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RESUMO

Os Oleos essenciais de plantas demonstram atividade antimicrobiana frente a diversos
micro-organismos, e sao considerados como alternativa ao uso de antibidticos convencionais.
Este estudo testou a eficicia de Oleos essenciais de canela (Cinnamomum cassia), orégano
(Origanum vulgare), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), citronela (Cymbopogon nardus), além
dos compostos isolados citral contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 e citral e carvacrol contra
Pseudomonas aeruginosa. Empregou-se o método de microdiluigio em Caldo Tripticaseina de
Soja (TSB) em placa de 96 cavidades para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
posterior semeadura em Agar Tripticaseina de Soja (TSA) para definir a Concentragio Bactericida
Minima (CBM). Os indculos foram padronizados (107 UFC/mL) de acordo com a escala de
MacFarland. Os 6leos essenciais de canela, orégano e citronela mostraram atividade antimicrobiana
contra os dois microrganismos em diferentes concentragoes. O 6leo essencial de cravo-da-india
a partir da concentragio 1,25 %. O citral inibiu S. aureus a partir da concentragio 0,03 %,
porém ndo apresentou atividade contra P aeruginosa. O Oleo essencial de citronela e o
composto citral foram mais eficazes contra S. aureus. Para P aeruginosa, o 6leo essencial de
canela apresentou atividade antimicrobiana nas menores concentragoes.

Palavras-chave. 6leos essenciais, extratos de plantas, agentes antimicrobianos, resisténcia microbiana
a medicamentos.

ABSTRACT

Essential oils of plants have demonstrated antimicrobial activity against various microorganisms,
as an alternative to the use of conventional antibiotics. This study aimed at testing the effectiveness
of essential oils of cinnamon (Cinnamomum cassia), oregano (Origanum vulgare), clove
(Syzygium aromaticum), citronella (Cymbopogon nardus), plus the major compound citral against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and citral and carvacrol against Pseudomonas aeruginosa.
Tests were performed through the microdilution method in Trypticase Soy Broth (TSB) in 96 well
plates to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and then seeded in
Trypticase Soy Agar (TSA) for determining the Minimum Bactericidal Concentration (MBC).
The inocula were standardized (107 CFU/mL) according to the MacFarland scale. The essential
oils of cinnamon, oregano and citronella showed activity against both microorganisms at different
concentrations. The essential oil of clove showed no inhibitory effects. The carvacrol inhibited
the growth of P aeruginosa at the concentration of 1.25 %. Citral inhibited S. aureus from 0.03 %
concentration; however, it did not exhibited activity against P. ageruginosa. The essential oil of
citronella and the citral compound were the most effective against S. aureus, while the essential oil
of cinnamon showed antimicrobial activity at the lowest concentrations against P. aeruginosa.

Keywords. essential oils, plant extracts, antimicrobial agents, drug resistance microbial.
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Dentre as grandes preocupagdes da Saude
Pubica nos dias atuais destacam-se as doengas
infecciosas de origem clinica e alimentar. Doengas
de origem alimentar sdo resultado da ingestao de
alimentos contaminados com micro-organismos ou
substancias quimicas. A manifestacdo clinica mais
comum das doencas de origem alimentar assume
a forma de sintomas gastrointestinais; entretanto,
podem também apresentar sintomas relacionados
a  distarbios  neuroldgicos,  ginecoldgicos,
imunoldgicos, entre outros. Diversos patdgenos
sao conhecidos por causarem doencas quando
veiculados a alimentos e dgua, entre os quais
as bactérias constituem um grande grupo de
micro-organismos causadores de doengas, com
destaque para Staphylococcus aureus. Estima-se
que 25 % da populagdo humana seja portadora
permanente deste micro-organismo. Uma vez
instalado em seu hospedeiro, pode causar uma
enorme variedade de sintomas clinicos, afetando
a pele, pulmdes, coragdo, sistema nervoso
central, ossos e articulagdes, corrente sanguinea
e trato gastrointestinal'. A intoxicagdo alimentar
estafilocdcica manifesta-se logo apo6s a ingestao
do alimento contaminado com enterotoxinas
pré-formadas, sendo que para a produgido de
enterotoxinas em quantidade suficiente para
provocar intoxicagdo sdo necessarias entre 10°
a 10° unidades formadoras de coldnias (UFC) de
S. aureus por grama de alimento®.

