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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Lippia alba (erva-cidrei-
ra-brasileira), Mentha piperita (hortela-pimenta), Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) e Rosmarinus officinalis (alecrim)
para Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os 6leos essenciais foram ob-
tidos de folhas por hidrodestilacdo. O rendimento de extragdo do 6leo em mL kg™ foi de 1,5; 1,9; 2,0 e 2,3 para L. alba; M.
piperita; O. gratissimum ¢ R. officinalis, respectivamente. Os micro-organismos foram padronizados a 0,5 na escala McFar-
land e crescidos em agar Mueller-Hinton. Discos de papel embebidos nos 6leos essenciais foram posicionados na superficie
do meio de cultivo e os halos de inibi¢ao do crescimento foram medidos. Os 6leos essenciais, principalmente de L. alba e O.
gratissimum, demonstraram alto potencial inibitorio sobre o crescimento dos micro-organismos avaliados, com excec¢ao de P,
aeruginosa que apresentou alta resisténcia a presenca dos 6leos essenciais.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano; Oleo essencial; Plantas medicinais.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF MEDICINAL PLANT ESSENTIAL OILS

ABSTRACT: In the present investigation, antimicrobial activity of four different plant essential oils - Lippia alba, Mentha
piperita, Ocimum gratissimum and Rosmarinus officinalis - have been evaluated against Candida albicans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The essential oils were obtained from leaves by hydrodistillation. The
yield of oil extraction in mL kg was 1.5, 1.9, 2.0 and 2.3 for L. alba, M. piperita, O. gratissimum and R. officinalis, respec-
tively. The microorganisms were standardized at 0.5 in the McFarland scale and grown in Mueller-Hinton agar. Paper discs
soaked in the essential oils were placed on the surface of the culture medium and the growth inhibition zones were measured.
The essential oils, especially L. alba and O. gratissimum, showed high inhibitory potential on microorganisms, except for P,
aeruginosa, which showed high resistance to the presence of essential oils.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACEITES ESENCIALES DE PLANTAS MEDICINALES

RESUMEN: El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Lippia alba
(lemongrass-brasilefia), Mentha piperita (menta), Ocimum gratissimum (albahaca, clavo de olor) y Rosmarinus officinalis
(romero) para el control de Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Los acei-
tes esenciales se obtuvieron a partir de hojas por hidrodestilacion. El rendimiento de la extraccion de aceite esencial en mL
kg! fuede 1.5,1.9,2.0y 2.3 para L. alba, M. piperita, O. gratissimum y R. officinalis, respectivamente. Los microorganismos
fueron estandarizados a 0.5 en la escala de McFarland y cultivados en agar Mueller-Hinton. Discos de papel empapados en
los aceites fueron colocados en la superficie del medio de cultivo y se midieron los halos de inhibicién del crecimiento. Los
aceites esenciales, especialmente de L. alba 'y O. gratissimum, mostraron alto potencial inhibitorio sobre el crecimiento de los
microorganismos, excepto para P. aeruginosa, que mostro alta resistencia a la presencia de aceites esenciales.

PALABRAS CLAVE: Antimicrobiano; Aceite esencial; Plantas medicinales.
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Introducao

Os Oleos essenciais, também chamados de 6leos vo-
lateis ou etéreos, sdo liquidos aromaticos oleosos obtidos de
material vegetal como flores, brotos, sementes, folhas, ga-
lhos, cascas, madeira, frutos e raizes (GUENTHER, 1948).
Tém sido descritos como antibacterianos, antifingicos, an-
tivirais, antioxidantes e inseticidas. Estima-se que cerca de
3000 oleos essenciais sejam conhecidos, dos quais aproxi-
madamente 300 sdo comercialmente importantes (BRA-
AK; LEIJTEN, 1994). As principais aplica¢des destes Ole-
os tém sido na conservagdo de alimentos, na aromaterapia
e na industria de perfumaria (BURT, 2004). O uso de 6leos
essenciais para o controle de micro-organismos vem sendo
ampliado devido principalmente a busca por substancias al-
ternativas para o controle de micro-organismos resistentes
a antibioticos (ACOSTA et al., 2003). A disseminagdo de
patdgenos resistentes aos antibidticos ¢ uma das mais sérias
ameacas ao tratamento bem sucedido de doencas microbia-
nas (STEWART; COSTERTON, 2001).

