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DETERMII\JAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA "IN VITRO" DE
QUATRO OLEOS ESSENCIAIS DE CONDIMENTOS E ESPECIARIAS
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Determinou-se a atividade antimicrobiana "in vitro"
de quatro Oleos essenciais de condimentos e
especiarias (canela, cravo, gengibre e menta), em
trés diferentes concentragbes (10,0; 1,0 e 0,1%)
sobre vinte e um microrganismos (sete leveduras e
guatorze bactérias). Para tanto, foram utilizados
inoculos padronizados destas leveduras e
bactérias, previamente crescidos em caldo nutriente
e semeados pela técnica de plagueamento em
réplica, em placas de Petri contendo agar nutriente
+ tween 20, sem tratamento (controle) e com as
diferentes concentracdes dos 6leos essenciais
estudados. Os resultados, obtidos apds incubacéo
a 30 °C por 30 dias, demonstraram que, dentro dos
parametros utilizados no experimento, os Oleos
essenciais com maior atividade antimicrobiana
foram os de canela e menta, nas concentracdes de
10,0 e 1,0%. O o6leo de cravo também inibiu
completamente 0 crescimento de todos os
microrganismos testados na concentracdo de
10,0%.

1 INTRODUCAO

Os temperos ou condimentos, utilizados como ingredientes na preparagao
de alimentos, desempenham importante papel em decorréncia do aumento
no consumo de produtos industrializados. Os temperos ou condimentos,
assim como as especiarias, sao substancias de origem vegetal, geralmente
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usadas para conferir sabor agradavel aos alimentos. A industria alimenticia
utiliza normalmente condimentos preparados, prontos para uso, que
podem ser obtidos pela simples mistura de substancias naturais ou
elaborados com a adicdo ou ndo de substancias alimenticias. Estes
condimentos apresentam-se sob a forma de pd, pasta ou molho, em
emuls&o ou suspensdo (SAO PAULO, 1978).

Os condimentos assim como as especiarias, sob o ponto de vista
microbioldgico, em contato com umidade e temperatura adequadas podem
sofrer ataque de bolores ou microrganismos que propiciam a deterioragao
do alimento, acarretando moléstias ao consumidor. No entanto, alguns
apresentam atividade antimicrobiana, que pode ajudar na conservacéo de
alimentos, e outros ainda estimulam o metabolismo microbiano, tornando
mais rapida a alteracdo e/ou formacéao de toxinas (ICMSF, 1980).

Diversos autores tém estudado a atividade antimicrobiana dos
condimentos e/ou especiarias, assim como de seus 6leos essenciais, que
progressivamente tém sido adicionados aos alimentos como
aromatizantes.

GALLI et al. (1985) testaram Oleos e extratos (obtidos pela destilacdo e
concentracdo a vacuo de infusdes alcodlicas e aquosas, respectivamente)
dos condimentos (80/20% solucdo aquosa destilada) contra treze
microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos e treze leveduras e
bolores em meio sodlido. Com as bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas houve efeito geralmente pequeno, sendo os bacilos e os
clostridios as linhagens mais sensiveis. Os bolores foram mais sensiveis
ao efeito inibitério do que as leveduras (embora tenha gerado ampla
divergéncia). Os Oleos essenciais de mostarda e canela e extratos de
zimbro apresentaram o efeito mais marcante. Quando a dose inibitéria
minima foi determinada em extratos de louro e noz-moscada e 6leos de
canela, louro e tomilho, os valores foram geralmente > 2000 ppm.

Segundo BRIOZZO et al. (1989) o 6leo essencial de cravo disperso em
solucdo concentrada de acucar (0,4% v/v) revelou efeito germicida
marcante contra diversos organismos. Foram testados Candida albicans,
Staphylococcus aureus (cinco linhagens), Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens e Escherichia coli
inoculadas a 10’ UFC/mL e Candida albicans (inéculo de 4,0 x 10°
UFC/mL), sendo quase todos mortos (>99,99%) ap6s 2-7 minutos, no
laboratério em caldo suplementado com 63% de acgucar (v/p), contendo
0,4% de 6leo essencial de cravo (v/p). A adicdo de matéria organica (por
exemplo, soro humano ou bovino) ndo prejudicou a atividade
antimicrobiana. O acucar ndo foi necessario para a atividade
antimicrobiana do 6leo de cravo, mas a solucao concentrada de acucar
produziu bom veiculo para se obter dispersdo de 6leo, relativamente
estavel para certas aplicacdes praticas.
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Seis 0Oleos essenciais de condimentos (salvia, alecrim, alcaravia, cominho,
cravo e tomilho) e seus ingredientes basicos foram testados quanto ao seu
efeito inibidor contra trés linhagens de bactérias Gram negativas, quatro
linhagens de bactérias Gram positivas, uma bactéria produtora de acido e
uma cepa de levedura. Realizou-se a separacdo preliminar da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais com disco de papel de filtro e o
método de difusdo em agar. Mediu-se também a concentracdo minima
inibidora para cada 6leo essencial contra varios microrganismos. As mais
baixas concentracfes (0,25-12 mg/mL) de varios 6leos essenciais foram
suficientes para prevenir o crescimento microbiano. Os dados mostraram
gue as bactérias Gram-positivas sd0 mais sensiveis aos componentes
antimicrobianos dos condimentos do que as Gram-negativas. As zonas de
inibicdo de diferentes crescimentos microbianos produzidas por varios
Oleos essenciais foram similares aquelas produzidas por seus
componentes basicos. Os O6leos de tomilho e cominho apresentaram
atividade antimicrobiana mais forte, quando comparados aos outros 6leos
essenciais. Houve afinidade entre as estruturas quimicas dos componentes
mais abundantes dos O0leos essenciais investigados e a atividade
antimicrobiana (FARAG et al., 1989).