Com relagdio ao ambiente hospitalar,
este além de permitir a selegdo de agentes
infecciosos resistentes em decorréncia do uso
indiscriminado de antimicrobianos e por reunir
pessoas com diferentes vulnerabilidades a infec¢ao,
apresenta intensa realizacgdo de procedimentos
invasivos, aspectos que o caracterizam como um
ambiente favoravel a propagagdo das infecgoes
hospitalares’.

Dentre os principais patdgenos de infec¢ao
hospitalar, destacam-se as espécies de Pseudomonas,
sendo a Pseudomonas aeruginosa o principal
micro-organismo de interesse clinico®, devido sua
capacidade de adaptacdo as condigdes de nutricao,
temperatura e umidade disponiveis no ambiente,
bem como sua resisténcia intrinseca ou adquirida
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a diversos antimicrobianos e desinfetantes’, sendo
oportunista e podendo causar infec¢des urinarias,
dermatites e uma grande variedade de infec¢des
sistémicas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos®. Outra caracteristica
marcante e preocupante desta espécie ¢é a
resisténcia cruzada aos antimicrobianos, que
resulta da co-resisténcia, ou seja, da presenca de
multiplos mecanismos de resisténcia num unico
hospedeiro levando a resisténcia a multiplos
farmacos”®.

A resisténcia as drogas antimicrobianas é
causada pela mutacdo espontinea e recombinacdo
génica, que desenvolvem variedades genéticas
onde a sele¢ao natural acontece dando vantagens
as mais resistentes. A resisténcia microbiana aos
antibidticos tornou-se um problema de saude
publica mundial, que ocasiona diminui¢ao
da eficicia dos antibidticos e, uma vez que os
micro-organismos se tornam resistentes aos
medicamentos de primeira linha, torna-se
necessario o uso de farmacoterapias de custos
mais elevados®?, sendo que em algumas regides
do mundo, infecgdes sdo resistentes a todos
antibidticos conhecidos"'.

A resisténcia cada vez maior de
micro-organismos aos produtos quimicos e
drogas convencionais levou os cientistas a
pesquisarem novas fontes de antimicrobianos

com atividades de amplo espectro?. Os oOleos
essenciais contém uma vasta série de metabolitos
secundarios que podem inibir ou retardar o
crescimento de bactérias, leveduras e bolores,
cujos componentes tém uma variedade de alvos
de agdo, particularmente sobre a membrana e
o citoplasma microbiano, e em certas situagoes
alteram completamente a morfologia das células'*",
podendo ser uma alternativa ao uso de pesticidas
sintéticos e como conservantes de alimentos''®.
Os Oleos essenciais sdo liquidos volateis, de
cor limpida, soluveis em lipideos e solventes
organicos que tém densidade inferior a da agua.
Eles podem estar presentes em todos os orgaos de
plantas, incluindo botdes, flores, folhas, sementes,
ramos, caules, flores, frutos, raizes ou casca,
mas geralmente estdo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais, tricomas glandulares
ou células epidérmicas. Estas plantas em geral
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sao conhecidas por seus efeitos antioxidantes,
bem como por suas propriedades antissépticas,
medicinais e pela fragrancia, sendo muitas
vezes usadas na preservagio de alimentos e
como analgésicos, sedativos, antinflamatorios,
anestésicos locais e espasmoliticos'.

Existem varios métodos para avaliar a
atividade antibacteriana e antifungica dos extratos
vegetais. Os mais conhecidos incluem método
de difusdao em dgar, método de macrodiluigio e
método de microdilui¢ao.

O trabalho visou avaliar a eficacia da

atividade antibacteriana dos o¢leos essenciais
de canela (Cinnamomum  cassia), orégano
(Origanum  vulgare), citronela  (Cymbopogon

nardus) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e
os compostos isolados citral e carvacrol, sobre
bactérias patogénicas (P aeruginosa e S. aureus
ATCC 25923) por meio da determinagdo da
Concentragdo  Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragio Bactericida Minima (CBM) e
verificar, dentre os compostos testados, aqueles
que apresentam maior potencial de uso como
antimicrobiano.

A pesquisa desenvolvida foi dispensada da
submissio ao Comité de Ftica por nio envolver,
de forma direta, pesquisas em seres humanos ou
animais.

