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Resumo

Os extratos de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) sdo famosos por suas propriedades an-
tioxidantes e conservantes. O valor condimentar de uma planta estd quase sempre asso-
ciado ao teor de dleos essenciais, os quais sdo compostos quimicos, produtos secundarios
do metabolismo, gerados durante seu desenvolvimento. Considerando as informagoes a
respeito da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim, do interesse por sua apli-
cagdo em substituicdo a aditivos quimicos e a importancia do género Salmonella associado
a toxi-infeccoes, ha necessidade de avaliacdo da atividade, concentragdes e efeitos do dleo
essencial de alecrim sobre Salmonella, bem como avaliagao das técnicas biotecnologicas ca-
pazes de facilitar e melhorar o processo de producéo, extracio e aplicaciao desses compos-
tos. No presente estudo foi avaliada a agdo da atividade antimicrobiana do dleo essencial
de Alecrim (R. officinalis L.) contra Salmonella sp. Foi utilizado o método de disco de papel
filtro para avaliar a a¢ao de inibi¢ao do dleo essencial comercial. Os resultados indicaram
que a inibicdo do 6leo essencial puro contra Salmonella sp foi menor que a inibi¢dao do
antibidtico usado como controle positivo. Concluiu-se que o 6leo essencial comercial de
Alecrim inibe Salmonella sp. apenas na sua forma pura (sem diluicdo).
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1 INTRODUCAO

Como relatam Silva et al. (2008) é crescente, na sociedade moderna, o interesse em terapias alter-
nativas e uso terapéutico de produtos naturais. Desde a antiguidade as plantas sao utilizadas nas socie-
dades humanas com propdsitos terapéuticos; suas propriedades toxicas ou curativas foram descobertas
ao acaso, durante a busca por alimentos.

Com o aperfeicoamento de novas técnicas de extracio e identificacdo, é possivel elucidar rapida-
mente estruturas moleculares complexas de constituintes naturais, até ha pouco tempo dificeis de serem
identificadas. Os metabolitos secunddrios vegetais apresentam grande valor socioeconémico.

Segundo Porte e Godoy (2001), apesar de o alecrim ser cultivado em quase todo o territério brasi-
leiro e importado como condimento para o consumo interno, poucos estudos tém sido realizados sobre
a atividade antimicrobiana exercida em alimentos nos quais ¢ utilizado.

Substancias antimicrobianas de plantas sdo detectadas, principalmente, por meio da observagdo de
sua capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos expostos a estes compostos; os resultados
sofrem influéncias dos métodos e micro-organismos utilizados (SOUZA; AVANCINI; WIEST, 2000).

As bactérias do género Salmonella sio amplamente distribuidas pelo mundo e correntes nos am-
bientes de produgdo animal, constituindo-se potencial problema sanitario a saude publica. Responséaveis
pela maioria das infec¢des toxicoalimentares pela forma de contagio, dada pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados.

Considerando as informagdes a respeito da atividade antimicrobiana do dleo essencial de alecrim,
do interesse pela sua aplicacdo e a importancia do patdégeno Salmonella é evidente a necessidade de
avaliacdo da atividade, determinagao dos tipos de compostos secundarios, concentragdes e efeitos sobre
bactérias desse género.

Em virtude da incipiéncia da seguranca e da efetividade do uso do dleo essencial de alecrim como
agente antimicrobiano, visou-se aprofundar o estudo em relagao a aplicagdo do 6leo de alecrim na ini-
bigdo de patdgenos, especialmente Salmonella sp. Assim, este estudo avaliou a atividade antimicrobiana
do ¢leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) contra Salmonella sp.

1.1 FAMILIA LAMINACEA

O alecrim, pertencente a Familia Lamiaceae, é uma especiaria conhecida desde a antiguidade por
seus efeitos medicinais. Atualmente, diversos estudos tém apontado tal especiaria como antioxidante e
antimicrobiana (AFONSO et al., 2008).

A espécie Rosmarinus officinalis L., conhecida usualmente como alecrim, é procedente da Regiao
Mediterranea e possui porte subarbustivo lenhoso, ereto e pouco ramificado de até 1,5 m de altura. As
folhas, muito aromaticas, medem de 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espessura (LORENZI;
MATOS, 2006).

