possibilidade de estabelecer
relacbes com o conteudo sobre o qual se concentrard o0 processo de ensino,
valorizando a aprendizagem e fundamentando a constru¢do dos novos significados.
Quanto mais relacionado estiverem o0s conhecimentos prévios com as novas
informacdes, mais significativa sera a aprendizagem para o aluno (BARATIERI et al.,
2008).

Levando em consideracdo a aprendizagem significativa, para estruturar as
atividades experimentais em quimica usam-se quatro objetivos fundamentais
(BARATIERI et al., 2008):

« promover a compreensao dos conceitos cientificos e facilitar aos alunos a

confrontacdo de suas concepgbes atuais com novas informagbes vindas da
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experimentacao;

 desenvolver habilidades de organizagéo e de raciocinio;
« familiarizar o aluno com o material tecnologico;

* oportunizar crescimento intelectual individual e coletivo.

Além dos objetivos expostos, € importante promover também o prazer e a alegria da
interacdo, podendo fazer uma integracdo do ensino experimental e a possibilidade
do aluno fazer uma leitura do mundo mais responsavel e consciente (BARATIERI et
al., 2008).

Neste contexto, propdem-se um experimento visando a extragdo de 6leos essenciais
de plantas encontradas no Brasil baseado no artigo “Extraindo 6leos essenciais de
plantas” feito por Guimaraes, Oliveira e Abreu (2000), utilizando a destilacdo por
arraste a vapor, com materiais alternativos, de modo a levar o aluno de ensino
médio a relacionar uma técnica usual com o0s conhecimentos vistos em sala de aula,
visando o uso de 6leos essenciais como tema transversal para o ensino de Quimica

Organica.

Através desta experiéncia € possivel transmitir aos alunos, uma técnica de
destilacao e avaliar o seu emprego, mostrar a importancia dos aromas no dia-a-dia,
podendo o aluno vivenciar as etapas iniciais da producdo de um perfume ou
aromatizante, além de o aluno adquirir conhecimentos de quimica organica, como as
estruturas organicas dos costituintes dos 6leos, formulas organicas, moleculares e

condensadas e polaridade.

Portanto, na medida em que os dados sao coletados dos experimentos, eles formam
a palavra final sobre o entendimento do fendmeno estudado (PARRILHA, 2010).

Inicialmente é possivel abordar que os 6leos esséncias podem ter origem natural ou
sintética e que os de origem sintética sdo reproduzidos em laboratério, visando os
aromas naturais, enquanto os naturais sdo geralmente extraidos de plantas, flores,
raizes ou animais. E possivel também descrever ao aluno que para se obter uma

esséncia natural é realizada uma extracdo por prensagem, maceracdo, extracao
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com solventes volateis, enfleurage ou através de destilacdo por arraste a vapor.
Sendo a destilacédo por arraste a vapor o método mais adequado para a extracédo de
determinadas substancias de uma planta (GUIMARAES; OLIVEIRA; ABREU, 2000).
Além disso, cada método de extracao pode ser explorado, mostrando em que caso

cada tipo de extracéo € utilizada e por que.

Dependendo da planta que se empregar na destilagdo o professor podera explorar a
estrutura quimica de seus constituintes e a partir dai introduzir o tépico funcbes
organicas. Por exemplo, nas folhas de manjericdo estdo presentes como
constituintes principais o geraniol, metil chavicol, linalol, B-citral (figura 9).
Apresentando as estruturas destes compostos é possivel abordar varias funcdes
organicas como alcool, aldeido, éteres, alcenos discutir as demais funcdes

presentes nos COmMpostos organicos.

