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Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito in vitro de 6leos
essenciais na inibicao de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Foram testados os 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus
officinalis), manjerona (Origanum majorana L.), manjericao (Ocimum
basilicum L.), eucalipto (Eucaliptus citriodora), citronela (Cymbopogon
winterianus) e capim-limdo (Cymbopogon citratus), previamente extraidos
pela técnica de arraste a vapor. Os dleos foram submetidos a 10 diferentes
diluicoes (1/9, 2/8, 3/7, 4/6, 5/5, 6/4, 7/3, 8/2, 1/9, 1). A técnica utilizada foi
o embebimento das amostras em discos absorventes estéreis que foram
adicionados sobre agar contendo os microrganismos, e posterior mensuracao

dos halos de inibicdo. Os resultados obtidos demonstraram que todos os éleos
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essenciais nas concentracdes testados ndo apresentaram caracteristicas
inibitorias frente a Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Evaluation in vitro of essential oils in the inhibition of Staphylococcus

aureus and Escherichia coli

Abstract

This work was carried through with the objective to evaluate the effect in vitro
of essential oils in the inhibition of Escherichia coli ATCC 25922 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923. We tested the essential oils of rosemary
(Rosmarinus officinalis), marjoran (Origanum marjorana L.), basil (Ocimum
basilicum L.), eucalyptus (Eucalyptus citriodora), citronela (Cymbopogon
nardus), grass-lemon (Cymbopogon citratus), previously extracted for the
technique of drag the vapor. The oils had been submitted at 10 different
dilutions (1/9, 2/8, 3/7, 4/6, 5/5, 6/4, 7/3, 8/2, 1/9, 1). The used technique
was the embodiment of the samples in barren absorbent records that had
been added on agar to contain the microorganisms and reading to subsequent
of inhibition halos. The results had demonstrated that all the essential oils in
the tested concentrations had not presented innibitory characteristics front to
the Escherichia aureus coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC
25923.

1- Introducgao

Os dleos essenciais estdo associados a varias fungdes necessarias a
sobrevivéncia dos vegetais em seu ecossistema e exercem papel fundamental
na defesa contra microrganismos patogénicos. Na pratica médica popular,
existem relatos de sua utilizacgdo como agentes medicinais desde tempos

remotos. Eles sdo liquidos volateis, refringentes e de odor caracteristico,
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originados de um grande numero de plantas como subprodutos do
metabolismo secundario (SIANI et al., 2000).

Esses Oleos tém despertado interesses comerciais de grandes grupos
empresariais que visam incrementar seus lucros, principalmente no setor de
cosméticos e alimentos. Adicionalmente, as empresas buscam diminuir o
impacto ambiental ja que os dleos sdo extraidos de partes de plantas (folhas,
raizes, sementes, caules, entre outros) que ate entdo, apenas geravam
residuos para a industria.

Os Oleos essenciais vém sendo utilizados com o intuito de inibir ou
mesmo destruir microrganismos patogénicos encontrados no ambiente e em
alimentos in natura ou processados. Recentemente, pesquisas confirmaram
gue determinados dleos essenciais, em diluicdes adequadas, sdo capazes de
inibir o desenvolvimento micelial de fungos e colaborar para a obtengao de um
alimento mais seguro e com maior durabilidade (PEREIRA et al., 2004).

O potencial antimicrobiano dos dleos essenciais, particularmente os
extraidos de plantas medicinais, condimentos e especiarias de uso doméstico
(alecrim, manjericdo, manjerona, capim-limao, eucalipto, citronela, dentre
outros) é sem duvida a principal propriedade bioldgica dos 6leos com
aplicacdes em alimentos.