Os compostos ativos presentes no Rosmarinus sao considerados como biomoléculas secundarias.
As partes utilizadas das plantas sao as folhas e as sumidades floridas, de onde é obtido o 6leo essencial
(CARVALHO; ALMANCA, 2003). Na farmacologia é empregado in natura, como outras drogas vege-
tais ricas em Oleos volateis, na preparagao de infusdes, na forma de preparagdes galénicas ou na aroma-
tizacdo de formulas destinadas ao uso oral (FURLAN, 1998).
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Variagdes no clima, solo, exposi¢do ao sol e extra¢ao interferem na composi¢do quimica da planta
e nas indicagdes terapéuticas. A parte utilizada para o preparo do dleo essencial e do subtipo (ecotipo)
da planta tém influéncia na composi¢ao quimica do preparado (FARIA, 2005).

Segundo De La Cruz ([entre 1997 e 2003]), o uso de plantas aromaticas ¢ tdo antigo como a his-
toria da humanidade. O valor condimentar de uma planta estd quase sempre associado ao teor de 6leos
essenciais, que sdo compostos quimicos secundarios gerados durante seu desenvolvimento (SOUZA et
al., 2004).

De acordo com Porte e Godoy (2001), a maior parte dos 6leos essenciais de plantas condimentares
¢ extraida por diferentes técnicas de destilagdo a vapor.

As propriedades antimicrobianas dos condimentos e de seus 6leos essenciais tém sido estudadas,
principalmente, em relagdo ao efeito inibidor de micro-organismos patogénicos, presentes em alimentos
(SOUZA et al., 2004).

Segundo Silva et al. (2008), o 6leo essencial de alecrim é constituido por hidrocarbonetos mono-
terpénicos, ésteres terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3-octanona e acetato de isobornila. Os terpe-
noides sao representados pelo carnosol, dcidos carnosilico, oleanico, ursolico, entre outros.

Na revisao feita por Porte e Godoy (2001), consta que as concentragdes de alecrim, para exerce-
rem os efeitos antibacterianos desejados, sdo maiores que as utilizadas costumeiramente em alimentos
para propositos flavorizantes. Contudo, associados a outros agentes, podem contribuir para o controle
do crescimento bacteriano e impedir a rancificagao de alimentos. Collin e Charles (1987 apud PORTE;
GODOY, 2001) declararam que o alecrim possui agdo bactericida contra Staphylococcus aureus em
carne.

Os testes antimicrobianos que confirmam a agdo do 6leo essencial consistem no cultivo de micro-
organismos em presenca de suposto agente antimicrobiano e posterior verificagdo de presenga ou au-
séncia de proliferagdo bacteriana ou do micro-organismo em questao (RUBEL et al., 2002).

De acordo com Gonzalez (2002), é preciso contar com uma técnica padronizada, reconhecer as
limitagdes da técnica de difusdo em agar, conhecer os meios e adequar o estudo de acordo com o agente
causador da infec¢do e o proprio antimicrobiano em questao.

As salmonelas sao bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, pertencentes a Familia Ente-
robacteriaceae. A temperatura dtima de crescimento é 37°C, e a faixa de pH ideal encontra-se entre 4,5 e
9,5. Tém capacidade de produzir acido e gas a partir de glicose e outros carboidratos e, geralmente, nao
utilizam lactose e sacarose. Sdo catalase positiva e oxidase negativa e sdo capazes de crescer utilizando
citrato como tnica fonte de carbono (D"AOUST, 2001). Sua patogenicidade modifica-se dependendo
da idade e das condigoes de satide do hospedeiro. Elas sdo responsaveis pela salmonelose, uma infec¢ao
alimentar que, pelas suas caracteristicas de endemicidade, morbidade e, em particular, pela dificuldade
de controle, ocupa posi¢do de destaque em satide publica (ANDRADE, 2005).

2 METODOLOGIA

Este estudo baseou-se na execucéo de testes antimicrobianos para Salmonella sp.; com aborda-
gem discursiva, incluindo coleta de material e analises laboratoriais. Foi realizado nas dependéncias do
Nucleo Biotecnoldgico, no Laboratdério de Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa Catarina
(Unoesc) Campus de Videira.

