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RESUMO

Devido a exigéncia dos 6rgaos legisladores e coidsues para retirada de aditivos quimicos
na producdo de alimentos, surge uma nova perspecky conservacao de alimentos
utilizando o sistema antimicrobiano natural de @mgnos condimentos principalmente contra
0S microrganismos causadores de doencas veiculpdas alimentos. O potencial
antimicrobiano dos condimentos desidratados orégaiaia, alecrim, tomilho, manjericéo e
manjerona foram avaliados pelo método de difusadison de papel frenteSiaphylococcus
aureus. Os diametros do halo de inibicdo (em mm) dosagdrtestados foram comparados
em diferentes concentragcdes. Os extratos que apaese efeito bactericida foram o orégano
(concentragdo de 12,5%), salvia (concentracao ¢&€/d)2e alecrim (concentracdo de 10%).
Dentre os extratos testados, o de alecrim foi & ref&itivo.

PALAVRAS-CHAVE: condimentos; antimicrobianos; métodda difusdo em disco;

Saphylococcus aureus.

Introducao

A atual tendéncia adotada pelos 6rgaos legisladtagsoducdo de alimentos e pelos
consumidores tem exigido uma progressiva retiragladitivos quimicos na producdo de
alimentos. Esta tendéncia tem conduzido a industeéaalimentos a buscar compostos
alternativos para alcancar suas metas, relacionadastabilidade microbiana dos seus
produtos finais a acdo de microrganismos causaderéeterioracdo e/ou de doencas. Assim
surge uma nova perspectiva de conservacgao de atisnetilizando o sistema, antimicrobiano
natural, que seria o0 sinergismo de varios elememqoscipalmente os dos que possuem
atividade antimicrobiana de origem nos condimegtm#ra os microrganismos (BEDIN, et
al., 1999).

Ao longo dos anos, tem-se observado que os conthsyeslém de conferirem sabor
aos alimentos, também possuem atividade antimemabiEstudos mostram que o uso de
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condimentos (cebola, cravo, alho, gengibre, nozcadss entre outros) como conservantes
vem aumentando com a aplicacdo desses itens coambeadpactericidas (SHARMA et al.,
1981; OLIVEIRA, 1991).

Um dos métodos para avaliar a atividade antimiamdidos condimentos é o método
de difusdo em disco. Este método foi idealizadoBaarer et al. em 1966 (citado por SEJAS
et al., 2003), e desde entdo é um dos métodos wutdigzados nos laboratérios de
microbiologia clinica no Brasil para testar a stibdalade aos antimicrobianos. O principio
deste método baseia-se na difusdo, através dodiegam antimicrobiano impregnado em um
disco de papel filtro. A difusdo do antimicrobidewa a formagcédo de um halo de inibicdo do
crescimento bacteriano, cujo diametro € inversagnpraporcional & concentracao inibitoria
minima. Esse método € qualitativo, ou seja, perml@ssificar a amostra bacteriana em
suscetivel, intermediaria ou resistente ao antobiano (SEJAS et al., 2003).

Entre os varios microrganismos que podem ser testagn dos mais importantes na
area de alimentos € a bactéria patogéieghylococcus aureus. Sua principal via de
transmissdo é através de manipuladores de alimergoguais podem ser portadoresSle
aureus. O manipulador pode, eventualmente, inocular oraoiganismo através, por
exemplo, de secrecdes nasais em alimentos pregagasiem refrigeracdo. Nesta situa8ao
aureus pode se reproduzir e produzir a toxina estafilm@@ue provoca um quadro de
intoxicacdo alimentar nos individuos que ingeriramalimento contaminado (FRANCO; e
LANDGRAF, 2003).

Desta forma, a procura por compostos naturais copripdades antimicrobianas tem
sido explorada (GOULD, 1996). Sendo assim, o olmealieste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobianain vitro dos extratos hidroalcodlicos de orégano, salMecrian, tomilho,

manjerona e manjericao desidratados frer8aureus.

Material e Métodos
Foram utilizados orégand@(iganum sativum), salvia(Salvia officinalis L.), alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), tomilho (Thymus vulgaris), manjerona Qriganum majorana) e

manjericao Qcimum basilicum) desidratados adquiridos no comércio local.