Objetivou-se com esse estudo verificar in vitro a eficiéncia dos dleos de
alecrim (Rosmarinus officinalis), manjerona (Origanum majorana L.),
manjericao (Ocimum basilicum L.), eucalipto (Eucalyptus citriodora), citronela
(Cymbopogon nardus) e capim-limao (Cymbopogon citratus) na inibicao de
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2 - Materiais e Métodos

Foram utilizados &leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis),
manjerona (Origanum majorana L.), manjericdao (Ocimum basilicum L.),
eucalipto (Eucalyptus citriodora), citronela (Cymbopogon nardus) e capim-

limdo (Cymbopogon citratus) com 100% de pureza, obtidos por processo de
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destilacdo por arraste a vapor em baixa pressao, gentilmente cedido por
Tekton - Oleos essenciais.

No laboratério, cada dleo essencial foi assepticamente diluido em alcool
etilico nas seguintes concentracoes: 1/9,2/8,3/7,4/6,5/5,6/4, 7/3, 8/2, 1/9, 1.

Paralelamente, culturas puras com crescimento de 24 horas (fase
estacionaria de crescimento) de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922 foram inoculadas em caldo BHI (infusdao de
cérebro e coracao) e incubadas a 35°C+ 1°C até alcancarem turvacdo
equivalente a 0,5 na escala de MacFarland.

Essas culturas (0,1mL) foram semeadas em duplicata com auxilio de
swab na superficie de uma placa de Petri contendo agar Mueller Hinton. Apds
absorcdo das culturas pelo &gar, discos absorventes estéreis foram
mergulhados separadamente nas diferentes diluicdes dos dleos essenciais de
alecrim, manjerona, manjericdao, eucalipto, capim-limdo e citronela e
depositado na superficie das placas. Foi utilizado como controle um disco
mergulhado no alcool etilico utilizado para diluicao.

As placas foram incubadas a 35°C +£1°C por 24 horas e, posteriormente,
os halos de inibicao foram medidos e anotados. Considerou-se como tamanho
do halo de inibicao a diferenca entre medida verificada no disco controle e a
diluicdo selecionada. Foram realizadas duas repeticdoes para cada diluigao

selecionada e os resultados comparados.

3 - Resultados e Discussao

As medidas dos halos de inibicao obtidas nas diferentes diluicoes
selecionadas para o 6leo essencial de alecrim demonstraram que essa
substancia nao foi capaz de inibir in vitro o crescimento dos microrganismos
testados. Esse resultado contradiz COELHO et al. (1997) que afirmam que o
0leo essencial de alecrim possui propriedades anti-sépticas. Porém, estes
autores ndo descrevem para qual microrganismo ou grupo esta substancia é

capaz de inibir.
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Os halos médios de inibicdo (mm) determinados para d6leos essenciais de
manjerona e manjericao nas diferentes diluicdes podem ser observados nas
Tabelas 1 e 2.

A manjerona é um tempero muito utilizado na culindria e que, apesar do
seu alto valor medicinal, atualmente tem sido pouco empregado na medicina
popular. Seu 0Oleo essencial vem despertando interesse por possuir atividade
bioldgica (antibacteriana, antifingica e antioxidante). Na industria de
alimentos, o 6leo destilado tem larga aplicagao, levando em conta sua grande
estabilidade de conservacdo e auséncia de contaminagdo microbioldgica
(MENEZES JUNIOR, 2005).

Nos resultados apresentados nao foi descontado o tamanho do disco no

alcool (1,22 cm para Escherichia coli e 2,36 cm para Staphylococcus aureus).

Tabela 1 - Média ponderada dos halos de inibicdo (tamanho do halo + disco em milimetro -

mm) observados para os microrganismos testados frente a diferentes diluicdes do dleo de

manjerona
Diluicao Escherichia coli Staphylococcus aureus

0,1mL dleo - 0,9mL alcool 1,6 3,3
0,2mL dleo - 0,8mL alcool 1,5 3,7
0,3mL dleo - 0,7mL alcool 1,2 2
0,4mL éleo - 0,6mL alcool 1,1 1,1
0,5mL dleo - 0,5mL alcool 1,2 2,3
0,6mL dleo - 0,4mL alcool 1,2 NR
0,7mL dleo - 0,3mL alcool 1,3 2,9
0,8mL dleo - 0,2mL alcool 1,3 NR
0,9mL dleo - 0,1mL alcool 1,4 3,6