Evidéncia, Joacaba, v. 7, n. 2, p. 93-100, jul./dez. 2007 95



Sonia Maria Hentz, Nei Carlos Santin

A cepa de Salmonella sp foi cedida pela professora Doutora Jane Gelinski, do laboratdrio de mi-
crobiologia de alimentos da Unoesc (Videira, SC). A cepa de Salmonella sp. foi cultivada em meio Brain
Heart Infusion (BHI) antes de ser usada. O dleo essencial de alecrim, de marca comercial, foi adquirido
em farmdcia local. Os meios de cultura foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante:
Meio Salmonella Shigella (SS), Meio Muller Hinton (MH) e Agar Padrdo para Contagem (PCA). Todos
os meios de cultura utilizados foram da empresa Oxoid (Inglaterra) exceto para o Agar MH (Merck,
Alemanha). Os testes foram realizados em duplicatas. O 6leo foi utilizado puro e até a diluigdo 107).

A diluigao tanto do dleo essencial quanto da cepa de Salmonella sp. usados nos testes foi realizada
por meio de dilui¢do decimal seriada (10" até 107). Para a utilizacao da cepa de Salmonella, esta foi diluida
em agua destilada esterilizada e, para a dilui¢ao do dleo, utilizou-se uma solugao hidroalcodlica a 10%.

No Brasil, os testes de avaliagdo antimicrobiana sao padronizados pela Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria com autorizagdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (NCCLS) (BRA-
SIL, 2003); sdo desenvolvidos para analisar agentes antimicrobianos convencionais, como os antibioti-
cos. Nos testes de atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, a metodologia padrao do CLSI ndo pode
ser seguida a risca, em razdo das propriedades quimicas que estes apresentam. Utiliza-se uma pequena
modifica¢do com o disco de papel filtro impregnado com a substancia teste.

A partir do crescimento das bactérias em meio de cultura caldo BHI, foi realizado ajuste da tur-
bidez para 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a, aproximadamente, 10®* UFC/mL (Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro) e, para comprovagdo da quantidade de colonias, realizou-se con-
tagem em Petrifilm’, em virtude da praticidade de utilizagao desse sistema.

Apos a confirmagido da quantidade de colonias, introduziu-se um swab bacterioldgico na suspen-
sdo bacteriana, deixando-o submerso nessa suspensao por trés minutos. Em seguida, este foi pressionado
contra a parede do tudo, para que houvesse um esgotamento. Dessa forma, semeou-se, uniformemente,
o in4culo sobre toda a superficie de placas contendo meio de cultura Agar MH, Agar SS e PCA, todos
em duplicata. Apds secagem por 3 a 4 minutos, os discos (papel filtro Whatman - tipo 3) impregnados
com o Oleo essencial em sete concentragdes diferentes foram aplicados sobre o agar. As placas foram
incubadas, invertidas, a temperatura de 35°C +2°Cpor24 h +1 h.

Os discos, de 6 mm de didmetro, impregnados com cada concentragao do 6leo (puro até a dilui-
¢30 107), foram aplicados sobre as placas com o auxilio de pinga flambada e fria, seguindo-se conforme
metodologia de Santos et al. (2007). Foram pressionados para melhor aderir ao meio. A distancia entre
os discos foi calculada a fim de evitar sobreposigio dos halos de inibigio. As placas, foram inseridos
quatro discos de inibicdo com concentrag¢des de dleo predeterminadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada baixa sensibilidade de Salmonella frente ao dleo essencial de alecrim; nio houve
formacao de halo de inibigdo, exceto na sua concentra¢ao original (sem dilui¢ao), (Fotografias 1 e 2). O
controle realizado com antibiético sulfametoxazol (Fotografia 2) permite verificar que a capacidade de
inibi¢ao de crescimento do micro-organismo em estudo, pelo 6leo essencial puro, ¢ extremamente baixo
quando comparado ao antibidtico.

Para Ribeiro (2008), ndo existe um consenso sobre o nivel aceitavel para extratos/6leos essenciais
de plantas quando comparados com antibioticos padrdes, por isso, acredita-se que novos testes, outros
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diluentes e até mesmo o uso de outros micro-organismos Gram negativos possam apresentar resultados
mais eficientes. Para Porte e Godoy (2001), também é necessario determinar a composi¢do quimica do
6leo essencial para aproveitar suas potencialidades e aplica-lo ao estudo correto.

