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RESUMO

Neste estudo, foi determinada a composi¢do quimica de Sleos essenciais obtidos de trés espécies de
plantas medicinais cultivadas na regido Sul do Brasil: Cymbopogon winterianus (citronela), Eucalyptus
paniculata (eucalipto) e Lavandula angustifolia (lavanda), e as atividades antimicrobianas foram avaliadas
frente a 11 espécies de bactérias, incluindo-se espécies de importincia em alimentos e em satde publica.
A composi¢do dos 6leos essenciais, obtidos por destilagao a vapor, foi determinada por CG/DIC e CG/
EM; a atividade antimicrobiana foi detectada pela técnica de difusdo em disco; a CMI e a CMB foram
determinadas pela metodologia de microdiluigao. Os dleos essenciais de lavanda e citronela apresentaram
monoterpenos oxigenados como componentes majoritdrios e, no 6leo essencial de eucalipto, os
monoterpenos hidrocarbonados foram os principais constituintes. O 6leo essencial de citronela foi o mais
ativo contra a maioria das bactérias testadas, com valores de CMI e CMB, respectivamente, de 0,075 e 0,31
mg/mL para Yersinia enterocolitica. O 6leo essencial de lavanda destacou-se pela atividade inibitdria contra
Escherichia coli e Salmonella Typhimurium, e o 6leo de eucalipto foi ativo contra Pseudomonas aeruginosa.
Este estudo demonstra que os dleos essenciais avaliados apresentam potencial para aplicagdo como agentes
antimicrobianos naturais.

Palavras-chave. 6leos volateis, antimicrobianos, produtos naturais, plantas medicinais.

ABSTRACT

The chemical composition of essential oils derived from three medicinal plant species growing in
the South of Brazil: Cymbopogon winterianus (citronella), Eucalyptus paniculata (eucalyptus), and
Lavandula angustifolia (lavender) was determined, and their antimicrobial activities were evaluated
against 11 bacterial species, including those related to foodborne and human pathogens. The essential
oils were obtained by steam distillation, and its chemical composition was analyzed by GC and GC/MS.
Antimicrobial activity was screened by disc-diffusion assay. MIC and MBC of the sensitive strains were
determined by microdilution methodology. The main components of lavender and citronella essential oils
were the oxygenated monoterpenes, and the monoterpene hydrocarbons in eucalyptus oil. Citronella oil
showed the lowest MIC and MBC values on the majority of the tested bacteria, and the MIC and MBC
values against Yersinia enterocolitica were of 0.075 and 0.31 mg/mL, respectively. The lavender oil was
active against Escherichia coli and Salmonella Typhimurium, and the eucalyptus inhibited the growth of
Pseudomonas aeruginosa. This study showed that the evaluated essential oils might be potentially used as
natural antimicrobial agents.

Keywords. volatile oils, antimicrobials, natural products, medicinal plants.
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INTRODUCAO

A vida vegetal tem sido, ao longo das eras de
evolugdo, alimento e remédio para toda a sorte de espécies
animais, das mais primitivas as mais especializadas.
A busca e o uso de plantas com propriedades bioativas
¢ uma pratica multimilenar, atestada em varios
tratados de fitoterapia das grandes civilizagdes ha
muito desaparecidas™”. Atualmente, com a emergéncia
de linhagens de bactérias resistentes a maioria dos
antimicrobianos disponiveis, observa-se uma renovagao
no interesse pela busca de agentes antimicrobianos
alternativos®. Além disso, o consumidor tem valorizado
cada vez mais a disponibiliza¢do de produtos cosméticos e
alimenticios mais naturais, saudaveis e que possam trazer
algum beneficio a saude. Esses fatores tém contribuido
para aumentar o interesse na pesquisa de produtos
naturais que apresentem atividades biologicas tais como
a atividade antimicrobiana®’.

Oleos essenciais sio produtos aromdticos e
volateis derivados do metabolismo secundario de plantas,
formados em células e grupos de células especiais, e
normalmente encontram-se concentrados em uma
determinada regido, tal como folhas, frutos ou casca®.

Encontram-se, na literatura, varias publica¢oes
a respeito da atividade antimicrobiana dos Odleos
essenciais®®. Entretanto, frequentemente verificam-se
diferencas significativas na atividade antimicrobiana
reportada para uma mesma espécie vegetal. Essas
diferencas devem-se, principalmente, as diferentes
localizagoes geograficas, época de coleta, gendtipo e
condigoes climdticas’, sendo, portanto, necessaria a
caracterizagao da composi¢do quimica e da atividade
bioldgica de 6leos essenciais obtidos a partir de plantas
de uma determinada regido.