Micro-organismos, manuten¢do e preparacao
do in6culo

Os  micro-organismos  utilizados  neste
estudo foram S. aureus ATCC 25923, cedido pelo
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Federal de Lavras e P aeruginosa
isolada de aspirado traqueal, pertencente a
colecao de culturas do laboratério de um hospital
do Sul Fluminense — R]J, gentilmente cedida para a
realizacdo do estudo.

As culturas estoque foram mantidas em
meio de congelamento (glicerol: 15 mL; peptona
bacterioldgica: 0,5 g; extrato de levedura: 0,3 g; NaCl:
0,5 g e 4gua destilada: 100 mL) a -18 °C.

Para a reativagdo das cepas, foram inoculados
10 pL da cultura estoque em tubos contendo 3 mL

de caldo TSB (Caldo Tripticaseina de Soja) e
incubados a 37 °C por 24 h. Apés periodo de
incubagdo, procedeu-se o crescimento em TSA
(Agar Tripticaseina de Soja). As suspensdes
bacterianas foram padronizadas para conter
107 UFC/mL, por meio da escala de MacFarland.

Oleos essenciais e compostos isolados

Os Oleos essenciais de cravo-da-india
(S. aromaticum), canela (C. cassia) e orégano
(O. vulgare) foram adquiridos de FERQUIMA®
Indtstria e Comércio Ltda. O oleo essencial de
citronela (C. nardus) foi extraido de acordo com
a metodologia descrita por Guimarades et al”’
e caracterizado por cromatografia em fase gasosa
no Laboratério de Fitoquimica do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.
Os compostos fenodlicos citral e carvacrol foram
adquiridos de Sigma-Aldrich®. Os componentes
majoritarios dos o6leos essenciais, conforme
especificado pelo fornecedor, foram: a) para o dleo
de cravo-da-india: eugenol (84 %), beta-cariofileno
(6 %), acetato de eugenila (8 %); b) para o 6leo
essencial de canela: aldeido cindmico (81 %),
cumarina (3 %), benzaldeido (3 %), dlcool cinAmico
(3 %), estireno (3 %); c) para o Oleo essencial
de orégano: carvacrol (71 %), y-terpineno (4,5 %),
[-cariofileno (4 %), p-cimeno (3,5 %), timol (3 %).
O o¢leo essencial de citronela, apos quantificagdo
e caracterizagdo de seus componentes, apresentou
0s seguintes compostos majoritarios: geraniol
(33,7 %), citronelal (23,2 %), B-citronelol (14,2 %),
elemol (3,6 %) e P-elemeno (3,6 %). A diluicdo
dos dleos essenciais e compostos majoritarios
foi realizada na propor¢do 10 pl para 990 pl de
TSB para S. aureus e na propor¢ao de 50 pul para
950 pl de TSB para P. aeruginosa. Em cada diluigdo
foi acrescida o emulsificante Tween 80 (0,5 %)8.

Determinacao das Concentragdes Inibitoria
Minima (CIM) e Bactericida Minima (CBM)

O experimento foi conduzido em triplicata
e realizado no Laboratério de Microbiologia e
no Laboratério de Andlises Clinicas do Centro
Universitario de Barra Mansa.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentragao Bactericida Minima (CBM) dos 6leos
essenciais de canela, citronela, cravo-da-india,
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orégano e compostos fenolicos citral e carvacrol
foi determinada pela técnica de microdiluigdio em
caldo realizada em microplacas de 96 cavidades,
utilizando caldo TSB + 0,5 % de Tween 80, de acordo
com o NCCLS (M7-A6)%. As concentragdes finais
(em %) dos Oleos essenciais de canela, citronela,
cravo-da-india, orégano e composto fendlico
citral para verificagdo da atividade antimicrobiana
sobre S. aureus ATCC 25923 foram: 0,008; 0,01;
0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00. As concentragoes
finais (em %) dos Oleos essenciais de canela,
citronela, cravo-da-india, orégano e compostos
fenolicos citral e carvacrol para verificagio da
atividade antimicrobiana sobre P aeruginosa
foram: 0,03; 0,07; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,50; 5,00.
Foram inoculados 10 pL de suspensdo bacteriana,
padronizada em 107 UFC/mL, nas cavidades das
microplacas, que foram tampadas e incubadas a
37 °C por 24 h, com posterior leitura visual para
determinac¢do da CIM, que correspondeu a menor
concentragdo dos compostos que resultou em
inibicdo completa do crescimento bacteriano, em
comparagdo ao controle. Para a determina¢ao da
CBM, cada uma das suspensdes da microplaca
preparada para a determinagao da CIM foi semeada
em placas contendo TSA, incubadas a 37 °C por
24 h. Em todos os ensaios foram utilizados um
controle negativo, caldo TSB acrescido de 0,5 % de
Tween 80 e odleo essencial ou seus compostos
isolados, e um controle positivo, caldo TSB
acrescido de Tween 80 e indculo bacteriano.