MEENA e VIJAY (1994) estudaram a atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais de condimentos sobre uma série de microrganismos, utilizando
o método de difusdo em disco de papel. Os Oleos essenciais de
condimentos como cominho, gengibre, coentro, manjericio e cravo, e
também eugenol e alil-iso-tiocianato (6leo volatii de mostarda) foram
pesquisados. Lactobacillus acidophilus, Bacillus cereus, Saccharomyces
cerevisiae, Mycoderma sp e Aspergillus niger foram usados como
organismos teste. Os Oleos essenciais mostraram varios graus de inibi¢cao
sobre os organismos teste. Mycoderma sp foi 0 mais susceptivel e Bacillus
cereus 0 mais resistente a todos os 0leos essenciais de condimentos. A
susceptibilidade seguiu a ordem Bacillus cereus, Lactobacillus acidophilus,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger e Mycoderma sp. Maior
atividade antimicrobiana foi observada com o alil-iso-tiocianato, seguido do
eugenol, ambos a temperatura ambiente e a 37 °C. Os 6leos dos outros
condimentos foram menos efetivos.

ISMAIEL (1988) testou os efeitos dos 0Oleos essenciais de cravo, tomilho,
pimenta preta, pimenta, orégano, alho, cebola e canela na germinacao,
crescimento pos-germinativo, crescimento e producdo de toxina de
Clostridium botulinum (seis linhagens dos tipos A, B e E) em meio
microbiolégico. O 6leo de alho foi 0 mais potente inibidor da germinacéao.
Aparentemente o0s Oleos nao apresentaram efeito significativo no
crescimento pos-germinativo de esporos germinados, nem na producao de
toxina. Os Oleos de pimenta preta, cravo, canela e orégano foram os mais
fortes inibidores do crescimento vegetativo. O estudo revelou também o
efeito da combinacdo do Oleo de orégano e NaNO, no crescimento e
producdo de toxina pelo Clostridium botulinum em sistemas modelo de
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carne. Em carne de porco empacotada a vacuo, 400 ppm de Oleo
de orégano combinado com 50-100 ppm de NaNO; inibiram
significativamente o crescimento e a producédo de toxina.

ISMAIEL e PIERSON (1990) avaliaram os efeitos dos O6leos de cravo,
tomilho, pimenta preta, pimenta, orégano, alho, cebola e canela no
crescimento e germinacdo de Clostridium botulinum, tipos 33A, 40B e
1623E. Em 200 ppm todos os Oleos apresentaram alta inibicdo do
crescimento de Clostridium botulinum (33A, 40B e 1623E). Em 10 ppm a
atividade inibitéria de muitos éleos diminuiu. Com relacédo a atividade de
crescimento de Clostridium botulinum os 6leos de canela, orégano e cravo
mostraram-se muito ativos, os de pimenta e tomilho ativos, e os de alho,
cebola e pimenta preta pouco ativos. A efetividade na germinacao foi
totalmente diferente. A 150 e 200 ppm todos os 6leos preveniram
completamente a germinacdo. Em 10 ppm, alho e cebola mostraram maior
atividade que os outros 6leos. Os esporos de 33A foram mais sensiveis
que os de 40B e 1623E.