O género Cymbopogon inclui cerca de 140
espécies e ¢ amplamente distribuido nas regides de
climas semitemperado a tropical em todo o mundo. Duas
espécies principais de citronela sio conhecidas e tém
importancia industrial na area farmacéutica, cosmética
e de perfumaria: C. nardus (citronela do Ceildo) e C.
winterianus (citronela de Java)®. Dentre suas atividades
bioldgicas, destacam-se a agdo repelente de insetos’,
apresentando atividade contra larvas do mosquito Aedes
aegypti'® e a atividade antimicrobiana'"'%.

As plantas do género Lavandula, pertencentes
a familia Lamiaceae, tém sido utilizadas para uma
variedade de propdsitos cosméticos e terapéuticos. As
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principais espécies de uso medicinal sao L. angustifolia
(L. officinalis), L. stoechas, L. latifolia e L. x intermedia,
sendo esta ultima um cruzamento estéril entre L. latifolia
e L. angustifolia.O 6leo essencial de lavanda ¢ bastante
utilizado na aromaterapia, com efeitos neuroldgicos
benéficos no alivio dos sintomas de estresse e depressao.
Também sdo relatados efeitos antiespasmoddico,
analgésico, pesticida e antimicrobiano”, com atividade
antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus
meticilina-resistentes (MRSA)' e atividade antifungica®.
Os constituintes do 6leo essencial de uma mesma espécie
de lavanda podem variar consideravelmente dependendo
da cultivar e do método de extragio, e essa variagao podera
determinar o valor de mercado e as possiveis aplicagdes
do produto®. Diferengas na composi¢ao quimica tornam
alguns dleos essenciais mais efetivos contra determinadas
espécies de bactérias, direcionando seu uso terapéutico’®.

Diversas espécies do género Eucalyptus vém sendo
cultivadas em larga escala em varias partes do mundo.
No Brasil, esse género ¢ encontrado em todas as regides,
sendo conhecidas cerca de 400 espécies, das quais sdo
utilizados desde o caule, para a extragdo da celulose, até
as folhas, que armazenam 6leos essenciais de diferentes
composi¢oes quimicas'. Extratos obtidos a partir das
folhas de eucalipto sdo aprovados para o uso como
aditivos alimentares, sendo também de uso corrente em
formulagoes cosméticas'®. Espécies de eucalipto também
sao utilizadas na medicina popular como antisséptico e
contra infec¢des do trato respiratorio superior, em gripes,
resfriados e congestdo nasal'. Encontra-se, na literatura,
varias publicagdes relativas a atividade antimicrobiana de
espécies de eucalipto'”'®%, entretanto, ndo encontramos
dados acerca dessa atividade para a espécie Eucalyptus
paniculata Smith (Myrtaceae), tema do presente estudo.

Considerando o amplo potencial de aplicagdo dos
6leos essenciais provenientes das espécies mencionadas,
bem como o fato de que uma espécie vegetal pode
apresentar composi¢ao quimica - e, portanto, também
atividade biolégica - varidvel conforme a localizagao
geografica, o objetivo deste estudo foi determinar a
composi¢ao quimica de 6leos essenciais obtidos de trés
espécies de plantas medicinais cultivadas na regido Sul
do Brasil: Cymbopogon winterianus (DC) Stapf. (Poaceae)
(citronela), Eucalyptus paniculata Sm. (eucalipto) e
Lavandula angustifolia Mill. (Lamiaceae) (lavanda), e
avaliar sua atividade antimicrobiana frente a 11 espécies
de bactérias, dentre elas espécies de importincia em
alimentos e em saude publica.
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Tabela 1. Espécies vegetais, nimero de registro e partes utilizadas na obtengao dos 6leos essenciais

Nome comum Nome cientifico Registro* Data de coleta Parte destilada
Citronela Cymbopogon winterianus (DC) Stapf. HVAT 2605 17/02/2010 Folhas

Eucalipto Eucalyptus paniculata Sm. HVAT 2599 15/03/2010 Folhas

Lavanda Lavandula angustifolia Mill. HVAT 2601 29/10/2009 Folhas e sumidades floridas

“Fonte: Herbario do Museu de Ciéncias Naturais da UNIVATES (HVAT, Lajeado, RS).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material vegetal foi coletado na cidade de
Concérdia (SC) (27° 14’ 02” S 52° 01’ 40” O), no periodo
de novembro de 2009 a marco de 2010. A identificagdo
botanica das espécies foi realizada pelo Dr. A. Jasper
(Univates, RS, Brasil), e as exsicatas (Tabela 1) foram
depositadas no Herbario do Museu de Ciéncias Naturais
do Departamento de Botéanica e Paleobotéanica (Univates).

