ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEO ESSENCIAL DE PIMENTA
BRASILEIRA (Schinus terebinthifolius Raddi) FRENTE A BACTERIAS
PATOGENICAS

GUILHERME DA SILVA DANNENBERG?; GRACIELA DAIANA FUNCK?; JULIANA
DE LIMA MARQUES®; ANA RITA CARBONI RITTER*; WLADMIR PADILHA DA
SILVA®; ANGELA MARIA FIORENTINI®

'Universidade Federal de Pelotas - gui.dannenberg@gmail.com
“Universidade Federal de Pelotas - gracifunck@yahoo.com.br
*Universidade Federal de Pelotas - ju_marques@hotmail.com
*Universidade Federal de Pelotas - arcarboni@yahoo.com.br

®Universidade Federal de Pelotas - wladimir.padilha2011@gmail.com
®Universidade Federal de Pelotas - angefiore@gmail.com

1. INTRODUCAO

O controle do desenvolvimento microbiano em alimentos, tradicionalmente
envolve a aplicacdo de conservantes sintéticos, (AL-REZA et al., 2010 e BAJPAI et
al., 2012 ), no entanto alguns problemas relevantes tem sido relatados pela literatura
cientifica, como a capacidade apresentada por algumas bactérias de adquirir
resisténcia a estes antimicrobianos convencionais, quando submetidas a doses
subletais destes (HAWSER et al., 2011), e ainda a existéncia de riscos toxicol6gicos
e carcinogénicos ligados a ingestdo de concentracdes elevadas e/ou frequentes
destes compostos sintéticos (MPOUNTOUKAS et al., 2008; GUILLARD et al., 2009).

Estes fatores demonstram a necessidade de encontrar novas substancias com
atividade antimicrobiana, que possam substituir ou reduzir as concentracdes dos
conservantes convencionais (ROBY et al., 2013).

Como alternativa aos compostos sintéticos vem crescendo as pesquisas com
extratos naturais, que apresentam propriedades similares, porém com moléculas
ativas diferentes, e atendem a crescente demanda mercadolégica por produtos
naturais, com diminuicdo e/ou reducdo de aditivos sintéticos (ALZOREKY &
NAKAHARA, 2003), impulsionada, atualmente, pela contestacdo aos conservantes
sintéticos.

Dentre o0s extratos naturais encontram-se 0s 0Oleos essenciais, substancias
provenientes do metabolismo secundario de vegetais, sintetizadas com o proposito
de conferir resisténcia aos vegetais condigbes adversas como variagdes climaticas,
ataques de insetos e micro-organismos. Para tal, sdo constituidos por um grande
namero de moléculas biologicamente ativas (KAVOOSI et al.,, 2013), tais
caracteristicas conferem a estas substancias propriedades diversas dentre as quais
destaca-se a atividade antimicrobiana (SALGUEIRO, 2010).

Mesmo possuindo caracteristicas interessantes os 6leos essenciais sdo pouco
aplicados industrialmente como bioconservantes, sendo um dos fatores que limita
sua aplicacdo o baixo rendimento obtido na sua extracdo, no entanto uma boa
disponibilidade da matéria prima pode contrapor e amenizar tal empecilho.

A pimenta brasileira (Schinus terebinthifolius Raddi), também conhecida como
pimenta rosa ou falsa aroeira (AGRA, et al., 2008), € um vegetal que se encontra
amplamente difundido na América do Sul, em especial no litoral brasileiro,
apresentando boa disponibilidade e facilidade de cultivo para a obtencdo de dOleo
essencial.
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Este trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana do OE de pimenta
brasileira frente a bactérias patogénicas de relevancia em alimentos, visando inferir
seu potencial de aplicacéo tecnologica como antimicrobiano em alimentos.

2. METODOLOGIA

Os Oleos essenciais utilizados neste estudo foram extraidos de frutos verdes
(OEV) e maduros (OEM) de pimenta brasileira pelo método de hidrodestilacdo em
clevenger (DOURADO, 2012), sendo os frutos congelados em nitrogénio liquido e
posteriormente moidos em moinho de bola para aumentar a superficie de contato e
assim o rendimento da subsequente extracao.

