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RESUMO: O 6leo essencial e o extrato etandlico obtidos a partir de folhas de Myrtus communis
foram avaliados quanto ‘a atividade inibitoria frente a varios microrganismos. Os halos de
inibi¢do de crescimento foram avaliados através das técnicas de “template” e difusdo em disco
para as linhagens de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Bacillus subtilis e Serratia marcescens. Os resultados obtidos evidenciaram que o dleo de M.
communis apresentou atividade antibacteriana superior ao extrato etandlico frente a todas as
bactérias. A atividade demonstrada tanto para o 6leo como para o extrato etanolico frente a
algumas linhagens, foi melhor evidenciada pela técnica “template”. E. coli foi resistente ao 6leo
e extrato etandlico testados.

Unitermos: Myrtus communis, atividade antimicrobiana, dleo essencial, extrato etandlico.

ABSTRACT: “Evaluation of the antibacterial activity of Myrtus communis L. (Myrtaceae)
leaves”. We have studied the crude essential oil and crude ethanol extract from Myrtus communis
leaves for possible antimicrobial activity against pathogenic bacteria. The halos of growth
inhibition had been evaluated through the techniques of “template” and disk diffusion assays
to the strains Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Bacillus
subtilis and Serratia marcescens. The results demonstrated that M. communis oil presented
superior antibacterial activity to all strains. The template assay was the best method to determine
the antibacterial activity exhibited by the oil and extract to the strains. E. coli was resistant to the

oil and ethanol extract tested.
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INTRODUCAO

A utilizag@o das plantas medicinais ¢ uma das
mais antigas armas empregadas para o tratamento de
enfermidades humanas e muito da informagao a respeito
de seu uso vem através da sabedoria popular (Funke &
Melzig, 2006; Biavatti et al., 2007; Oliveira et al., 2007;
Agra et al., 2007). Dados da Organizagdo Mundial de
Satde (WHO, 2002) mostram que cerca de 80% da
populagdo mundial faz uso de algum tipo de planta na
busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou
desagradavel (WHO, 2002). A utilizagdo de plantas
medicinais, pratica tradicional ainda existente entre os
povos de todo o mundo, tem recebido incentivos da
propria Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2002).
Sdo muitos os fatores que vém colaborando para o
desenvolvimento de praticas de satide que incluam
plantas medicinais, principalmente econdmicos e
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sociais (Elisabetsky, 1991; WHO, 2002; Albuquerque &
Hanazaki, 2006; Silva et al., 2006).

Myrtus communis L. Myrtaceae, conhecida
popularmente como  “mirta”, ¢ uma planta
tradicionalmente utilizada no sul do Brasil e no Uruguai.
A folha ¢ empregada no tratamento de problemas
estomacais, na forma de infusdo e apresenta também
efeitos antihiperglicémicos e antimutagénicos (Elfellah
et al., 1984; Hayder et al., 2003). Fitohemaglutininas de
suas sementes usadas in vitro tiveram efeito antilipémico
util para auxiliar o diagnostico clinico de parametros
bioquimicos em soros lipémicos (Ortega & Rodenas,
1979). Triagem fitoquimica preliminar de suas folhas
demonstrou a presenca de taninos e acilfloroglucinol
(E1-Sissi & El-Ansary, 1967; Appendino et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi analisar a
atividade de inibicdo de crescimento de véarias cepas
de microrganismos patogénicos na presenca do dleo
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essencial bruto e extrato etandlico obtidos a partir de
folhas de Myrtus communis.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas de M. communis foram coletadas
de um espécime em Margo de 2002, no municipio de
Santana do Livramento, Estado do Rio Grande do Sul,
Brasil (coleta 002-JAR, Jodo Aristeu da Rosa). Uma
exsicata foi confeccionada e enviada para identificagdo
no Herbario do Instituto de Biociéncias da UNESP de
Rio Claro - SP. As folhas foram secas em estufa com
circulagdo forcada de ar a 40 °C. Em seguida foram
pulverizadas em moinho de facas, para facilitar a
extragdo de seus constituintes quimicos.

Preparacio de extratos e 6leo essencial

Os extratos foram preparados por turbo-
extragdo durante 15 minutos a 40 °C, com etanol:agua
(7:3) e concentrados sob pressdo reduzida em evaporador
rotatorio (40 °C). A seguir, o extrato foi dissolvido em
dimetilsulfoxido para a concentragdo de 100 mg/mL. O
6leo essencial foi obtido por extragdo de arraste a vapor
no aparelho de Clevenger modificado (Wasicky, 1963).