Os efeitos inibitérios de 6leos essenciais de coentro, cravo, noz-moscada e
pimenta sobre Aeromonas hydrophila, linhagens ISM 84331 (isolada
clinicamente) e DIP 28 (isolada de peixe fresco) foram estudados em agar
triptic soja. Os Oleos essenciais de cravo, coentro e noz-moscada, em
concentragdes respectivamente de 500; 1250 e 10000 uL/mL mostraram-
se efetivos para inibir o crescimento de Aeromonas hydrophila. Em
pimenta, contendo o minimo de 0leo ativo, 15000 pg/mL foram necessarias
para inibir a cultura diluida de Aeromonas hydrophila. O comportamento da
Aeromonas hydrophila também foi avaliado em amostras de lombo de
porco ndo curado e cozido, obtidas de uma planta local, cortadas em
pedacos de 11x6x1 cm, cozidas em banho de agua a 75 °C, por 30
minutos e tratadas com Oleo de coentro ou de cravo. As amostras
empacotadas a vacuo ou a ar foram armazenadas a 2 e 10 °C. Os d6leos
essenciais de coentro e de cravo causaram reducdo no crescimento de
Aeromonas hydrophila. Em amostras de carne tratadas com 6leo de cravo
e armazenadas a 10 °C, o efeito letal foi significativamente aumentado pela
embalagem a vacuo. Os dados evidenciaram que os 0leos essenciais de
coentro e de cravo poderiam ser usados para o controle de Aeromonas
hydrophila em carne n&o curada cozida, em temperatura definida,
especialmente se usados em combinacdo com embalagem a vacuo
(STECCHINI et al., 1993).

Numa tentativa para identificar substancias anticariogénicas, YOU et al.,
(1993) investigaram as atividades de algumas ervas medicinais e
condimentos contra Streptococcus mutans. Os 0Oleos essenciais de
orégano, tomilho, salvia, funcho, noz moscada, alecrim, calamo e cortex de
cassia mostraram atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans. O
Oleo essencial de orégano foi o mais ativo. A concentragdo minima
inibitéria do éleo essencial de orégano foi de 0,05 puL/mL.
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DEANS e RITCHIE (1987) examinaram as propriedades antibacterianas de
cinquenta 6leos essenciais sobre vinte e cinco géneros de bactérias. Para
tanto, testaram quatro concentracdes de cada 6leo (ndo diluida e diluida a
1:2, 1:5 e 1:10 em etanol absoluto), utilizando técnica de difusdo em agar.
Os dez oOleos mais inibitérios foram os de tomilho, canela, louro, cravo,
améndoa (amarga), ligustica, pimentdo, manjerona, angélica e noz-
moscada. Os extratos mais abrangentemente inibitérios foram os de
angélica (sobre vinte e cinco géneros), louro (vinte e quatro), canela (vinte
e trés), cravo (vinte e trés), tomilho (vinte e trés), améndoa amarga (vinte e
dois), manjerona (vinte e dois), pimentdo (vinte e dois), geranio (vinte e
um) e ligustica (vinte).

A atividade antimicrobiana de trinta e dois 6leos essenciais de plantas,
comumente usadas nas industrias de alimentos, foi examinada em quatro
linhagens de Listeria monocytogenes e uma linhagem de Listeria innocua,
mediante dois procedimentos (método de difusdo em disco de papel e a
curva de inibicdo). No primeiro procedimento foi testada uma solucéo
etandlica absoluta (1:5 v/v) de cada 6leo em placas inoculadas com
bactérias na concentracédo de 10° UFC/mL. Cinco dos trinta e dois 6leos
essenciais (canela, cravo, orégano, pimentdo e tomilho) mostraram
atividade antibacteriana. O estudo da curva de inibicdo, em sistema de
solucdo salina, evidenciou atividade marcada e rapida (geralmente com
uma hora de exposi¢cao) para 6leo de pimentdo e atividade lenta para os
Oleos de cravo, orégano e tomilho. A atividade antilistérica dos o6leos
testados com a linhagem dependente obedeceu 0 mesmo comportamento.
A linhagem de Listeria monocytogenes, testada em alimento matriz (carne
de porco picada) e oleo essencial de tomilho, reduziu esta populacdo em
aproximadamente cem vezes na primeira semana de estocagem (AURELI
et al., 1992).

MOLEYAR e NARASIMHAM (1992) pesquisaram a atividade
antibacteriana de quinze 6leos essenciais sobre Staphylococcus sp,
Micrococcus sp, Bacillus sp e Enterobacter sp, pela técnica de
plagueamento em agar. O aldeido cinamico foi o0 componente mais ativo
seguido por citral, geraniol, eugenol e mentol. Em 500 pug/mL o aldeido
cindmico inibiu completamente o crescimento bacteriano por mais de 30
dias a 30 °C, comparado com 200 pug/mL de butil hidroxi anisol (BHA). A 25
e 20 °C a atividade antibacteriana de cinco 0leos essenciais aumentou. A
adicdo de cloreto de sbédio a 4% no meio (p/v) nao teve efeito na atividade
inibitoria do aldeido cinamico. Em misturas de aldeido cinamico e eugenol
ou BHA foi observado efeito aditivo.