Oleos essenciais

Os oleos essenciais foram extraidos a partir das
partes aéreas das plantas pelo processo de destilagao a
vapor, usando-se um destilador em escala-piloto fabricado
em ago inoxidavel. Inicialmente, cerca de 5 kg do material
vegetal fresco foram acondicionados no sistema de
extracdo. Entdo, o vapor foi gerado e conduzido por meio
do material vegetal para liberagao do contetido aromatico.
Ao final, o vapor foi condensado, para render o hidrolato e
o respectivo 6leo essencial. O processo foi acompanhado
por 2 horas. O conteido condensado foi reunido e
transferido para funil de separagdo, onde o dleo essencial
foi prontamente obtido pela separagdo espontinea das
fases. A fase superior foi coletada em tubo tipo Falcon de
50 mL contendo 0,5 g de Na,SO, anidro. A amostra foi
agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada a 2.000
rpm por 10 minutos a 5 °C. O 6leo essencial obtido como
um liquido limpido foi transferido para frasco de vidro
ambar e armazenado sob refrigeragao a 4 °C.

Andlise por cromatografia gasosa (CG/DIC)

As anélises foram realizadas em um cromatdgrafo
gasoso Varian CP 3800 (Walnut Creek, CA, USA)
equipado com injetor split/splitless e um amostrador
automdtico Varian CP 8100 autoinjector. Nas separagoes
cromatograficas utilizou-se uma coluna capilar de silica
fundida Rtx-5MS (Restek, Bellefonte, IL, USA) com
30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura de filme e fase
estaciondria composta por poli (5% difenil 95% dimetil)
siloxano. Programa de temperatura do forno: 50 °C (2
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min.); 220 °C (2 °C/min); 220 °C (3 min.). Temperatura
do injetor: 240 °C. Temperatura do detector (DIC): 240
°C. Gés de arraste: N, fluxo de 1,2 mL/min. As amostras
foram previamente dissolvidas em CH,CI, (1:100 v/v)
e 1 uL da solugdo resultante foi injetado no modo split
(1:10). Os dados foram adquiridos usando-se o software
Star Chromatography Workstation (Varian). As amostras
de Oleos essenciais foram analisadas em triplicata. A
quantificacao foi realizada por normaliza¢do das dreas dos
picos obtidas por integra¢do eletronica do cromatograma.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM)

As anélises foram realizadas em um cromatégrafo
gasoso acoplado a espectrometro de massa (Shimadzu
GCMS-QP2010) utilizando-se uma coluna capilar de
silica fundida Rtx-5MS (Restek, Bellefonte, IL, USA) com
30 m x 0,25 mm, 0,25 pm de espessura de filme e fase
estaciondria composta por poli (5% difenil 95% dimetil)
siloxano. O programa de temperatura foi o mesmo descrito
na se¢do anterior, e o gas de arraste utilizado foi o Hélio, a
um fluxo de 1,2 mL/min. Pardmetros de operagdo do EM:
temperatura da interface: 220 °C; modo de ionizagao por
impacto eletronico a 70 eV; faixa de massa: 35-350 m/z (0,5
scan/s). As amostras foram previamente dissolvidas em
CH,CI, (1:100 v/v) e 1 uL da solugao resultante foi injetado
no modo split (1:10). Os componentes individuais foram
identificados inicialmente por comparagéo dos respectivos
espectros de massas com aqueles disponiveis na base de
dados NIST 05 e por comparag¢ao dos indices de retengao
(IR) relativos uma série homologa de hidrocarbonetos
alifticos C_-C, com valores descritos na literatura®.

Atividade antimicrobiana

Culturas bacterianas

Os Oleos essenciais foram testados frente a 11
espécies de bactérias, sendo 5 espécies Gram-positivas e
6 espécies Gram-negativas, a saber: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 19117,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC
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11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Proteus
vulgaris ATCC 13315, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Yersinia
enterocolitica ATCC 9610.

As cepas foram mantidas a -20 °C nos meios
de cultura apropriados adicionados de 10% de glicerol,
e repicadas a cada 15 dias para tubos inclinados de agar
triptose de soja (TSA), mantidos a 4 °C.

Detecgio da atividade antimicrobiana - ensaio de disco-
difusdo

A deteccio de atividade antimicrobiana dos
oleos essenciais sobre as bactérias testadas foi realizada
por meio do método de disco-difusdo?, com adaptagdes.
As culturas em TSA foram repicadas para agar sangue e
incubadas a 35 °C por 12-18 horas, para verificagdo da
morfologia das colonias e a pureza da cultura. A partir
dessas placas, tomou-se 3a 5 coldniasisoladas e transferiu-
se para caldo triptose de soja (TSB), incubado a 35 °C por
2 a6 horas, a fim de obter-se uma cultura em crescimento
ativo. O indculo foi preparado a partir da cultura ativa
de cada espécie bacteriana, diluida em solugdo salina
0,9% a uma concentragdo de aproximadamente 10°
UFC/mL, comparavel a solug¢do padriao de McFarland
0,5, verificada espectrofotometricamente a 625 nm. A
suspensao foi diluida a aproximadamente 10’ UFC/mL,
em solugdo salina, e essa suspensdo foi utilizada para
inocular placas de petri contendo agar Mueller-Hinton,
utilizando-se swab estéril.