Lippia alba (Mill.) N. E. Br. ex Britton & P. Wil-
son (erva-cidreira-brasileira), Mentha piperita L. (hortela-
-pimenta), Ocimum gratissimum L. (alfavaca-cravo) e Ros-
marinus officinalis L. (alecrim) sdo espécies conhecidas ¢
utilizadas no Brasil (BURT, 2004). Apesar da importancia
dessas plantas para o uso tradicional, poucos trabalhos ava-
liaram a atividade antimicrobiana de seus Oleos essenciais
contra micro-organismos patogénicos. Dessa maneira, o ob-
jetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais de L. alba, M. piperita, O. gratissimum
e R. officinalis em Candida albicans, Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os resulta-
dos obtidos neste trabalho poderdo subsidiar futuros estudos
de plantas brasileiras com potencial uso no controle de mi-
cro-organismos de interesse humano e veterinario.

Materiais e Métodos
Material vegetal

Folhas de L. alba, M. piperita, O. gratissimum e
R. officinalis foram coletadas as 9 h da manha no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Paranaense — Umua-
rama -PR, nos meses de margo a maio. As sujidades foram
removidas em agua corrente, o excesso de agua removido, ¢
em seguida o material foi armazenado em sacos de polipro-
pileno a -20 °C. Para a obtengdo do 6leo essencial, as folhas
(100 g) foram descongeladas, cortadas ¢ misturadas em baldo
de vidro (2 L) com 1 L de agua. O 6leo essencial foi obtido
por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger durante 1 h
¢ 30 min. O 6leo obtido foi armazenado a -20 °C e a agua
residual congelada removida. O rendimento foi determinado
considerando o volume de 6leo obtido (mL) a cada 1000 g de
material vegetal fresco.

Atividade antimicrobiana

Foram utilizados C. albicans, E. coli, S. aureus e P,
aeruginosa, provenientes do Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Paranaense, padronizados a 0,5 da escala
McFarland (BIER, 1994), as quais foram distribuidos uni-
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formemente em agar Mueller-Hinton. Discos de papel embe-
bidos nos o6leos essenciais foram posicionados na superficie
do meio de cultivo. Como controle positivo foram utilizados
discos contendo benzilpenicilina G 10 Ul para P. aeroginosa
e S. aureus; tetraciclina (30 pg/disco) para E. coli, e nistati-
na 100 UI para C. albicans. Como controle negativo foram
utilizados discos embebidos em 6leo mineral. O crescimento
microbiano foi realizado a 35 °C por 24 h. Apos esse periodo,
os halos de inibi¢ao do crescimento foram medidos em qua-
tro pontos equidistantes medidos com auxilio de paquimetro.
Todos os experimentos foram realizados em quintuplicata.
Os dados foram avaliados pela analise de variancia ¢ a di-
ferenga entre as médias foi determinada pelo teste de Scott
Knott (p < 0,05).

Resultados e Discussao

O rendimento de extragdo do 6leo em mL kg™! foi de
1,5; 1,9; 2,0 e 2,3 para L. alba; M. piperita; O. gratissimum
e R. officinalis, respectivamente. Na literatura sdo citados
rendimentos de extra¢do de 6leo essencial, variando de 1,5
a 48,4 mL kg para L. alba (CASTRO; MING; MARQUES,
2002; AQUINO, et al., 2010) de 0,9 a 39,0 mL kg para M.
piperita MCKAY; BLUMBERG, 2006), de 2,1 mL kg para
O. gratissimum (CORTEZ et al., 1998) ¢ de 0,5 a 20,0 mL
kg para R. officinalis (PORTE; GODOY, 2001).