Microrganismos e meios

As linhagens bacterianas usadas neste
estudo foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e
Serratia marcescens (cepa de campo). As linhagens
foram mantidas para crescimento em meio Miieller-
Hinton por 24 horas a 37 °C sendo transferidas para
meios liquidos BHI (Infuso cérebro coragdo - Brain
Heart Infusion) para testes de atividade antimicrobiana.

Ensaios de atividade antimicrobiana

Uma coldnia de cada cepa crescida previamente
em meio Mieller-Hinton por 24 horas a 37 °C foi

transferida para caldo BHI (Brain Heart Infusion) e
incubada a 37 °C por 24 horas para atingir o crescimento
exponencial. A partir deste inoculo foi ajustada turvagao
até a escala 0,5 de Mc Farland (1-3 x 10® UFC/mL,
unidades formadoras de coldnia) ¢ em seguida as
bactérias foram diluidas 1:100 para uso no ensaio de
atividade antimicrobiana (Bauer et al., 1966).

A atividade inibitoria foi verificada pelas
técnicas “template” e difusdo em disco. As suspensodes
de Dbactérias convenientemente diluidas foram
adicionadas as placas contendo meio de Miieller-Hinton
fundido. Apds solidificagdo dos meios, os discos de
papel ou os pogos receberam 20 pL do 6leo essencial ou
dos extratos (100 mg/mL) os quais foram aplicados as
placas, que a seguir foram incubadas a 37 °C durante 24
horas. Apos o periodo de incubagdo foi realizada leitura
visual observando-se o halo de inibigdo de crescimento
bacteriano quantificado em mm com o auxilio de
paquimetro. Paralelamente foram realizados controles
dos crescimentos bacterianos, dos solventes utilizados e
ampicilina (10 pg/mL) como controle positivo (Balows
et al., 1991). Todos os ensaios foram realizados em
triplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Espécies vegetais continuam a representar
fontes de intimeras drogas e estudos relacionados a
investigagdo de propriedades terapéuticas exibidas por
estas constituem-se em importante ferramenta para
esclarecimento cientifico. Assim uma espécie pode ser
analisada quanto aos seus constituintes quimicos obtidos
em diferentes situagdes. Os 6leos essenciais s3o misturas
constituidas por um numero variado de substéncias
organicas com estruturas relativamente simples, onde
os principais componentes provém de rotas secundarias
do metabolismo de plantas, como os monoterpenos,
sesquiterpenos ¢ fenilpropandides. Essas composigdes
naturais se tornaram um conveniente atrativo devido as
suas propriedades bioldgicas e organolépticas. Entre as
espécies reconhecidas como produtoras de 6leo essencial
anti-séptico destacam-se o Ocimum gratissimum L.,
conhecido popularmente como alfavacido (Ntezurubanza
et al.,, 1987), o Cymbopogon citratus (DC) Stapf ou
capim-limao (Onawunmi & Ogunlana, 1986) ¢ Salvia

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial e extrato etandlico de Myrtus communis.

Amostras , “Template” ! , Difusdo em disco "
Oleo Extrato Ampicilina Oleo Extrato Ampicilina
S. aureus 20 15 21 15 12 22
S. epidermidis 20 12 26 15 _° 28
E. coli - - 20 - - 21
B. subtilis 17 15 26 15 - 26
S. marcescens 10 - 15 13 11 15

(a) Os halos estdo expressos em mm.
(b) -: significa auséncia de halo.
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officinalis L., a salvia. O 6leo essencial de Cymbopogom
citratus (DC) Stapf. é constituido de mirceno, neral,
geranial e outros compostos nao identificados (Craveiro,
1981) sendo utilizado contra gripes, disenteria, dores de
cabega e também como calmante ¢ antiespasmodico;
além disso, possui atividade antimicrobiana e anti-
hipertensiva (Onawunmi & Ogunlana, 1986; Singi et
al., 2005). Podemos observar na Tabela 1 que o 6leo
essencial, avaliado pela técnica “template”, apresentou
atividade antimicrobiana frente a todas as linhagens
testadas, exceto E. coli, enquanto o extrato de M.
communis, na concentragdo utilizada, nao foi capaz de
inibir o crescimento para E. coli ¢ S. marcescens. O efeito
antibacteriano obtido pelo 6leo essencial comparado ao
extrato frente a S. aureus foi 1,3 vezes superior, enquanto
que para S. epidermidis foi 1,7 vezes e B. subtilis 1,1
vezes superior através da técnica “template”.