Determinacao da redugio logaritmica

Foi determinada a redugdo logaritmica
obtida apds tratamento com as solugdes
antimicrobianas, de acordo com Sharma e Anand®,
para cada tratamento empregado, por meio
da seguinte equagdo Log N - Log n, em que N
¢ a concentracdo inicial do indéculo bacteriano
(neste estudo, 107 UFC/mL) e n é a contagem de

células apds tratamento com os compostos
antimicrobianos.

Os resultados obtidos para atividade
antimicrobiana  dos  dleos  essenciais  de

cravo-da-india, canela, orégano, citronela e
dos compostos isolados citral e carvacrol,
expressos como CIM e CBM, estdo dispostos na
Tabela e os valores de reducao logaritmica obtidos
para S. aureus e P. aeruginosa estio expressos na
Figura.

Os dados apresentados indicam que tanto
S. aureus quanto P aeruginosa apresentaram
susceptibilidade a maior parte dos dleos essenciais
e compostos isolados testados, sendo que
organismos Gram-negativos sio menos susceptiveis
a acdo de antibacterianos por apresentarem
uma membrana externa envolvendo a parede
celular’ que restringe a difusdo de compostos
hidrofébicos  através de  sua  cobertura
lipopolissacaridica®.

Tabela. Valores de CIM e CBM ap6s a exposigao de células de S. aureus ATCC 25923 e P. aeruginosa isolada de aspirado traqueal
a diferentes concentragdes de 6leos essenciais e compostos citral e carvacrol

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pseudomonas aeruginosa

Compostos CIM (%) CBM (%) CIM (%) CBM (%)
OE de canela 1 NO 0,15 0,31
OE de orégano 0,5 1 5 NO
OE de citronela 0,06 0,12 2,5 2,5
OE de cravo-da-india (-) (-) (-) (-)
Citral 0,03 0,06 (-) (-)
Carvacrol NT NT 1,25 1,25

*Nota: CIM = Concentra¢io Inibitéria Minima; CBM = Concentracdo Bactericida Minima; NO = ndo observado; ( - ) = auséncia de atividade

antimicrobiana; NT= ndo testado
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Nota: CTR: controle positivo; CAN: canela; ORE: orégano; CTO: citronela; CRA: cravo-da-india; CTA: citral; CAR: carvacrol; NO: ndo observado;
CIM: concentra¢do inibitéria minima; CBM: concentracdo bactericida minima.

Figura. Redugdo logaritmica observada apds exposi¢do a diferentes concentragdes de 6leos essenciais e compostos frente a (A) S.
aureus ATCC 25923 e (B) P. aeruginosa isolada de aspirado traqueal

Entre os O6leos essenciais avaliados, o de
cravo-da-india foi o tUnico que ndo promoveu
inibigdo no crescimento microbiano em nenhuma
concentragdo avaliada, ao contrario do que foi
observado por Abdullah et al*?, que ao testarem
o Oleo essencial de cravo-da-india frente a
seis diferentes micro-organismos por meio do
método de difusdo em dgar, verificaram atividade
antimicrobiana para todos os micro-organismos
avaliados em concentragdes a partir de 0,625 %
e de 1,25 % para S. aureus e para P. aeruginosa,
respectivamente - e por Ates e Erdogrul®, que
verificaram que o Oleo essencial de cravo-da-
india promoveu inibicdo de uma gama de
micro-organismos através do método de difusdo
em placa.

Para o Odleo essencial de orégano, a CIM
verificada foi de 0,50 % para S. aureus, em
conformidade com estudos anteriores que
evidenciaram valores aproximados de CIM
para este oleo essencial entre 0,25 % e 1,00 %**;
para P aeruginosa, o Oleo essencial de orégano

apresentou valor de CIM de 5 % e assim
como Becerril et al¥, que encontraram
resultados  inibitérios deste  6leo  essencial

contra P. aeruginosa, indica que este dleo essencial
¢ um agente antimicrobiano eficiente mesmo em
baixas concentragoes.