Além de abordar fungBes organicas € possivel discutir todas as atividades
biolégicas, como antioxidante e antimicrobiana apresentada pelo manjericdo. Sobre
a atividade antioxidante é possivel discutir sobre a oxidacéo lipidica em alimentos e
a toxicidade de antioxidantes sintéticos utilizados para impedir que este tipo de
oxidacao acorra, e através disso discutir sobre a utilizacdo de antioxidantes naturais
e mostrar que sua acao esta diretamente ligada com os componentes moleculares
que estes possuem (fendis e alcoodis), podendo explorar a quimica organica e
mostrar o quanto ela esta ligada com o cotidiano. Na atividade antimicrobiana é
possivel mostrar ao aluno como o0s compostos presentes nos 6leos essenciais
podem atuar para danificar ou destruir uma célula bacteriana. Esses temas séo
capazes de levar a interdisciplinaridade para a sala de aula, possibilitando ao

professor a interacdo com outras areas do conhecimento.

Os materiais, reagentes e procedimento experimental da atividade pratica estédo

descrias abaixo.
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8.1 MATERIAIS E REAGENTES

Seguindo a metodologia de Guimaraes, Oliveira e Abreu (2000) o sistema de
destilacdo por arraste a vapor utilizado sera montado com materiais alternativos,
sendo possivel confecciona-lo a um baixo custo. Abaixo esta relacionada uma lista
sugestiva de todo o material alternativo utilizado na montagem do sistema de
destilacdo, e entre parénteses a qual equipamento se refere de um laboratorio

quimico.

* LAmpada de 25 watts sem o miolo (baldo de fundo redondo)
* Y de PVC - conexao (cabeca de destilacdo)

» Condensador de acrilico (condensador de tubo reto)
» Lamparina (bico de Bunsen)

» Suporte de madeira (suporte universal)

* Pinga de gelo (garra)

* Vidro de remédio (frasco coletor - erlenmeyer)

* Rolhas de cortica

* Termémetro

* Mangueiras de latex

O condensador de acrilico pode ser montado utilizando- se dois copos de acrilico,
incolores e transparentes, duas metades de um tubo de caneta BIC, uma mangueira
de polietileno, cola Superbonder ® e Durepoxi®. Primeiramente séo feitos furos nos
copos com uma furadeira e, nestes furos, sdo colocadas as duas metades do tubo
de caneta e a mangueira de polietileno, vedados com resina epoxi. As bocas dos
copos também sédo coladas e vedadas com Durepoxi®. Como pode ser visto todo o

material utilizado na confec¢cdo do condensador de acrilico e 0os outros componentes
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do sistema de destilacdo tém um custo baixo. Outra sugestdo de materiais
alternativos seria o uso de panelas, mangueiras e isopores, porém a panela de
pressdo requer maior cuidado e atencdo. As plantas utilizadas na experiéncia podem
ser manjericdo, capim-limdo, laranja da terra, que apresentam 0s respectivos
compostos extraidos, eugenol, citral, acetato de lanalina e linalol (GUIMARAES;
OLIVEIRA; ABREU, 2000). Cravo da india, canela, gengibre e noz moscada séo
outras especiarias que podem ser usadas, devido a uma grande presenca das
mesmas no dia-a-dia dos alunos (VERGNANO; SILVA, 2010).

8.2 PROCEDIMENTO

Para que se possa extrair o 6leo essencial da folha ou raiz da planta desejada,
inicialmente deve ser triturada ou cortada em pequenos pedacgos, sendo entao
introduzida na lampada. Depois € acrescentado agua até aproximadamente a

metade do volume da lampada.

Com o sistema de destilacdo todo montado, pode-se iniciar o seu aquecimento. Sera
possivel notar que o conteddo comeca a destilar em alguns minutos. Onde o extrato,

sera arrastado pelo vapor, € recolhido em um recipiente apropriado conforme é

mostrado na figura 19.
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Figura 19 — Sistema de destilacdo por arraste a vapor confeccionado com
materiais alternativos (GUIMARAES; OLIVEIRA; ABREU, 2000,
p.46).