De acordo com os resultados obtidos pelo ensaio
de difusdao em disco o extrato de M. communis, mostrou
que E. coli e B. subtilis apresentaram resisténcia, sendo
que frente a E. coli o 6leo também ndo mostrou atividade
inibitdria. O efeito antibacteriano obtido pela técnica de
difus@o em disco observado para o 6leo em relagdo ao
extrato frente a S. aureus foi 1,3 vezes superior enquanto
para B. subtilis foi 1,4 vezes.

Podemos notar para o 6leo essencial e extrato
etandlico de M. communis que os niveis de inibi¢do de
crescimento bacteriano pela técnica de difusdo em disco
foram menores em relagdo aos controles de ampicilina
exibidos na Tabela 1. Entretanto, os dados indicam
que a atividade antibacteriana para o 6leo essencial
e extrato hidroalcodlico de M. communis frente a
algumas linhagens, foi melhor evidenciada pela técnica
“template”. Estes resultados sdo concordantes com a
literatura que mostra estudos comparando atividade
antimicrobiana de algumas espécies vegetais, entre as
quais Achillea millefolium subsp. millefolium, Achillea
biebersteini, Satureja hortensis ¢ Thymus pectinatus
nos quais os 6leos apresentam maior atividade inibitoria
sobre os microrganismos (Candan et al., 2003; Sokmen
et al., 2004; Gulluce et al., 2003; Vardar-Unlu et
al., 2003). Neste trabalho demonstrou-se que entre
as bactérias gram negativas, a E. coli exibiu maior
resisténcia aos efeitos inibitoérios de M. communis pela
técnica “template” e difusdo em disco.

Os resultados evidenciaram que o d6leo de M.
communis apresentou atividade antibacteriana com
inibi¢do de 63,5% para B. subtilis a 95,2% frente a S.
aureus pela técnica “template”. Podemos notar que pela
técnica de difusdo em disco, os valores de inibi¢do do
crescimento bacteriano foram 57,7% a 71,4%. A agédo
antibacteriana obtida pelo extrato apresentou indices de
inibi¢do de crescimento menores, quando comparado
ao controle. Podem ser citadas as propriedades
antibacterianas frente a S. aureus e S. epidermidis dos
6leos da espécie Marlierea eugeniopsoides (Limberger
et al., 1998), de Melaleuca alternifolia frente a varias

espécies de lactobacilos (Hammer et al., 1999) e
oleos essenciais de Psidium que foram ativos contra
S. aureus e Pseudomonas aeruginosa (Santos et al.,
1997). A comparagdo de dados obtidos com oleos e
extratos deve ser analisada levando-se em consideragao
que a composicdo dos mesmos varia em fungdo das
condicdes climaticas e ambientais (Janssen et al., 1987;
Sivropoulou et al., 1995; Tavares et al., 2005; Franco
et al., 2005; Potzernheim et al., 2006; Carvalho-Filho
et al., 2006). Além disto, o método a ser utilizado para
determinar a atividade antimicrobiana e a selegdo de
linhagens pode influenciar o resultado obtido (Janssen
et al., 1987; Nascimento et al., 2007), sendo o método
de difusdo em disco uma técnica bastante recomendada
para avaliagdo de dleos (Morris et al., 1979; Smith-
Palmer et al.,1998).

Atualmente observa-se uma forte tendéncia
pelo uso de plantas aromaticas para muitos propositos,
incluindo seu uso como agentes antimicrobianos,
considerando-se a composi¢do e o potencial
antimicrobiano de seus respectivos Oleos essenciais.
Ao lado das atividades reportadas para M. communis,
da presenca de taninos e acilfloroglucinol (EI-Sissi &
El-Ansary, 1967; Appendino et al., 2002) nas folhas, a
atividade antibacteriana de seu 6leo essencial e extrato
etanolicoaquidemonstradasmerecemmaiorinvestigagao
para possivel identificagdo dos compostos responsaveis
pela agdo antimicrobiana de M. communis.
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