Discos de papel filtro estéreis (9 mm de didmetro
e 250 g/m*) foram impregnados com 25 uL de dleo
essencial puro e depositados sobre as placas inoculadas,
incubadas a 36 °C por 18-24 horas. Discos comerciais de
ampicilina (10 pg/disco) e cloranfenicol (30 pg/disco)
foram utilizados como antibioticos de referéncia.

O didmetro da zona de inibi¢do foi medido, em
milimetros, e a inibi¢do foi classificada em forte, moderada
ou fraca conforme Carovic-Stanko et al.”, adaptando-se
os valores ao didmetro dos discos utilizados. O ensaio foi
realizado em quadruplicata e o valor apresentado como a
média (+ desvio padrio).

Determinagdo da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e
da Concentragdo Minima Bactericida (CMB)

Os oOleos essenciais foram avaliados quanto a
concentragdo minima inibitéria (CMI) e Concentragdo
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Minima Bactericida (CMB) para as espécies bacterianas
que se mostraram sensiveis no teste de disco-difusdo.
A CMI foi determinada por meio do método de
microdilui¢do®, com modificagdes. O inoculo foi
preparado conforme descrito no item anterior.

Os Oleos essenciais foram diluidos em
dimetilsuféxido (DMSO) a concentragao de 100 mg/mL.
A seguir, foram preparadas séries de dilui¢des sucessivas,
na faixa de 10 mg/mL a 0,075 mg/mL, em caldo Mueller-
Hinton.

Foram adicionados aos pogos das placas de
microdiluigdo 100 pL de cada solugdo diluida e 5
uL da suspensdo bacteriana. Em cada placa, foram
mantidos controles de esterilidade (sem adigdo de
inéculo) e controles de crescimento (caldo Mueller-
Hinton adicionado de DMSO e indculo). A pureza
das suspensdes de indculo foi verificada por meio da
inoculagdo simultanea em agar ndo seletivo. As placas
foram incubadas a 36 °C por 18 horas, e o crescimento
microbiano detectado visualmente e confirmado pela
adigdo de 20 pL de solugao aquosa de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubac¢io
adicional de 1 hora, a mesma temperatura. Todos os
ensaios foram realizadas em triplicata, e os resultados
expressos em mg/mL. A CMI foi definida como a menor
concentra¢do do 6leo essencial que inibiu totalmente o
crescimento microbiano®.

A concentracio minima bactericida (CMB) foi
determinada a partir das microplacas utilizadas para a
determinagdo da CMI. De cada pogo onde nao ocorreu
crescimento microbiano visivel, foram transferidas
aliquotas (10 pL) para placas de agar triptona de soja
(TSA). As placas foram incubadas a 36 °C por 24 horas,
e o crescimento de colonias foi verificado. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata e os resultados,
expressos em mg/mL. A CMB foi definida como a
menor concentragdo de cada dleo essencial que impediu
totalmente o crescimento microbiano nas placas sem a
presenga do agente antimicrobiano.

Andlise estatistica

Os dados referentes a avaliagdo da atividade
antimicrobiana (teste de difusio em disco) foram
submetidos a andlise de variancia (p < 0,05) para cada
espécie de bactéria, e as diferencas entre as médias foram
determinadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se
o programa Statistica-Statsoft® 7.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a composi¢cdo dos 6leos
essenciais avaliados, determinada por cromatografia
gasosa (CG -DIC e CG/EM). Neste estudo, foi possivel
identificar 61 compostos, que representaram de 94,87
a 97,49% da composi¢ao dos oleos volateis. A Tabela
3 apresenta a atividade antimicrobiana dos Odleos
essenciais, avaliada por meio do teste de difusio em

Tabela 2. Composi¢ao quimica dos éleos essenciais avaliados

disco. Os trés o6leos essenciais avaliados apresentaram
atividade antimicrobiana, contra diferentes espécies de
bactérias e em diferentes intensidades. A CMI e a CMB
foram determinadas para as espécies bacterianas que
se mostraram sensiveis no teste de difusio em disco.
Conforme pode ser observado na Tabela 4, os valores de
CMI situaram-se entre 0,075 e >10 mg/mL e os de CMB,
entre 0,31 e >10 mg/mL.