A concentragdo de 6leos essenciais na planta ¢ in-
fluenciada principalmente por fatores genéticos. Segundo
Mahmoud e Croteau (2001) a inducdo de genes da biossin-
tese de monoterpenos ¢ realizada em tricomas glandulares
em desenvolvimento, e a acumulagdo de 6leo é controlada
em nivel transcricional (MCCONKEY; GERSHENZON;
CROTEAU, 2000). Outros fatores podem afetar a produ-
¢do desses metabolitos secundarios (MATTOS; INNECCO,
2002). Os metabdlitos secundarios funcionam como uma in-
terface quimica entre as plantas e o ambiente. Desse modo,
fatores ambientais podem redirecionar a rota de sintese e,
consequentemente, alterar a produg@o e composi¢ao quimica
dos 6leos essenciais. Dentre esses fatores, estdo as intera-
¢des planta-micro-organismo, planta-inseto, e planta-planta,
a idade, e estagio de desenvolvimento da planta, e fatores
abiodticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nu-
trigdo, época e, horario de coleta, todos ocorrendo a0 mesmo
tempo, e de forma correlacionada (CARVALHO FILHO et
al., 2006; ROSSATO et al., 2006, MORALIS, 2009).

Além dos fatores genéticos ¢ de producdo da planta,
o processamento também pode alterar a composicao do 6leo.
Barbosa et al. (2006) relataram que temperaturas de até 80
°C, utilizadas no processo de secagem de folhas de L. alba,
reduziram, entre 12% e 17%, a quantidade de dleo essencial
em relagdo as obtidas de folhas frescas. Assim, em face da
alta variabilidade do rendimento de obtengdo do 6leo essen-
cial, torna-se dificil a comparagdo de valores de rendimento
de extracdo.

Atividade antimicrobiana

A Tabela 1 apresenta a atividade antimicrobiana
(halo de inibi¢ao do crescimento em mm) de diferentes mi-
cro-organismos na presenca dos oleos essenciais de L. alba,
M. piperita, O. gratissimum ou R. officinalis e dos controles
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positivo e negativo, antibioticos ¢ 6leo mineral, respectiva-
mente.

Para C. albicans, os 6leos essenciais de L. alba e O.
gratissimum apresentaram halos de inibigo entre 1,5 ¢ 1,1
vezes maior que o controle positivo com nistatina (Tabela 1).
Araujo et al. (2004), trabalhando com 6leos essenciais de L.
alba, verificaram atividade antimicrobiana 43% inferior ao
controle cetoconazol (80 mg mL™") para C. albicans. Ja Ma-
tasyoh et al. (2008) verificaram atividade do o6leo essencial
de O. gratissimum equivalente ao controle positivo para C.
albicans. Os resultados obtidos em nosso trabalho indicam
alta atividade antifingica do 6leo essencial de L. alba ¢ O.
gratissimum com halos de inibi¢@o superiores aos citados na
literatura acima, demonstrando o potencial do 6leo essencial
dessas plantas para o controle de C. albicans.

Tabela 1: Medida do halo (mm) de inibi¢ao do crescimento
de diferentes micro-organismos na presen¢a de 6leos essen-
ciais.

Halo de inibig¢ao de crescimento (mm)

Pseudo-
Trata- -
« Candida  Escheri- Staphylo monas
mentos . . . coccus .
albicans  chia coli aerugi-
aureus
nosa
Lippia 500a  20,0b  220¢ 0,0
alba
Mentha 1760 160c  180d  110c
piperita
Ocimum
gratissi- 42,0b 30,0 a 28,0b 15,0 b
mum
Rosmari-
nus offici- 20,0 ¢ 13,0 ¢ 16,0 d 10,0 ¢
nalis
Tetraci-
clina** ) 28,52 ) )
Penicili- - - 403a  230a
na
Nistati-
na 20,0 ¢ - - -
Oleo mi-
neral 0,0 0,0 0,0 0,0

* As letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significa-
tiva (p < 0,05) pelo teste de Scott-Knott.

**Controle positivo tetraciclina (30 pg/disco) para E. coli, benzil-
penicilina (10 UI) para S. aureus e P. aeroginosa e nistatina (100
Ul) para C. albicans.