Preparo dos extratos hidroalcodlicos
Para os ensaios foram preparados extratos hidddigos (75 % de etanol) na
concentracdo de 12,5% (p/v) a partir das folhagdddadas dos condimentos em estudo as

quais foram mantidas em contato com o solvente2dohoras. Apds, 0s extratos foram
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filtrados, estocados em vidro ambar e etiquetadlgmrtir desta concentragao (12,5%) foram
preparados os extratos nas concentragoes de 2/8Y050% (p/v), 7,5% (p/v) e 10% (p/v)
para posteriormente serem submetidos ao métodafalsfia em disco de papel frente a

Saphylococcus aureus.

Método da Difusdo em Disco de Papel

O método da difusdo em disco de papel foi realizaelcacordo com Kalemba e
Kunicka (2003). Para o procediment®aureus foi ativado em caldo BHIBrain Heart
Infusion), a 36°C por 18 a 24 horas de incubacdo. Postegite foi semeado em placas com
agar nutriente com auxilio de uswab estéril. A inoculacéo foi feita em forma de estnea
superficie do agar em trés direcdes, girando aaptsme angulo de 60° apds cada estria. A
seguir, sobre a superficie semeada, foram colocealmso auxilio de uma pinca estéril os
discos de papel de filtro estéreis (previamentdados no didametro padrdo de 6 mm e
esterilizados em estufa a £80por 2 horas) impregnados com os extratos porihGtos. As
placas foram incubadas a°86por 48 horas. Os testes foram realizados enicttpl e os
resultados expressos pela média aritmética do didndes halos de inibicdo formado ao

redor dos discos nas trés repeticfes, em milimgtioy.

Resultados e Discusséo

Os diametros de halo de inibicdo dos extratos hldodlicos dos condimentos
estudados foram comparados nas diferentes congéesrgestadas (Figura 1).

Como se observa na Figura 1 a formagéo do haloibdgdo de crescimento celular
foi maior na presenca do extrato nas concentrad®d9% e 12,5%. De acordo com Sejas et
al. (2003), a difusdo do antimicrobiano leva a fagdo de um halo de inibicdo do
crescimento bacteriano, cujo diametro é inversagpraporcional a concentracao inibitoria
minima (MIC). Esse método é qualitativo, ou seg@anpte classificar a amostra bacteriana em
suscetivel (S) — com diametros acima de 18 mmnmdiaria (I) — com didametros entre 9 e

18 mm ou resistente (R) ao antimicrobiano — cormdiéos menores que 9 mm.
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Figura 1. Comparacdo dos diametros do halo de inibicdo (em) rdos extratos
hidroalcoolicos de orégano, salvia, alecrim, tomilmanjericdo e manjerona em diferentes
concentracoes.

A desidratacdo de condimentos € realizada em estofen circulacdo de ar,
procedimento realizado com cuidado para se evitperda dos Oleos essenciais. O calor
artificial € empregado, cuidadosamente controlagdetivamente circulado. A temperatura
deve ser moderada e gradualmente aumenta até alcant maximo. Para o mercado
consumidor, geralmente os condimentos sdo moliiEsta forma, optou-se por trabalhar com
amostras comerciais, pois além da praticidade teng@o das amostras, também foi avaliado
se os condimentos comercializados apresentam adidntimicrobiana.

Como o teste da difusdo em disco € um método pratefacil execucao e idealizado
para bactérias de crescimento rapido, o presetudceprocurou adaptar a metodologia de
suscetibilidade aos antimicrobianos como um métpaklitativo para verificar o potencial
antimicrobiano de condimentos. Desta forma, folizatilo papel de filtro comum e agar
nutriente como meio de cultura por ser de facienbfio e baixo custo. Assim, 0os reagentes
sao relativamente econdémicos, ndo ha a necessttldguipamentos especiais, além de
apresentar grande flexibilidade na escolha e nuakemndimentos a serem testados.

Observa-se que dentre os extratos estudados (Figura mais efetivo contra a
bactériaS. aureus foi o extrato de alecrim. O halo de inibicdo fodunaapresentou valores
superiores a 20 mm em todas as concentracoes (8%%4,,5%; 10% e 12,5%), confirmando
a sensibilidade do microrganismo. Valores supesi@e20 mm foram encontrados para o
extrato de sélvia, nas concentragbes de 7,5%, 1(%,%% , confirmando os resultados

obtidos por Shelef; Naglik e Bogen (1980). Bonwuitaslos também foram encontrados para
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0 extrato de orégano, a concentragfes de 10% é&ol&carretaram a formacédo do halo de
Inibicdo com didmetros superiores a 15 mm e 20 regpectivamente.