O dleo essencial de canela apresentou CIM
de 1 % e 0,15 % frente S. aureus e P. aeruginosa,
respectivamente. Chaudhry e Tarig® testaram
a atividade antimicrobiana de C. cassia contra
178 cepas de 12 géneros bacterianos isolados de
cavidade oral e evidenciaram efeitos inibitorios e
bactericidas, ressaltando ainda que sua atividade
antimicrobiana é devida ao composto majoritario
cinamaldeido, além de componentes como eugenol,
acido cindmico, diterpenos e proantocianidinas.

O citral, um dos principais componentes do
6leo essencial de citronela, apresentou efeito
inibitorio e bactericida somente para S. aureus, nas
concentragoes 0,03 e 0,06 % respectivamente,
enquanto que o Oleo essencial de citronela
apresentou os mesmos efeitos em concentragdes
duas vezes maiores, 0,06 e 0,12 %, respectivamente.
Além do citral, outros compostos siao encontrados
no Oleo essencial de citronela, como linalol,
citronelal, citronelol, cis-citral, geraniol, trans-citral,
acetato de geranila e B-cariofileno”, sendo que o
efeito antibacteriano do dleo essencial pode estar
relacionado as altas quantidades de citronelal e
limoneno®. Diferentemente do composto citral, o
6leo essencial de citronela apresentou atividade
antimicrobiana contra P. aeruginosa, com CIM e
CBM de 2,5 %; estes resultados evidenciam que
outros compostos sdo responsaveis pela acgdo
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antimicrobiana com possivel sinergismo, uma
interagdo positiva em que dois ou mais agentes
em combinagio exercem efeito inibitério maior
que cada agente isolado’’. Seixas et al** testaram
o Oleo essencial de citronela sobre Fusarium
subglutinans e constataram que o Odleo essencial
mostrou maior atividade em relagdo aos principais
compostos isoladamente, ou seja, os compostos
da citronela atuaram de forma conjunta
proporcionando maior efeito antimicrobiano
devido a atividade sinergética entre os compostos.
Vérios outros estudos apontam a atividade
antimicrobiana do dleo essencial de citronela e do
citral contra S. aureus e P. aeruginosa®*>*.

O composto carvacrol foi testado somente
frente a P aeruginosa, sendo que a concentragio
de 1,25 % foi considerada tanto inibitéria quanto
bactericida.

Quanto ao potencial para reduzir cargas
microbianas presentes, a Figura evidencia que
as concentragdes bactericidas dos compostos
citral e carvacrol para S. aureus e P. aeruginosa
respectivamente, promoveram reducdo logaritmica
comparavel ao controle - 7,46 Log UFC/mL para
S. aureus e 7,29 Log UFC/mL para P. aeruginosa.

Para os oOleos essenciais, as concentracdes
bactericidas apresentaram reducdo logaritmica
comparavel ao controle, com exce¢do do OE de
canela para S. aureus e do OE de orégano para
P aeruginosa, para os quais ndo foi observado
o efeito bactericida, somente o efeito inibitério
que permitiram reducdo de 4,1 Log UFC/mL e
3,4 Log UFC/mL, respectivamente.

Para S. aureus, as concentracdes inibitorias
dos oleos essenciais de canela, citronela e
orégano promoveram reducdes logaritmicas de
4,1LogUFC/mL,4,2LogUFC/mLe4,7 Log UFC/mL,
respectivamente. Considerando que a presenga
de enterotoxinas estafilococicas esta associada
a presenca de 10° a 10° UFC de S. aureus por
grama de alimento® e que a reducgdo da populagao
microbiana pode prevenir intoxicagdes de origem
bacteriana no homem e, consequentemente a
ocorréncia de surtos de doengas transmitidas
por alimentos™, a utilizacdo de Odleos essenciais
ou compostos majoritarios, como apresentado
neste estudo, pode ser uma alternativa importante
para prevencao da presenca de enterotoxinas.
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O estudo permitiu constatar a eficicia dos
6leos essenciais de canela, orégano, citronela e
dos compostos citral e carvacrol no controle de
micro-organismos patogénicos de origens clinica
e alimentar e verificar aqueles que apresentaram
maior potencial antimicrobiano, como o o6leo
essencial de citronela e o composto citral frente
a S. aureus e o Oleo essencial de canela frente a
P. aeruginosa.
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