*#*Controle negativo: discos embebidos em 6leo mineral.

Os oleos de M. piperita e R. officinalis apresentaram
halos intermedidrios aos obtidos para os respectivos contro-
les positivo. Segundo Iscan et al. (2002), o 6leo de M. pipe-
rita apresentou inibi¢@o sobre P. aeruginosa e S. aureus, ja o
6leo de R. officinalis produziu nenhuma ou reduzida inibi¢do
sobre P. aeruginosa, S. aureus e E. coli (PORTE; GODOY,
2001). Contudo os resultados obtidos em nosso trabalho de-
monstram que o 6leo essencial de R. officinalis apresenta ati-
vidade antimicrobiana sobre C. albicans, E. coli, S. aureus e
P. aeruginosa.
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O mecanismo de agdo dos Oleos essenciais tem
sido bastante discutido (BONA et al., 2012) devido a quan-
tidade e variedade dos compostos quimicos presentes, o que
dificulta a atribuicdo de um mecanismo de acdo especifico
para a atividade antimicrobiana (CARSON; MEE; RILEY,
2002). Dorman ¢ Deans (2000) relataram que a maioria
dos oleos essenciais provavelmente exercem efeito antimi-
crobiano, afetando a estrutura da parede celular bacteriana,
desnaturando e coagulando proteinas. Podem também alte-
rar a permeabilidade da membrana plasmatica, causando a
interrupg¢ao de processos vitais da célula, como transporte
de elétrons, translocagdo de proteinas, fosforilagdo e outras
reagdes, resultando em perda do controle quimiosmético, le-
vando a morte celular.

Para E. coli, o maior halo de inibi¢do foi obtido com
oleo de O. gratissimum, seguido por L. alba com inibigdo
do crescimento similares ao controle com tetraciclina (Ta-
bela 1). Em relagdo ao controle benzilpenicilina, os 6leos
essenciais de L. alba e O. gratissimum apresentaram valores
intermediarios de atividade antimicrobiana sobre S. aureus.
A alteracdo da permeabilidade da membrana e das paredes
celulares das bactérias se deve ao carater lipofilico dos 6leos
essenciais que se acumulam nas membranas. Bactérias gram-
-negativas possuem membrana externa rica em lipopolissa-
carideos, formando uma superficie hidrofilica. Esse carater
hidrofilico cria uma barreira a permeabilidade das substan-
cias hidrofébicas como 6leos essenciais, sendo uma provavel
explicagdo para a resisténcia de bactérias Gram-negativas
aos oleos essenciais (DORMAN; DEANS, 2000). O bacilo
Gram-negativo P. aeruginosa possui um mecanismo de de-
fesa complexo e apresenta baixa sensibilidade a maioria dos
antibioticos (PALLERONI, 2010). Porém, em nosso trabalho
seu crescimento foi inibido pelos dleos de O. gratissimum,
M. piperita e R. officinalis.

Ja para P. aeruginosa os 6leos essenciais apresenta-
ram reduzida inibi¢ao do crescimento em relag@o ao controle
penicilina. Dessa maneira, todos os 6leos essenciais, princi-
palmente os de L. alba e O. gratissimum, demonstraram alto
potencial inibitorio sobre os micro-organismos com exce¢ao
de P. aeruginosa, que apresentou alta resisténcia a presenga
dos oleos essenciais. Estudos futuros devem ser feitos para
melhorar a quantificagdo e compreensdo dos mecanismos
de ac¢do antimicrobiana desses 6leos. A atividade antimicro-
biana dos 6leos essenciais avaliados pode abrir perspectivas
para o desenvolvimento de fitoterapicos para o controle de
micro-organismos com potencial aplicagdo nas industrias
quimicas, farmacéuticas e conservagao de alimentos.

Conclusoes

Os oleos essenciais, principalmente de L. alba ¢ O.
gratissimum, demonstram alto potencial inibitdrio sobre C.
albicans, E. coli e S. aureus, com exce¢do de P. aeruginosa,
que apresenta resisténcia a presenca desses 0leos essenciais.
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