9. METODOLOGIA

9.1 MATERIAIS

e Estufa bacteriol6gica MA32 (MARCONI);

e Capela para plagueamento (fluxo laminar) - Série 1341 - Filtros TROX
(MERCK);

e Auto-Clave Vertical (PHOENIX);
e Balanca semi-analitica (Radwag WTB 300);
e Placa de petri;

e Pinca;

e PipetalmL;

e Erlenmayer;

e Becker;

e Papel de filtro wattman n°2;

e Tubo de ensaio;

e Pipetador automatico;

e Alca de Drigaslk;

e Proveta,

e Agua deiononizada;

e Agar Baird-Paker - Merck;

e Agar EMB- Levine - Merck;

e Oleo essencial do manjericio - Quinari.
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9.2 OLEO ESSENCIAL DO MANJERICAO

O d6leo essencial do manjericdo utilizado foi produzido em Ponta Grossa (PR), com

fabricacdo em junho de 2012 e validade até junho de 2014.

9.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

9.3.1 Preparo dos meios ABP (Baird Parker Agar) e EMB- Levine Agar

9.3.1.1 ABP (Baird Parker Agar)

Para a preparo dissolveu-se 60g do meio em 1L de agua purificada. Aqueceu-se
com agitacao frequente até a completa dissolucdo do meio. Autoclavou-se a 121°C
por 15 minutos. Depois de resfriar até 45 a 50°C adicionou-se 10 mL de solucédo de
terulito de potassio 1% estéril e 50% de emulsdo estéril de gema de ovo. Agitou-se
bem e distribuiu-se em placas.

9.3.1.2 EMB- Levine Agar

Dissolveu-se 36g do meio em 1L de agua desmineralizada por aquecimento em
banho Maria a 100°C ou em fluxo de vapor. Ajustou-se o pH 7 £ 2 a 25° C e

autoclavou-se a 121°C por 15 minutos e distribuiu-se em placas.
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9.3.2 Antibiograma

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial do manjericao foi
utilizado o método de difuséo de disco (MDD). As bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli foi cedida pelo Centro de Pesquisa em Ciéncias (CEPECI) da

Fundacao Educacional do Municipio de Assis (FEMA).

O procedimento foi realizado dentro da capela de fluxo laminar e todos os materiais

utilizados foram previamente esterilizados na autoclave.

Com uma de uma pipeta graduada foi adicionada 0,1 mL da bactéria S. aureus
sobre a placa que continha o meio de ABP e 0,1 mL da bactéria E. coli na placa com
0 meio EMB, e espalhada com o auxilio de uma alca de Drigaskl. Os discos de papel
de filtro Whatman n°® 2 (6mm) foram impregnados com 6,0 pL do 6leo essencial e
colocados na placa com o auxilio de uma pinga. Para cada placa foram adicionados
2 ou 3 discos de papel equidistantes. O teste foi feito em duplicata, e para cada meio
foi feito um branco onde neste continham os discos sem o 6leo essencial. Em
seguida as placas foram incubadas a 37° C por 48 horas. Em seguida realizou-se a

medicao dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano.
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de antibiograma utilizado seguiu a metodologia de Martins et al. (2010), com
adaptacdes. O experimento constatou que as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli ndo se mostraram sensiveis a concentracdo do Oleo essencial de
manjericdo empregada, visto que o halo de inibicdo foi inferior a 8 mm. Os dados

obtidos no teste microbiolégico estdo expressos na tabela 3.

AMOSTRA RESULTADO

Placa com o meio ABP (S. aureus) com Crescimento bacteriano em toda placa
discos de papel sem o 6leo essencial e sem a formacgao do halo de inibi¢ao.

Placa com o meio ABP (S. aureus) com Crescimento bacteriano com formacao
discos de papel contendo o Odleo do halo de inibicdo em volta do disco
essencial de papel.

Placa com o meio EMB (E. coli) com Crescimento bacteriano em toda placa

discos de papel sem o 6leo essencial e sem a formacao do halo de inibi¢ao.

Placa com o meio EMB (E. coli) com Crescimento bacteriano com formagéo
discos de papel contendo o 6leoessencial do halo de inibicdo em volta do disco

de papel.

Tabela 3 - Resultados da incubacdo das bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli apés 48h.