C. winterianus  E. paniculata L. angustifolia

a b
Composto RIE (Citronela) (Eucalipto) (Lavanda)
a-Tujeno 924 - - 0,27
a-Pineno 930 - 55,47 3,24
Canfeno 944 - 0,54 0,91
Sabineno 970 - - 0,39
a-Pineno 972 - - 5,04
1-Octen-3-ol 981 - - 0,31
a-Mirceno 991 - - 0,80
a-Felandreno 1004 - 0,24 -
o-Cimeno 1022 - 11,78 0,49
(+)-Silvestreno 1026 - - 2,39
D-Limoneno 1026 2,89 2,08 -
1,8-Cineol 1028 - 5,61 46,78
a-Terpineno 1056 - 15,84 0,13
Fenchona 1086 - - 7,94
Linalol 1102 0,66 0,18 3,03
Fenchol 1113 - 0,28 2,78
trans-Pinocarveol 1137 - - 0,99
Canfora 1141 - - 13,71
Isopulegol 1144 0,29 - -
trans-Verbenol 1145 - - 0,17
Citronelal 1154 41,80 - -
Pinocarvona 1160 - - 0,51
Borneol 1165 - 0,52 0,53
Terpinen-4-ol 1176 - 0,35 0,38
Criptona 1186 - - 0,38
a-Terpineol 1191 - 0,75 0,87
Mirtenal 1194 - - 0,74
Mirtenol 1197 = - 0,38
Verbenona 1209 - - 0,15
a-Citronelol 1233 10,44 - -
cis-Carveol 1221 - 0,14 -
Neral 1242 0,65 = =
Carvona 1244 - - 0,23
Geraniol 1259 19,63 - -
Geranial 1273 0,75 - -
Acetato de citronelila 1356 2,64 - -
Acetato de a-Terpinila 1249 - 0,17 -
Eugenol 1359 0,80 - -
Acetato de geranila 1387 5,50 - -
a-Cariofileno 1413 - 0,15 0,20
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Tabela 2. Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais avaliados (continuagdo)
C. winterianus  E. paniculata L. angustifolia

Composto® RIES (Citronela) (Eucalipto) (Lavanda)
Aromadendreno 1433 - 0,28 -
a-Bergamoteno 1433 - - 0,23
a-(E)-Farneseno 1457 - - 0,16
Germacreno D 1476 1,25 - -
a-Selineno 1480 - - 0,57
a-Elemeno 1492 - - 0,13
a-Muroleno 1499 0,92 - -
a-Bisaboleno 1507 - - 0,27
a-Cadineno 1520 0,82 - -
a-Elemol 1548 2,48 - -
Germacreno D-4-ol 1572 2,79 - -
Spatulenol 1574 - 0,19 -
Oxido de cariofileno 1577 - - 0,59
Globulol 1587 - 0,12 -
Veridiflorol 1587 - 0,18 -
T-Murolol 1639 0,87 - -
B-Eudesmol 1646 0,34 - 0,18
Oxido de a-Bisabolol A 1651 - - 0,17
a-Cadinol 1652 1,29 - -
a-Bisabolol 1683 - - 1,45
(E,E)-Farnesol 1724 0,21 - -
Total identificado (%) 97,02 94,87 97,49
Monoterpenos hidrocarbonados 2,89 85,95 13,66
Monoterpenos oxigenados 82,36 8,00 79,57
Sesquiterpenos hidrocarbonados 2,99 0,43 1,56
Sesquiterpenos oxigenados 7,98 0,49 2,39
Rendimento (% p/p material fresco) 0,48 0,25 0,19
Matéria seca (%) 24,72 31,42 26,40

*Os compostos estdo listados em ordem de elui¢do da coluna Rtx-5MS
*Indice de retenio determinado experimentalmente na coluna Rtx-5MS utilizando-se uma série homoéloga de alcanos C,-C,,

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de C. winterianus, E. paniculata e L. angustifolia, detectada através do teste de difusdo
em disco (mm)*

Citronela Eucalipto Lavanda o )
) i i s Ampicilina Cloranfenicol
(C.winterianus) (E. paniculata) (L. angustifolia)
S.aureus 33,7+ 1,5 22,9 +£0,5¢ 21,6 £ 1,4¢ 36,4 +1,8 26,1 +£0,5°
E.faecalis 17,7 + 0,6° 16,0 + 0,6¢ 15,6 + 0,7¢ 27,0 + 0,4* 23,6 + 0,20
L.monocytogenes 28,0+ 1,6° 21,5+ 1,3¢ 13,2 £ 0,5¢ 31,1 £0,9° 28,4 + 1,0
B.cereus 50,7 + 2,5° 22,4 +1,2¢ 14,0 + 0,0¢ 12,1 +0,2¢ 27,9 +0,7°
B.subtilis 85,0 +0,0? 22,5+ 1,1¢ 15,9 + 0,6¢ 31,1 +1,8° 29,9 +0,5°
Y.enterocolitica 13,9 + 0,6¢ 14,0 + 0,44 19,6 + 1,3¢ 21,7 £ 0,5° 28,1 + 0,5
E.coli 0,0 £ 0,04 0,0 + 0,04 15,5+ 0,8¢ 18,9 + 0,5° 26,1 +0,6°
S.Typhimurium 0,0 + 0,04 0,0 + 0,04 11,7 + 0,3¢ 27,1 £ 0,5* 24,4 +0,5°
E.aerogenes 0,0 £ 0,0° 0,0 + 0,0¢ 12,6 £ 0,2° 0,0 + 0,0° 23,0 £0,7°
Pvulgaris 18,5 £ 0,6¢ 19,6 + 0,5 19,5 + 1,0 21,1 £ 1,0® 22,4 +0,8
Paeruginosa 0,0 £ 0,0° 11,2 +£0,3° 0,0 £ 0,0° 0,0 + 0,0° 0,0 + 0,0°