BAYOUMI (1992) estudou os efeitos de quatro 6leos essenciais (cravo,
canela, cardamomo e horteld-pimenta) no crescimento de culturas
produtoras de acido lactico (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus), juntamente com a utilizacdo destes Oleos essenciais na
fabricacdo de iogurte flavorizado. O Oleo de canela foi o mais efetivo
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agente antibacteriano contra Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus, com completa inibicdo do crescimento bacteriano em leite na
concentracdo de 0,5-10%, seguido pelos 6leos de cardamomo, de cravo e
de horteld. A atividade antibacteriana foi influenciada pela espécie
bacteriana e pela concentracdo de 6leos essenciais. Amostras de iogurte
com boa consisténcia, aparéncia e sabor foram obtidas pela adicdo de
preparacdes de flavorizantes hidrossolUveis de cravo, horteld-pimenta e
canela a respectivamente 0,5; 0,4 e 1,0 g/Kg de leite. Para cardamomo, a
melhor concentracéo foi de 0,5-0,7 g/Kg de leite. A vida de prateleira dos
logurtes flavorizados foi de quinze dias a 10 °C ou vinte e seis dias a 6 °C.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a atividade
antimicrobiana "in vitro" de quatro Oleos essenciais de condimentos e
especiarias (canela, cravo, gengibre e menta) da mesma marca comercial,
em trés diferentes concentracées (10,0; 1,0 e 0,1%), sobre vinte e um
microrganismos (sete leveduras e quatorze bactérias).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS MICRORGANISMOS

As leveduras utilizadas foram cedidas pelo Prof. Dr. Allen Norton Hagler,
do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, ao
passo que as bactérias pertenciam a colecao de culturas do Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos - DETA/UNESP, Sao José do Rio Preto (SP),
Brasil.

2.2 ENSAIO DE RESISTENCIA AOS OLEOS ESSENCIAIS DE
CONDIMENTOS E ESPECIARIAS

Para esta prova foram utilizados inéculos padronizados de vinte e um
microrganismos (sendo sete leveduras e quatorze bactérias), previamente
crescidos a 30 °C, por 24 horas, em caldo nutriente. Os mesmos foram
inoculados pela técnica de plagueamento em réplica, em placas de Petri
contendo &gar nutriente + tween 20, sem tratamento (controle) e com trés
diferentes concentracdes (10,0; 1,0 e 0,1%) dos quatro Oleos essenciais de
condimentos e especiarias (canela, cravo, gengibre e menta). Todas as
placas semeadas, posteriormente foram incubadas a 30 °C, por 30 dias,
com a finalidade de se verificar a resisténcia ou ndo dos microrganismos
frente aos produtos testados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento dos microrganismos frente aos diferentes produtos e/ou
concentracdes testadas encontram-se na Tabela 1.

Verificou-se crescimento de todos os vinte e um microrganismos (100%)
nas placas de Petri contendo somente 0 meio de cultura (controle). Todos
0S microrganismos testados mostraram-se sensiveis aos 6leos essenciais
de canela e menta, nas concentracbes de 10,0 e 1,0%, assim como ao
Oleo essencial de cravo, na concentracdo de 10,0%. Tais resultados séo
semelhantes aos encontrados por BAYOUMI (1992), confirmando a
eficacia dos 6leos de canela e cravo como agentes antimicrobianos.

Todos os microrganismos estudados apresentaram resisténcia ao 0leo
essencial de gengibre, nas trés concentragdes testadas.

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, apds incubacao a 30 °C por 30 dias,
verificou-se que os Oleos essenciais com maior atividade antimicrobiana
foram os de canela e menta, nas concentracfes de 10,0 e 1,0%. O 6dleo
essencial de cravo, na concentragdo de 10,0% também inibiu
completamente o crescimento de todos os microrganismos testados.

O oleo essencial de gengibre, nas concentracbes empregadas, ndo se
mostrou eficiente como agente antimicrobiano.

Abstract

The in vitro antimicrobial activity was determined for essential oils of cinnamon, clove,
ginger, and mint using three different concentrations (10.0, 1.0 and 0.1%) on twenty-one
microorganisms (seven species of yeasts, and 14 species of bacteria). The study involved
standardized inoculum of microorganisms — previously grown in nutrient broth and sown
through the “in replica plating technique” in Petri dishes containing nutrient agar plus tween
20 — with no treatment (control) and with addition of the different concentrations of
essential oils. The results obtained after incubation at 30° C for thirty days showed that,
within the parameters used in the experiment, the essential oils of cinnamon and mint
presented the highest antimicrobial activity in the concentrations of 10.0 and 1.0%,
followed by that from clove in the concentration of 10.0%, which also completely inhibited
the growth of all the tested microorganisms.
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