No presente experimento ndo houve formacdo de delanibicdo (em mm) dos
extratos hidroalcodlicos de tomilho, manjerona enjericdo nas diferentes concentracdes
testadas frente a8 aureus. A hipdtese para esta divergéncia pode estar if@®mtas na
composicao que estes condimentos poderiam vir detedo a fatores climaticos, ambientais
e sazonais (SOUZA et al., 2005)

Busatta (2006) encontrou atividade antimicrobiael® pmétodo de difusdo em placas
frente aSaureus para o0 6leo essencial de duas espécies corretatggano e manjerona,
Origanum vulgare e Origanum manjerona, respectivamente. A formacao do halo de inibicéo
de crescimento celular foi maior na presenca do éksencial de orégano do que o dleo,
essencial de manjerona, confirmando a eficiénciaomano. Sivropoulou et al. (1996)
verificaram que a manjerona apresenta menor atieidatimicrobiana por apresentar baixo
indice de carvacrol e auséncia de timol, compasgsonsaveis pela atividade antimicrobiana
do orégano. Entretanto, carvacrol e timol tambémsséstancias presentes no tomilho. Mas,
no presente estudo, o extrato de tomilho nas ctragées testadas nao apresentou atividade
antimicrobiana.

Carvalho et al. (2005) estudaram a atividade aotobiana de condimentos na cidade
de Porto Alegre/RS. Os autores encontraram, nagigfies do experimento, ténue inibicdo
por parte dos extratos de manjerona e tomilho,rpa@mente frente $&almonella.

Cechinel Filho (1999) ao analisar varias plantascltou que extratos mais polares
apresentaram eficacia contra bactérias patogépma® Saureus. De acordo com Porte e
Godoy (2001), as bactérias Gram positivas, coBwureus, S840 mais sensiveis aos
condimentos que as Gram negativas. De acordo caehefSNaglik e Bogen (1980), a sélvia e
0 alecrim esté@o entre os antimicrobianos mais sf€a

Os meios pelos quais os microrganismos sao inibpiwsextratos hidroalcoolicos
parecem incluir diferentes modos de acdo. As id#s¢ mais frequentes envolvem
componentes fendlicos, os quais sensibilizam antada lipidica da membrana celular e
alteram a atividade dos canais de calcio, causand@nto da permeabilidade e liberacdo dos
constituintes intracelulares vitais. Também poderorrer danos ao sistema enzimatico do
microrganismo envolvido na producdo de energia singese de componentes estruturais,
bem como a destrui¢cdo ou inativacdo do materiatygen(PORTE e GODOY, 2001).

Concluiu-se que o método da difusdo em disco éadi &plicacdo e por utilizar

pequena quantidade de amostra, pode ser utilizachm wm teste qualitativo o qual pode
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indicar rapidamente se condimentos exibem algum tip atividade antimicrobiana. Os
extratos hidroalcoolicos de orégano, alecrim e igzdforam efetivos na inibicdo do
crescimento d&. aureus, sendo o extrato de alecrim o mais efetivo. Dexddadiametro de
halo de inibicdo formado, pode-se concluir que asratbs estudados de sélvia na
concentracdo de 12,5%, de alecrim, na concentde&d0%, e de orégano na concentracao de
12,5% apresentaram efeito bactericida. Concluitagebém que a desidratacdo aplicada
industrialmente aos condimentos nao destroi os titwinges que exercem efeito

antimicrobiano nos condimentos estudados.
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EVALUATION OF NATURAL ANTIMICROBIALS IN INDUSTRIALI ZED
CONDIMENTS

Abstract

Due to the requirement of legislators and consurognemoval of chemical additives in food
production, a new perspective has emerged on foadetvation using natural antibacterial
spices against the pathogens that causes foodbiiseases. The antimicrobial potential of
dried seasonings - oregano, sage, rosemary, thyasd,and marjoram - were assessed by a
paper disk diffusion method, againStaphylococcus aureus. The diameter of inhibition
region (mm) of the extracts were compared at differconcentrations. The extracts of
oregano (concentration of 12.5%), salvia (concéoma of 12.5%) and rosemary
(concentration of 10%) showed bactericidal effRadsemary extract was the most effective.

Key Words: condiments; antimicrobial; disk diffusioBtaphylococcus aureus.
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