 Zona de inibi¢do incluindo o didmetro do disco, de 9 mm. Os dados referem-se a média de quatro replicatas + desvio padrao. Graus de ini-
bigdo: fraca: 10-13,9 mm; moderada: 14-18 mm; forte: >18 mm. Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma linha nao sdo significante-
mente diferentes (p < 0,05).
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Tabela 4. Concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima bactericida (CMB) dos dleos essenciais de C. winterianus, E. panicu-

lata e L. angustifolia (mg/mL)**

Citronela Eucalipto Lavanda
(C.winterianus) (E. paniculata) (L. angustifolia)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB

S.aureus 0,62 2,5 1,25 >10 1,25 5,0
E.faecalis 0,075 5,0 0,075 >10 0,075 >10
L.monocytogenes 0,62 2,5 1,25 >10 1,25 5,0
B.cereus 0,075 2,5 1,25 >10 0,62 2,5
B.subtilis 0,075 1,25 1,25 >10 1,25 2,5
Y.enterocolitica 0,075 0,31 0,075 >10 0,075 2,5
E.coli NA? NA NA NA 2,5 2,5
S.Typhimurium NA NA NA NA 1,25 >10
E.aerogenes NA NA NA NA >10 >10
Pvulgaris 0,31 1,25 0,62 2,5 0,62 1,25
P aeruginosa NA NA 2,5 5,0 NA NA

#Os testes foram realizados em triplicata, e os resultados referem-se aos valores modais.
®NA: nio aplicével, devido a ndo-deteccdo de atividade antimicrobiana no teste prévio de difusdo em disco.
“Em todos os ensaios, foram mantidos controles de esterilidade (sem adicdo de indculo) e controles de crescimento (caldo Mueller-Hinton

adicionado de DMSO e in6culo).

O oleo essencial de citronela apresentou, no
ensaio de difusdo em disco (Tabela 3), as maiores zonas
de inibicdo observadas para as espécies Gram-positivas
S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus e B. subtilis, sendo
a atividade contra S. aureus equivalente a da ampicilina
(p<0,05).

Para L. monocytogenes, importante patdgeno
alimentar, a atividade antibacteriana do dleo essencial
de citronela foi equivalente ao cloranfenicol (p < 0,05) e
semelhante & ampicilina. Esse dleo essencial apresentou
ainda excepcional atividade contra as espécies de Bacillus
testadas, com zonas de inibi¢ao significantemente
superiores aos antibidticos de referéncia utilizados. A
forte atividade apresentada no ensaio de difusdo em disco
foi confirmada no ensaio de microdilui¢do (Tabela 4), em
que o dleo essencial de citronela apresentou as maiores
atividades (menores valores de CMI e CMB) frente as
bactérias Gram-positivas testadas. De acordo com Holetz
et al.’ e Ayres et al.”, valores de CMI inferiores a 100
pg/mL (0,1 mg/mL) representam uma boa atividade
antimicrobiana; valores situados entre 100 e 500 pg/mL
(0,1-0,5 mg/mL) indicam atividade moderada; e valores
entre 500 a 100 pg/mL (0,5-1,0 mg/mL) equivalem a
uma fraca atividade antimicrobiana. Considerando-se
essa faixa de classificacdo, o dleo essencial de citronela
apresentou, nos ensaios de microdilui¢io, uma boa
atividade contra E. faecalis, B. cereus, B. subtilis e Y.
enterocolitica, e ainda atividade moderada contra P
vulgaris.
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Os resultados do presente estudo concordam
em parte com aqueles apresentados por Scherer et al.?,
que, avaliando a atividade antimicrobiana de um dleo
essencial de citronela de composi¢ao quimica majoritaria
semelhante a do presente estudo, encontraram valores
de CMI para S. aureus na faixa de 0,600 a 0,800 mg/mL,
compativel com o valor encontrado no presente trabalho.
Por outro lado, diferentemente dos autores citados, nao
detectamos atividade inibitoria do oleo de citronela
contra E.coli e S. Thyphimurium. Em outro trabalho,
Duarte et al.'’ também verificaram atividade inibitdria
do dleo essencial de citronela contra diversos sorotipos
de E. coli, porém néo apresentam a composi¢ao quimica
do dleo em questdo, o que dificulta a comparagdo dos
resultados obtidos. Tipicamente, e também no presente
estudo, o composto majoritario (41,8%) desse Oleo
essencial, citronelal, apresenta atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
conforme reportado por Kim et al.’.

