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O orégano (Origanum vulgare L., familia Lamiaceae) € uma planta
condimentar que além de apresentar propriedades aromaticas
apresenta também propriedades antimicrobianas e antioxidantes,
que atuam como conservantes naturais inibindo o crescimento
de micro-organismos. Este estudo teve como objetivo determinar
a composi¢cdo quimica e avaliar a atividade antibacteriana do
Oleo essencial de orégano frente as cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis. O método
empregado para extragdo do 6leo essencial de orégano foi de
arraste de vapor d’agua, utilizado o extrator de Clevenger. Para a
identificagdo dos constituintes utilizou-se a técnica de Cromatografia
a gas acoplada a espectrometria de massas, encontrando-se 25
constituintes, sendo o 4-terpineol e timol os compostos majoritarios,
seguido pelo a-terpineno, p-cimeno, allocimeno, [-terpineol e
acetato de linalina. A atividade antimicrobiana do 6leo e a avaliagao
da susceptibilidade das cepas testes aos antibidticos comerciais
foram avaliadas através do método de difusdo de discos. O
Oleo essencial de orégano apresentou uma excelente atividade
antibacteriana, obtendo-se halos de inibicdo de 13,5 mm, 27,5mm
e 12,5mm sobre E.coli (ATCC 25922), S. aureus (ATTCC 25923)
e S. choleraesuis (ATTCC 12011). Todos os patdgenos testados
apresentaram sensibilidade ao 6leo essencial de orégano, sendo
observado maior agdo do 6leo sobre a bactéria Gram-positiva. Com
base nos resultados obtidos conclui-se que o 6leo essencial de
orégano apresentou uma excelente acao antibacteriana, podendo
ser utilizado como um conservante natural de alimentos.
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1. INTRODUGAO

As mudancgas nos habitos alimentares dos consumidores tém aumentado a sua preocupagao
com a qualidade e segurancga dos alimentos, principalmente, devido aos indices alarmantes de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) ocorridos no Brasil nos tltimos onze anos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011).

Em decorréncia disso, a busca por compostos antimicrobianos naturais tem se intensificado
com o propésito de serem aplicados na conservagao de alimentos (BURT, 2004). Os 6leos essenciais
extraidos de plantas condimentares tém sido considerados uma fonte segura de antimicrobianos
naturais, por ndo apresentarem riscos a saude dos consumidores. Diversos estudos tem reportado o
efeito inibitério dos éleos essenciais sobre diferentes micro-organismos contaminantes de alimentos
(TRAJANO et al., 2009; SANTOS et al., 2011).

Os dleos essenciais (OE) sao liquidos aromaticos oleosos obtidos a partir do material
vegetal (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes). Estes
podem ser obtidos pela fermentagdo ou extragdo, mas o método de arraste a vapor € o mais
comumente usados para fins comerciais. Estima-se o reconhecimento de mais de 3.000 tipos de
Oleos essenciais, dos quais 300 possuem aplicagdes comerciais (PEREIRA, 2011).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham um papel importante na protecado das
plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e também contra
herbivoros. Eles também servem para atrair alguns insetos que favorecem a dispersao de pélen e
sementes, ou mesmo para repelir outros insetos indesejaveis. Os 6leos essenciais sdo extraidos
de diversas plantas aromaticas geralmente localizadas em paises de clima temperado e/ou quente
como Mediterraneo e paises tropicais (BARBOSA, 2010).

Os oleos essenciais de plantas condimentares sdo bastante conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas e antioxidades. O orégano é uma planta condimentar frequentemente
utilizada na culinaria com a finalidade principal de conferir sabor e aroma aos alimentos. O déleo
essencial extraido das folhas do orégano tem sido reportado por suas propriedades antimicrobianas
sobre fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Pesquisas comprovam os efeitos
antimicrobianos do 6leo essencial de orégano sobre diversos patégenos, como espécies dos
géneros Escherichia, Salmonella, Staphylococcus, Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Rhizoctonia.
Contudo, essa atividade bactericida pode variar de acordo com os teores dos componentes quimicos
presentes nesse 06leo, principalmente o timol e carvacrol (MILOS et al., 2000; PEREIRA, 2006;
SILVA et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi determinar a composi¢do quimica e avaliar a

susceptibilidade do 6leo essencial de orégano frente as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella choleraesuis.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

As folhas de orégano secas foram adquiridas no comércio informal da cidade de S&o Luis-
MA. A extracdo do 6leo essencial das folhas de orégano foi realizado no Laboratério de Fisico-
Quimica do Programa de Controle de Qualidade de Alimentos e Agua da Universidade Federal do
Maranhao. Inicialmente, 300 gramas de folhas secas de orégano maceradas foram transferidas
para um baldo de fundo chato de 6 litros, sendo em seguida adicionado agua destilada na proporgéo
de 1:10 (massa:volume). O método empregado foi o de hidrodestilagdo, utilizando o extrator de
Clevenger. Apés o processo de extragdo, o 6leo coletado foi seco por meio de percolagdo com
Na,SO, anidro e armazenado em recipiente adequado.