1 mL éleo puro 1,3 2,75

NR=Nao Realizado
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Tabela 2 - Média ponderada dos halos de inibicdo (tamanho do halo + disco em milimetro -

mm) observados para os microrganismos testados frente a diferentes diluicdes do dleo de

manjericao
Diluicao Escherichia coli Staphylococcus aureus

0,1mL éleo - 0,9mL alcool 1,6 2,7
0,2mL dleo - 0,8mL alcool 1,4 3,4
0,3mL dleo - 0,7mL alcool 1,3 1,85
0,4mL dleo - 0,6mL alcool 1,1 1,75
0,5mL dleo - 0,5mL alcool 1,1 3,35
0,6mL dleo - 0,4mL alcool 1,2 2,8
0,7mL dleo - 0,3mL alcool 1,7 2,55
0,8mL dleo - 0,2mL alcool 1,3 3,9
0,9mL dleo - 0,1mL alcool NR 2,75

1 mL d6leo puro 1,3 3,15

NR=Nao Realizado

Nas diferentes diluicdes do dleo essencial de eucalipto, as duas bactérias
testadas cresceram de forma normal, ndao sofrendo nenhuma influéncia pela
presenca do dleo. O mesmo aconteceu quando o 6leo essencial de citronela foi
testado. Estes resultados ndao eram esperados ja que o 6leo de eucalipto é
largamente utilizado na composicao de desinfetantes (VITTI; BRITO, 1999).
Também, o éleo de citronela, apesar de mais conhecido por sua agdo repelente
de insetos, é considerado anti-séptico e germicida (AMARAL, SILVA, 2003).
Porém, neste estudo nao foi observada inibicdo das bactérias testadas.

As médias dos halos de inibicdo para o 6leo essencial de capim-limao
estao contidas na Tabela 3.

Apesar do O6leo essencial de capim-limao e suas diluiches terem
apresentado alguma inibicdo frente a Escherichia coli, nao houve nenhum
efeito sobre o crescimento de Staphylococcus aureus. Ha relatos sobre a
atividade fungistatica desse dleo, porém, nao existem relatos de seu uso como

anti-séptico em infeccdes bacterianas (CRUZ et al., 2000).
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Tabela 3 - Média ponderada dos halos de inibicdo (tamanho do halo + disco em milimetro -
mm) observados para os microrganismos testados frente a diferentes diluicdes do dleo de

capim-limao

Diluicao Escherichia coli Staphylococcus aureus
0,1mL éleo - 0,9mL alcool 2,1 Ndo houve caracteristicas
0,2mL éleo - 0,8mL alcool 1,1 de inibicdo pelo 6leo
0,3mL dleo - 0,7mL alcool 1,3 frente ao microrganismo.
0,4mL 6leo - 0,6mL alcool 1,6 Crescimento normal de
0,5mL 6leo - 0,5mL alcool 1,15 colbnias.
0,6mL 6leo — 0,4mL alcool 1,2
0,7mL dleo - 0,3mL alcool 2,1
0,8mL dleo - 0,2mL alcool 1,3
0,9mL dleo - 0,1mL alcool 1,9

1 mL éleo puro 2

Neste estudo nao foi determinada atividade antimicrobiana significativa
frente as duas espécies de bactérias testadas. Apesar disso, pesquisas
confirmaram que determinados 6leos essenciais, em diluicdes adequadas sdo
capazes de inibir o desenvolvimento micelial de fungos (PEREIRA et al., 2004;
SOUZA et al., 2004; SIANI et al., 2000).

4 - Conclusao

Todos os Oleos testados no presente estudo ndo apresentaram
caracteristicas de inibicao frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Nos casos onde foi observado halos de inibicao, estes nao foram considerados
satisfatorios para uso diluido em alimentos com o objetivo de inibir o
crescimento bacteriano.

Outros microrganismos poderao ser testados utilizando os mesmos 6leos,
visando uma possivel aplicacdo em produtos alimenticios, assim como para

inibir o desenvolvimento fungico.
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