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RESUMO: Os d6leos essenciais sdo metabdlitos secundarios dos vegetais com propriedades
bioldgicas diferenciadas, dentre elas, a atividade contra microrganismos, sendo de interesse da
industria de alimentos as concentragdes minimas inibitérias (CMI) desses 6leos para diversas
bactérias. As CMI variam em fungdo dos compostos majoritarios e da espécie de bactéria.
Nesta pesquisa, os 6leos essenciais das plantas Satureja montana L., Cymbopogon nardus L.
e Citrus limonia Osbeck foram caracterizados quimicamente e se determinou a CMI sobre as
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 2592 e Escherichia coli ATCC 25922. A CMI dos 6leos
testados contra E. coli e S. aureus foi de 1,5%, exceto para o 6leo essencial de S. montana
sobre S. aureus, a qual foi sensivel a este 6leo a partir da concentragéo de 5,0%. Sobre a
constituicdo quimica, os componentes majoritarios dos 6leos de S. montana, C. narduse C.
limonia Osbeck foram respectivamente o timol, citronelal e limoneno.
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ABSTRACT: Chemical characterization and antibacterial activity of essential oils from
medicinal and condiment plants against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
Essential oils are plant secondary metabolites with different biological properties, such as activity
against microorganisms, being of major interest to the food industry. The minimal inhibitory
concentrations (MIC) of these oils for various bacteria should be determined. The MICvaries
according to the oil used by the major compounds and phenotypic and genotypic characteristics
of the bacteria. In this research, the essential oils of the plants Satureja montana L., Cymbopogon
nardus L. and Citrus limonia Osbeck were chemically characterized and the MIC of the bacteria
Staphylococcus aureusATCC 2592 and Escherichia coli ATCC 25922, determined. The MICfor
all oils against E. coli was 1.5%, and S. aureus was sensitive to the concentration of 5.0% of S.
montanaoil and tothe concentration of 1.5% of the essential oils of the other plants.Chemically,
the major components ofthe S. montana, C. nardus and C.limonia Osbeck oils were respectively

thymol, citronellal and limonene.
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INTRODUGAO

Os oleos essenciais (OEs) sado definidos
como substancias complexas volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, oriundas do
metabolismo secundario de vegetais. Estes
podem ser aplicados em varios segmentos, como
antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas
e contra o ataque de herbivoros, bem como nos
setores de higiene pessoal, perfumaria, cosmética,
com um mercado mundial girando em torno de US$
1,8 bilhdo. A participacao do Brasil corresponde a
apenas 0,1% deste valor sendo 80% referente ao
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comércio de 6leo de laranja (Simdes & Spitzer, 2004;
Costa, 2008).

As propriedades antimicrobianas dos
OEs de plantas condimentares e medicinais
tém despertado interesse pela perspectiva de
constituirem alternativa frente a utilizacao de
aditivos quimicos em alimentos. Nos ultimos anos
tem sido relatado que alguns OEs sao capazes de
inibir bactérias de origem alimentar e prolongar a
vida de prateleira de alimentos processados (Kim
et al., 1995; Smith-Palmer et al., 1998). Atualmente
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varias pesquisas tém investigado OEs como
antimicrobianos contra diversas bactérias. Os
estudos também enfocam a constituicdo dessas
substancias relatando a existéncia de diferengas
na composi¢cao quimica entre os oleos extraidos
de espécies distintas ou variedades. A composigao
e, consequentemente a atividade antimicrobiana, é
influenciada por variagdes em fungao de fatores tais
como: propriedades geneticamente determinadas,
idade da planta, sazonalidade, disponibilidade
hidrica, temperatura do ambiente onde a planta
se desenvolveu, nutrientes disponiveis no solo,
altitude e radiagcao UV (Martins etal., 2003; Gobbo-
Neto & Lopez, 2007). Além disso, muitas vezes,
os constituintes ativos dos OEs encontram-se em
pequenas concentragdes ou sua efetividade ocorre
por agao sinergistica com varios outros compostos,
dificultando os processos de purificagdo, ou a
obtencéao dos diferentes compostos puros.
Cymbopogon nardus, popularmente
conhecido como capim-citronela € uma importante
planta aromatica utilizada em solugdes repelentes
contra insetos e no setor de perfumaria. (Castro &
Ramos, 2003). O dleo essencial extraido de folhas
de desse vegetal tem como compostos majoritarios:
citronelal, citronelol e geraniol (Oliveira et al., 2010;
Andrade, 1996), sendo bastante utilizado como
calmante e no combate a disfungdes digestivas
(Craveiro et al., 1981; Castro & Ramos, 2003).
Satureja montana comumente conhecida
como segurelha de inverno ou segurelha montanhesa
€ erva com forte aroma e tem sido usada a centenas
de anos como condimento de alimentos e chas,
e na comida mediterranea, principalmente como
tempero de carnes e peixes (Prieto et al., 2007; Silva
etal., 2009). Na medicina tradicional e homeopatica
a segurelha de inverno é utilizada em varias
enfermidades, principalmente digestiva, como cdlica
e diarreia, estimulante, espectorante, carminativa,
anticatarraise, e afrodisiaco (Cetkovicet al., 2007;
Oliveira et al., 2011). Os compostos aromaticos,
variando entre carvacrol, cimeno e timol, constituem
a maioria dos constituintes do 6leo essencial de
Satureja montana (segurelha) (Cavar et al., 2008;
Fraternale et al., 2007; Oliveira et al., 2011).
Citrus limonia Osbeck, conhecido
popularmente como limao-cravo ou limao rosa,
é produzido em larga escala no Brasil. As folhas
de C. limonia sao utilizadas para infusées no
combate de resfriados e coriza, além disso, o
suco é utilizado na medicina alternativa para
tratamento de problemas gastrointestinais e
contra infec¢6es bacterianas (Spethmann, 2004).
Na constituicdo do OE de C. limonia o limoneno é
0 composto majoritario (aproximadamente 95%)
(Fisher & Phillips, 2006).
Dentre as bactérias contaminantes de
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alimentos e relatadas como agentes causadores
de doencas veiculadas por alimentos, pode-se
mencionar Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. A bactéria S. aureus é responsavel por
causar surtos de toxinose, sendo que o principal
habitat em humanos e animais € a mucosa naso-
faringea, onde forma parte da microbiota normal
(Fueyoet al., 2005). E. coli é agente causador de
gastrenterites, a contaminagéao se da principalmente
por contato com material fecal ou contato com
superficies contaminadas (Nascimento & Stamford,
2000). Ambos os microrganismos sao responsaveis
por inumeros casos de Doencgas Veiculadas por
Alimentos (DVASs).