A dificuldade em comparar os resultados obtidos
por varios autores é frequentemente mencionada®, e
¢ um problema real enfrentado no estudo da atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais e produtos derivados
de plantas em geral, uma vez que existem inimeras
variagdes nas metodologias utilizadas, desde o método
de prepara¢ao do indculo, passando pelo método de
inoculagdo propriamente dito, a forma de aplicagdo do
6leo essencial, puro ou diluido - e, se diluido, o solvente
utilizado, até o volume depositado nos discos, o didmetro
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dos discos e a gramatura do papel, no caso de testes
de difusio em disco. Além disso, conforme apontam
Cavanagh e Wilkinson®, tanto o método de difusao
quanto o de dilui¢ao foram desenvolvidos e otimizados
para testes de susceptibilidade a antibacterianos de
natureza hidrofilica, e os Oleos essenciais sio misturas
complexas de substancias volateis e insoliveis em agua.
Assim, ainda segundo os autores citados, ha a necessidade
da padronizagdo de um método robusto e reprodutivel
para a avaliagdo da atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais, para que os resultados obtidos por diferentes
autores sejam passiveis de comparagao.

O dleo essencial de eucalipto apresentou, no
ensaio de difusio em disco, atividade forte a moderada
contra todas as bactérias Gram-positivas testadas. Dentre
as espécies Gram-negativas, apresentou atividade contra
Y. enterocolitica, P. vulgaris e P. aeruginosa, destacando-se
pela inibigdo desta tltima espécie, um micro-organismo
que reconhecidamente apresenta resisténcia a muitos
agentes antimicrobianos e desinfetantes®'.

Considerando-se  os  valores de CMI
determinados, e a mesma classificacio de niveis de
atividade utilizada para o dleo essencial de citronela, o
oleo essencial de eucalipto apresentou boa inibi¢ao de
E. faecalis e Y. enterocolitica e uma fraca inibi¢ao de P
vulgaris. No presente estudo, os valores de CMI e CMB
indicam que a utilizacao do 6leo essencial da espécie de
eucalipto E. paniculata, nas concentragoes de 0,25% e
0,5%, resulta em atividade bacteriostatica e bactericida,
respectivamente, contra P. aeruginosa. Se por um lado
esses valores indicam uma fraca atividade antimicrobiana
em termos de terapéutica anti-infecciosa, por outro lado
a aplicagdo desse oleo essencial pode vir a ser ttil na
desinfec¢ao de ambientes e utensilios, por exemplo. A
atividade antibacteriana desse 6leo essencial pode ser
explicada pela presenca, entre outros constituintes, do
composto majoritario a-pineno (55,47%), que apresenta
comprovada atividade contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas™.

Os resultados do presente estudo concordam
com os dados reportados por Estanislau et al.'’, que,
avaliando a atividade antimicrobiana de cinco espécies
de Eucalipto cultivadas em Goias (E. cloenziana, E.
citriodora, E. grandis, E. microcorys e E. saligna) pelo
método de difusio em disco, observaram zonas de
inibicdo de S. aureus ATCC 6538 variando de 8 a 20 mm
e de E. coli ATCC 8739 desde 0 (inativo) até 20 mm,
conforme a espécie de eucalipto considerada. Gilles et
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al.'® avaliaram a atividade antimicrobiana de outras trés
espécies de eucalipto (E. dives, E. olida e E. staigeriana),
e também verificaram diferentes perfis de inibigdo
conforme a espécie vegetal em questdo. As mesmas cepas
ATCC de S. aureus e P. aeruginosa avaliadas no presente
trabalho e E. faecalis ATCC 19433 apresentaram zonas
de inibicdo variando de 25 a >90 mm, de 0 a 9,1 mm e
de 9,1 a 20,3 mm, respectivamente, comparaveis aos
resultados obtidos no presente estudo. Entretanto, ndo
foram reportados, até o momento, dados referentes a
atividade antimicrobiana da espécie E. paniculata. Dessa
forma, os resultados do presente estudo contribuem para
o conhecimento da composi¢do quimica, bem como da
atividade antimicrobiana do 6leo essencial dessa espécie
vegetal, presente na regido Sul do Brasil.