Nas placas que continham os discos de papel sem o 6leo essencial (figura 20) o
crescimento bacteriano ocorreu uniformemente sem a formacéo de nenhum halo de
inibicdo, mostrando assim que nas placas ndo havia nenhuma substancia que seria

capaz de inibi-los.
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A B

Figura 20 — Crescimento bacteriano sem a presenca de Gleo essencial: a) placa
com a bactéria E. coli b) placa com a bactéria S. aureus.

A figura 21 mostra o crescimento da bactéria E. coli no meio EMB impregnado com
6,0 uL de 6leo essencial em cada disco de papel. Neste teste houve a formacédo do
halo de inibic&o ao redor dos discos com a medida de 2,75 mm.

A B
Figura 21 — a) Crescimento da E. coli sem a presenca de 6leo essencial b)

crescimento da bactéria Escherichia coli com formacdo do halo
inibitério ao redor do disco impregnado com 6leo essencial.
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Martins et al. (2010) utilizaram como parédmetro para detectar a atividade do 6leo
essencial do manjericdo padrbes de sensibilidade que classificavam a atividade de
diferentes Oleos essenciais de acordo com o tamanho do halo de inibicao (tabela 4).
O halo de inibicdo considerado foi a area sem crescimento detectavel a olho nu,
através disso foi possivel verificar que na quantidade de 6,0 pL houve inibicao
porque formou o halo ao redor dos discos, porém através dos parametros seguidos
na tabela abaixo a bactéria demonstrou ser ndo sensivel (-) frente ao 6leo essencial.
Na literatura de Martins et al. (2010) foi utilizado 75 puL do 6leo essencial de
manjericdo para o0s testes de antibiograma e relataram que a atividade
antibacteriana do 6leo essencial do manjericdo demonstrou sensibilidade (+) ao
apresentar halos de inibicAo com média variando de 11,2 e 11,6 a 11,0 mm e 12,0

mm.

DIAMETROS (mm) SENSILIBILIDADE
<38,0 N&o sensivel (-)
9-14 Sensivel (+)
15-19 Muito sensivel (++)
220 Extremamente sensivel (+++)

Tabela 4 - Classificacdo dos padrdes de sensibilidade de diferentes 6leos
essenciais (MARTINS et al., 2010, p. 4).

A figura 22 mostra o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus no meio ABP
com os discos impregnados com 6 L do 6leo essencial. Houve a formacgéo do halo
de inibicdo, que segundo a medicéo foi de 3,1 mm.
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A B

Figura 22 — a) crescimento da S. aureus sem a presenca de 6leo essencial b)
crescimento da S. aureus com a presenca do 6leo essencial nos discos de

papel.

Mesmo 0s microrganismos serem classificados com ndo sensiveis (-) pode-se
observar que houve inibicdo e que bactéria gram positiva S. aureus apresentou
melhor resultado. Farago (2010) descreve que a atividade antibacteriana do Oleo
essencial do manjericao é mais eficaz contra bactérias gram-positivas que bactérias

gram — negativas.

Segundo Martins et al. (2010) a atividade antibacteriana do 6leo essencial do
manjericao esta ligada a presenca de seus compostos majoritarios: metil chavicol e

o linanol.
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11. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli ndo se mostraram sensiveis a concentracdo do 6leo essencial de

manjericdo empregada, visto que o halo de inibicdo foi inferior a 8 mm.

Sendo estes microrganismos multirresistentes a drogas comerciais, os resultados
obtidos neste trabalho s&o importantes para auxiliar estudos e desenvolvimentos de
novos farmacos que combata ou controle a disseminacao destas bactérias. O uso do
manjericdo pode ser viavel devido ao facil acesso e a disponibilidade da planta no
mercado. Contudo, para uma atividade mais efetiva, uma maior concentragao de
Oleo essencial deve ser testada para verificar em que concentracdo as bactérias
serdo sensiveis ao 0leo de manjericdo, verificando-se assim a concentracdo ideal

para que o mesmo possa ser empregado como agente antimicrobiano natural.
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