Foram testadas quatro bactérias patogénicas de relevancia em alimentos,
presentes na colecdo de cepas do laboratério de microbiologia de alimentos
(DCTA/UFPel). Duas Gram positivas, Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Bacillus cereus (ATCC 11778), e duas Gram negativas Shigella dysenteriae (ATCC
13313) e Escherichia coli (ATCC 8739).

A atividade antimicrobiana dos OE sobre os patégenos em questéo foi avaliada
pela técnica de disco difusdo (CLSI, 2012a), inoculando cada patégeno (1,5.10°
UFC.mL™) em placas com &gar Brain Heart Infusion (BHI-Oxoid®), e dispondo ao
centro de cada placa discos de papel estéreis adicionados de 10uL dos extratos a
serem testados. Apos 24 horas encubados em BOD a 36°C foi visualmente
verificada a existéncia de halo de inibicdo, e quando presentes quantificados com
paquimetro digital.

As bactérias que apresentaram sensibilidade aos compostos foram submetidas
a analises de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) pela metodologia de microdiluigdo em placa (CLSI, 2012b), diluindo
os 6leos essenciais em caldo BHI acrescido de 3% de tween 80 (VETEC®) para
promoviar a emulsdo do sistema, obtendo concentracdes entre 218 mg.mL™ e 0,10
mg.mL™.

O experimento foi feito com triplicatas técnicas de cada analise e uma repeticédo
bioldgica, e os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
pelo teste Tukey (p<0,05), com o auxilio do softwar STATISTICA versédo 6.1
(StatSoft, Franca), adotando um intervalo de confianca de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sensibilidade dos patdgenos a ambos os OE esta listada na tabela 1 e
ocorreu na seguinte ordem: B. cereus, S. aureus, S. dysenteriae e E. coli, sendo
que este ultimo n&o foi inibido e o primeiro foi 0 mais sensivel.

As duas bactérias Gram negativas testadas apresentaram menor sensibilidade
aos compostos do que as Gram positivas, sendo que E. coli ndo foi inibida e S.
dysenteriae foi inibida com as maiores concentragcbes dos OE. Este resultado
confirma a premissa de que micro-organismos Gram negativos Sa40 mais resistentes
a acdo de antimicrobianos em fungdo de uma parede celular mais espessa
(HYLDGAARD, M. et al., 2012).

No entanto, pode-se constatar ainda, que o mecanismo de acao destes
extratos ndo se restringe apenas acao na parede celular, visto que uma das Gram
negativas foi inibida, demonstrando um maior espectro de acao deste antimicrobiano
com acao sobre os dois grupos de bactérias, possivelmente em virtude da grande
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quantidade de moléculas ativas com mecanismos de acdo distintos que
frequentemente sédo encontradas em OE (DJENANE et al., 2011)

Com relacéo ao estadio de maturacédo, o OEM foi mais eficaz, mostrando que o
processo de maturacdo altera a concentracdo dos compostos ativos e/ou produz
novas moléculas bioativas como ja relatado em outros trabalhos (TELCI, et. al.,
2009).

Tabela 1 — Resultados dos testes de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
de pimenta brasileira verde (OEV) e madura (OEM) frente a bactérias patogénicas.

.. Disco difusdo (mm) CIM -1 CBM-l
Bactéria (mg.mL™) (mg.mL™)
OEV OEM OEV OEM OEV OEM
S. aureus 41,23+0,09a 42,70+x0,19b 6,8a 1,7b 136a 1,7b
B. cereus 31,39+0,77a 3997+081lb 09a 09b 09a 09b
S. dysenteriae 3544+0,76a 38,80+003b 272a 68b 27,2a 6,8b
E. coli 00,00 £0,00a 00,00 +0,00 a - - - -

Letras diferentes na linha, em um mesmo teste, apresentam diferencga significativa
(p<005) entre os resultados.

4. CONCLUSOES

OEs de pimenta brasileira em ambos os estadios de maturacdo possuem
atividade antimicrobiana sobre bactérias patogénicas Gram positivas e Gram
negativas, no entanto, o OEM mostrou-se mais eficaz promovendo o mesmo efeito
em concentracdes menores. Tais resultados permitem inicialmente qualificar estes
extratos como possiveis substituintes aos conservantes sintéticos sem perda no
efeito antimicrobiano, apontando uma alternativa importante para a industria de
alimentos.
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