2.2 ANALISE CROMATOGRAFICA

As anadlises cromatograficas foram realizadas no Laboratérios de Produtos Naturais da
Universidade Estadual de Campinas, para a identificagdo dos constituintes do éleo essencial de
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orégano, utilizou-se a técnica de Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG/
MS) nas seguintes condi¢gdes: Volume injetado: 0,3pL; Coluna: Capilar, 30mx0,25mmx0,25um. HP-
5MS, 5% difenil, 95% dimetil polisiloxano (Equivalente DB-%MS ou CP-Sil 8CB LB\MS); Gas de
arraste: He (99,9995%); fluxo: 1,0mL min-1; Injetor: 280°C, modo Split (1:10); Forno: 40°C (5,0min)
— 240°C (4°C min-1); 240°C — 300°C (8°C min-1, 7,5min); tT=60,0min; Detector: EM; El (70 eV);.
Para a identificagao dos compostos detectados nas amostras, utilizaram-se as bases de dados de
espectros de massas NIST105, NIST21 e WILEY139.

2.3 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi avaliada através do método de difusdo de
disco (BAUER et al, 1966), conforme descrito posteriormente.

2.3.1. PREPARO DO INOCULO

Cepas testes de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATTCC 25923) e
Salmonella choleraesuis (ATTCC 12011) foram ativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e apds
24 horas de incubacéo foi realizado a padronizagéo do inoculo com a escala 0,5 de Mac Farland
(10® micro-organismos/ mL).

2.3.2 Metopo pe DiFusAo pe Discos (MDD)

Com auxilio de um swab, o inéculo (0,1mL) de cada bactéria teste, foi semeada sobre a
superficie das placas de agar Mueller-Hinton. Em seguida, sobre este, foram aderidos pequenos
discos de papel de filtro impregnados com 75 pL do 6leo essencial de orégano, com o auxilio de
uma pinga previamente flambada. Os discos foram pressionados levemente contra a superficie do
meio. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e posteriormente foi realizada a leitura do
halo de inibicdo com uma régua milimetrada. Para controle positivo, foi realizada a avaliagdo de
susceptibilidade das cepas testes a antibiéticos comerciais (penicilina 10 ug e vancomicina 30 ug)
pelo método de difusdo de discos supracitado.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 apresenta o cromatograma do 6leo essencial de orégano obtido pelo sistema
de hidrodestilacdo de Clevenger. A analise cromatografica identificou 25 constituintes, tendo o
4-terpineol e timol como compostos majoritarios, seguido pelo a-terpineno, p-cimeno, allocimeno,
B-terpineol e acetato de linalina.

Resultados similares foram observados por Cleff et al. (2010), sendo o 4-terpineol e timol
os compostos encontrados em maiores concentragoes. Os autores também destacam que fendis,
como carvacrol, timol, gamaterpeno e p-cimeno sdo os compostos ativos do 6leo essencial do
orégano, representando 70 a 98% da sua composicgéao.

Milos et al. (2000) identificaram um total de 16 compostos no 6leo essencial do orégano,
entre eles estdo o timol, carvacrol, p-cimeno e g-terpeno. O conteudo de compostos fendlicos do
Oleo essencial de orégano, depende de fatores abidticos, tais como, a localizagdo geogréfica da
planta, condigbes ambientais, época de colheita entre outros e do método de extragdo (MARINO
et al., 2001). De fato, Silva et al. (2010) observaram uma grande variagdo nos teores de timol e
carvacrol no 6leo essencial de orégano proveniente de cinco marcas comerciais diferentes.

A Tabela 1 apresenta dados referentes a agao antibacteriana do éleo essencial de orégano
avaliada pelo método de difusédo de discos. O 6leo essencial de orégano apresentou maior atividade
antibacteriana sobre o Staphylococcus aureus apresentando halo de inibicao de 27,5 mm, enquanto
que os menores halos de inibigao foram obtidos para a Salmonella choleraesuis e Escherichia coli.
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FIGURA 1. CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DO OREGANO, APRESENTANDO
0S PRINCIPAIS CONSTITUINTES IDENTIFICADOS, P=PICO: A-TERPINENO (P4),
P-CIMENO (P5), ALLOCIMENO (P7), B-TERPINEOL (P9), 4-TERPINEOL (P12), ACETATO
DE LINOLINA (P16), TIMOL (P18). *COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR COMPARAGAO
COM O TEMPO DE RETENGAO DOS PADROES.

TABELA 1. HALOS DE INIBIGAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO FRENTE E
ANTIBIOTICOS COMERCIAIS FRENTE AS CEPAS DE Escherichia coli (ATCC 25922),
STaphylococcus aureus (ATTCC 25923) E Salmonella choleraesuis (ATTCC 12011).

Halos de inibicdo (mm)*

Oleo essencial Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonella
choleraesuis
Origanum vulgare L. 13,5 27,7 12,5

Nota: *“Médias obtidas das analises realizadas em duplicatas.