De acordo com Porte e Godoy (2001), e também com os resultados obtidos neste estudo, é suges-
tivo que as bactérias Gram negativas sdo menos sensiveis aos “condimentos” que as Gram positivas. Os
resultados obtidos por Haida et al. (2007), demonstram que os extratos de R. officinalis apresentam agao
contra as bactérias Gram positivas como S. aureus.

Fotografia 1: Halo de inibi¢do com dleo essencial de ale- Fotografia 2: Halo de inibi¢do com 6leo essencial de ale-
crim em concentragido 100%, sobre Salmo- crim diluido e controle com antibidtico
nella cultivada em meio SS (sulfametoxazol), sobre Salmonella cultiva-

da em meio SS

Foi possivel observar, além da utilizagdo do dleo puro, nas dilui¢des 10, 10 e sulfametoxazol,
que as demais dilui¢oes do dleo essencial nao foram eficientes na inibi¢ao do crescimento do micro-
organismo em questio (Fotografia 3); o antibiotico norfloxacina utilizado para comparagao foi capaz de
inibir o crescimento do micro-organismo. O antibidtico neomicina (Fotografia 4), também apresentou
capacidade de inibi¢ao do crescimento do micro-organismo, porém com menor proporgao.

/ Oleo iR

Oleo diluido 10"

-~ Oleo diluido™10 >

Ak Y/ \ &, 5 4
Fotografia 3: Halo de inibigdo com 6leo essencial de ale- Fotografia 4: Halo de inibi¢do com 6leo essencial de ale-
crim diluido e controle com antibidtico crim diluido e controle com antibi6tico
(Norfloxacina), sobre Salmonella cultivada (Neomicina), sobre Salmonella cultivada
em meio SS em meio SS

Evidéncia, Joacaba, v. 7, n. 2, p. 93-100, jul./dez. 2007 97



Sonia Maria Hentz, Nei Carlos Santin

Supde-se que a baixa atividade contra o crescimento bacteriano apresentado pelo dleo essencial
de alecrim justifica-se, além de outros fatores, pelo quimiotipo, época de colheita e influéncia do clima e
regido de plantio do alecrim utilizado para extragdo do 6leo.

E importante mencionar que os resultados obtidos neste estudo nio sofreram influéncia da dilui-
¢ao do dleo em alcool a 10%, pois o controle com dlcool a 10% nao apresentou inibigao no crescimento
de Salmonella.

4 CONCLUSAO

O ¢leo essencial comercial de Alecrim (Rosmarinus Officinalis L.) apresenta agdo inibitoria ante a
Salmonella sp. apenas na sua forma pura, ou seja, sem dilui¢ao. Testes com maior nimero de diferentes
cepas de Salmonella serdo uteis para uma avaliacao definitiva da atividade antimicrobiana desse 6leo
essencial disponibilizado comercialmente.

Evaluation of the Antimicrobial Activity of the Essential Oil of Rosemary (Rosmarinus
Officinalis L.) Against Salmonella sp.

Abstract

The Rosemary extracts (Rosmarinus officinalis L.) are famous for its antioxidant and preservative proper-
ties. The value to flavor of a plant is almost always associated with the essential oil percentage. Essential
oils are chemical composites generated during the development of the plant as secondary biomolecules.
Salmonella is considered the main pathogen involved in alimentary toxiinfections. It is very important to
have Information regarding the antimicrobials activity of the essential oil of rosemary related to the inte-
rest for its utilization in substitution to chemical additives. In this sense there is also important to evaluate
the biotechnological techniques of facilitating and improving the process of production, extraction and ap-
plication of these composites. In the present study was evaluated the action of antimicrobial activity of es-
sential oil of Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) against Salmonella sp.. Was utilized the filter paper disk
method to evaluate the action inhibition of essential oil of rosemary. The results showed the inhibition
that pure essential oil of Rosemary (R. officinalis L.) against Salmonella sp was lesser than the inhibition of
the antibiotic used as positive control. We can conclude that the commercial essential oil of Rosemary (R.
officinalis L) inhibit Salmonella sp. only in its pure form (no dilution).

Keywords: Rosmarinus officinalis L. Antimicrobials. Salmonella sp.
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