O oleo essencial de lavanda apresentou o maior
espectro deacdo dentre os 6leos essenciaisavaliados, tendo
sido detectada, no ensaio de difusio em disco, atividade
antimicrobiana contra todos os micro-organismos
testados, com exce¢ao de P. aeruginosa. Entre os trés 6leos
essenciais estudados, foi o tnico a apresentar atividade
inibitéria para E. coli, S. Typhimurium e E. aerogenes. No
ensaio de difusdo em disco, esse dleo essencial apresentou
forte atividade contra S. aureus, Y. enterocolitica e P
vulgaris, atividade moderada contra E. faecalis, B. cereus,
B. subtilis e E. coli e ainda uma fraca atividade inibitoria
frente a L. monocytogenes, S. Typhimurium e E. aerogenes.
A determina¢do dos valores de CMI demonstrou boa
atividade inibitéria de E. faecalis e Y. enterocolitica e
uma fraca inibi¢do de B. cereus e P. vulgaris, adotando-
se 0 mesmo critério de graduagao da atividade inibitdria
utilizado para os demais dleos essenciais avaliados. O
principal constituinte identificado nesse dleo essencial foi
o 1,8-cineol (46,78%), previamente reportado® como o
composto majoritario (65,4%) do dleo essencial obtido a
partir das folhas dessa espécie de lavanda. Esse composto
demonstrou ser ativo quando testado contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, conforme reportado
por Sokovic et al*> e van Vuuren e Viljoen*.

Os resultados obtidos no presente estudo sao
semelhantes aos reportados por Alexopoulos et al.*
para a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
L. angustifolia sobre 24 isolados clinicos de S. aureus
(zona média de inibi¢ao de 16 mm e CMI equivalente
a aproximadamente 1,0 mg/mL). Azar et al.” reportam
a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais de L.
angustifolia obtidos por diferentes métodos de extragao.
O ¢leo essencial obtido por hidrodestilagiao apresentou
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valores de CMI (determinados por meio do método de
dilui¢do em dgar) para B. subtilis ATCC 6633 e E. coli
ATCC 8739 iguais a 0,5 e 1,0 mg/mL, respectivamente,
demonstrando maior atividade do que a verificada no
presente trabalho. Contudo, quando se busca comparar
resultados obtidos por diferentes autores, é necessario
considerar as variagdes existentes entre as metodologias e
cepas empregadas. Além disso, embora se trate da mesma
espécie vegetal, a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais
apresenta diferencas, o que reforca a necessidade de se
caracterizar os Oleos essenciais provenientes de uma
determinada regido.

Diversos mecanismos tém sido propostos
para explicar a atividade antimicrobiana dos oleos
essenciais. De modo geral, entende-se que a inibi¢ao
do crescimento microbiano pelos 6leos essenciais seja
devida ao dano causado a integridade da membrana
celular pelos componentes lipofilicos do dleo essencial,
0 que acaba por afetar a manutengdo do pH celular e o
equilibrio de ions inorgénicos”. Cox et al.*® avaliaram o
mecanismo de atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia, constituido na sua maior parte
por monoterpenos ciclicos, sobre E. coli, Staphylococcus
aureus e Candida albicans. Os autores constataram que os
efeitos inibitérios do 6leo essencial sdo consistentes com a
particao dos constituintes monoterpénicos na membrana
celular, e que o dano causado a membrana produz
diferentes efeitos em diferentes micro-organismos.
Oyedemi et al.* reportam ainda a perda de contetido
celular, como lipidios e proteinas, como efeitos de alguns
componentes de 6leos essenciais sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

De acordo com Rahman e Kang®, o risco de que
micro-organismos patogénicos venham a desenvolver
resisténcia aos dleos essenciais é muito baixo, uma vez
que esses produtos contém uma mistura de substancias
antimicrobianas, que atuam por meio de diversos
mecanismos. Essa é uma caracteristica vantajosa dos
6leos essenciais sobre outros agentes antimicrobianos,
que pode trazer beneficios nas diversas areas passiveis de
aplicagao.

Em conclusio, com relagdo as bactérias Gram-
positivas testadas, a atividade antibacteriana dos
b6leos essenciais avaliados, em ordem decrescente,
apresentou-se da seguinte forma: citronela > lavanda
> eucalipto. Ja para as espécies Gram-negativas, a
atividade inibitdria dos Oleos essenciais pode ser
classificada na seguinte ordem: lavanda > eucalipto >
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citronela. Além disso, na escolha de um 6leo essencial
para uma determinada aplicagdo, é importante que
seja levado em consideragdo o micro-organismo
de interesse, uma vez que a atividade inibitdria foi
diferente entre as espécies de um mesmo grupo.
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