Moreira etal (2005) classificam a sensibilidade dos micro-organismos frente a agéo dos 6leos
essenciais de acordo com o tamanho do didmetro do halo de inibicao formado, sendo considerados
resistentes (R) halos de inibigdo com diametro inferior a 8 mm e sensivel (S), diametros de 9-14 mm.
Com base nesses dados, todas as bactérias testadas podem ser considerados sensiveis a agao do
Oleos essencial de orégano.

A atividade antibacteriana do 6leo essencial de orégano frente as espécies Staphylococcus
aureus., Escherichia coli e Salmonella sp. tem sido comprovado por outros pesquisadores, 0s quais
relatam baixas concentragdes inibitérias para esses micro-organismos, estando em torno de 128,
512 e 529 ug.mL™", respectivamente (POZZO et al., 2011; VERAS, 2011).

Aagao antibacteriana dos 6leos essenciais esta diretamente relacionada com a composi¢ao
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quimica. Segundo Pozzo (2011), a atividade antibacteriana do 6leo essencial de orégano deve-se
ao conteudo de carvacrol e timol presentes nesse 6leo. De fato, Burt (2004) relata que os principios
ativos, provocam distorcdo na estrutura fisica da célula, causando expansdo e consequente
desestabilidade na membrana celular, modificando sua permeabilidade, desnaturando enzimas
essenciais e alterando a forga elétron motora, por meio de variagdes no pH e potencial elétrico.

O timol e carvacrol apresentam atividades semelhantes frente a diversas bactérias, no
entanto ja foram constatadas diferencas na agdo destes elementos contra espécies de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (ARAUJO, 2010). Durante esse estudo, observou-se uma maior
eficiéncia do 6leo essencial de orégano frente a bactéria Gram-positiva do que as bactérias Gram-
negativas testadas, o que pode estar relacionado as caracteristicas lipofilicas da parede celular das
bactérias Gram-positivas, facilitando dessa forma a acado do 6leo essencial na membrana celular.

Marino et al. (2001) analisando o efeito antimicrobiano de varias especiarias notaram que
0 6leo essencial de orégano foi 0 mais efetivo na inibigdo de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, causando um alongamento da fase lag. Ademais, tal produto, apresentou-se como
eficiente substancia bactericida, detectado pela nédo recuperagédo de tais micro-organismos apds
reincubacao em meio de recuperagéo. Entre as cepas Gram-negativas, a E.coli O157:; H7 foi a mais
sensivel, enquanto que a Listeria monocytogenes e espécies da familia Bacilaceae foram os mais
sensiveis entre os Gram-positivos analisados.

Veras (2011) observou que nao houve diferenga significativa entre a agao bactericida do
Oleo essencial do orégano e o timol, indicando que o timol é responsavel pela bioatividade desse
Oleo. Entretanto, os demais componentes podem agir sinergicamente aumentando o potencial
antimicrobiano (BURT, 2004), o que infere-se portanto que o efeito inibitério do 6leo essencial de
orégano analisado pode ser resultante da interagdo do 4-terpineol e timol, componentes majoritarios
desse odleo.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que o déleo essencial de orégano apresentou
uma excelente agdo antibacteriana sobre as cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATTCC 25923) e Salmonella choleraesuis (ATTCC 12011), tendo como componentes
quimicos majoritarios o 4-terpineol e timol. Dessa forma, o dleo essencial de orégano constitui-se
uma fonte alternativa para a conservagéo de alimentos, principalmente no controle microbiolégico,
como também pode ser aplicado como aromatizante natural.

ABSTRACT

CHEMICAL COMPOSITION AND SUSCEPTIBILITY OF OREGANO ESSENTIAL OIL
(ORIGANUM VULGARE L., LAMIACEAE) ON STRAINS OF ESCHERICHIA COLI,
STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND SALMONELLA CHOLERAESUIS

Oregano (Origanum vulgare L., Lamiaceae) is a spice plant that besides having aromatic
properties also has antimicrobial and antioxidants properties, which act as natural preservatives to
inhibit the growth of micro -organisms. This study aimed to determine the chemical composition and
evaluate the antibacterial activity of the essential oil of oregano against the strains of Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Salmonella choleraesuis . The method used for extraction of essential
oil of oregano was the drag of water vapor with the extractor Clevenger. For the identification of the
constituents used the technique of chromatography coupled with mass spectrometry gas, obtaining
25 constituents with the 4 - terpineol and thymol the major compounds, followed by a - terpinene,
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p - cymene, allocimeno, B -terpineol and linalina acetate. The antimicrobial activity of the oil and
assessment of the susceptibility of the test strains to commercial antibiotics were evaluated using the
disc diffusion method. The essential oil of oregano exhibited excellent antibacterial activity, resulting
in inhibition zones of 13.5 mm, 27.5 mm and 12.5 mm for E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATTCC
25923) and S. choleraesuis ( ATTCC 12011 ). All pathogens tested were susceptible to essential
oil of oregano, being observed the larger action of the oil on the bacteria Gram-positive. Based on
the results obtained it is concluded that the essential oil of oregano exhibited excellent antibacterial
activity and can be used as a natural food preservative.

KEY-WORDS: OREGANO, BACTERIA AND ANTIMICROBIAL.
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