Diante do exposto, o objetivo desse estudo
foi avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais de S. montana, C. nardus e C. limonia
determinando a concentragdo minima inibitéria
(CMI) sobre S. aureus e E. coli.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em duas
etapas. Na primeira, foi realizada a extracéo e
caracterizagao dos 6leos essenciais de S. Montana
L., C. nardus L.e C. limonia Osbeck, na segunda,
foi determinada a atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais.

Microrganismos utilizados e padronizagao
do inéculo
As bactérias utilizadas no experimento
foram Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922. A padronizagao do
indculo foi realizada mediante curva de crescimento,
relacionando-se absorbancia a 600 nme UFC mL™.
Utilizou-se a técnica de plaqueamento em superficie
em meio de cultivo Agar Triptona de Soja (TSA) e
o cultivo do microrganismo em caldo-infusdo de
cérebro e coragao (BHI). As leituras de absorbancia
foram realizadas periodicamente, até obterem-se
108UFC mL™.

Material vegetal

Foram utilizadas folhas de C. nardus,
obtidas no Horto de Plantas Medicinais de UFLA.
As coletas foram realizadas das 8 as 9 horas da
manha, em dias ensolarados e ausentes de chuva,
no més de margo de 2010, sob temperatura de,
aproximadamente, 20°C (Martins et al., 1994). As
folhas secas de S. montana foram adquiridas no
Mercado municipal de Sao Paulo - SP e as cascas
de frutos de C. limonia foram coletadas das 8 as 9
horas da manha, em dias ensolarados e ausentes
de chuva, no més de margo de 2010 no pomar da
UFLA. As folhas de C. nardus e cascas de C. limonia,
ambas coletadas frescas, foram secas em estufa
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por 72 horas a 40 °C para posterior extragdo dos
Oleos essenciais.
Extragcado e determinagdo do rendimento

dos OEs

O processo de extragao dos OEs foi realizado
empregando-se 0 método de hidrodestilagdo, em
aparelho de Clevenger modificado. Foram utilizadas
300 g da amostra (S. montana), 200 g (C. citratus) e
200 g (C. limonia). Apos 2 horas de extracao, o 6leo
obtido foi coletado e centrifugado, a 321,8 x G, por
5 minutos, em centrifuga Fanem-Baby | Mod 206,
e acondicionado em frasco de vidro revestido com
papel aluminio, previamente esterilizado (Guimaraes
et al., 2008). A extragéao foi realizada em duplicata.

Foi realizada a pesagem dos frascos
utilizados para acondicionar os 6leos essenciais
antes e ap6s a adigao dos mesmos, objetivando-
se obter a massa extraida em gramas. A partir
da massa obtida para extracdo e da umidade
do material vegetal, realizados, ambos, em trés
repeticdes, os rendimentos dos 6leos essenciais
extraidos foram calculados e expressos em base
livre de umidade (% v/p BLU).

Determinagao da unidade

Para a determinagdo da umidade do
material vegetal, 5 g de folhas frescas de S.
montana e C. nardus e 5 g de cascas de C. limonia,
separadamente, foram imersas em 80 mL de
ciclohexano em balado volumétrico com capacidade
de 250 mL que foi acoplado ao condensador com
coletor volumetricamente graduado. A temperatura
de aquecimento do balédo foi de 100 °C em manta
aquecedora. Apos 2,5 horas, o volume de agua
presente nas folhas foi quantificado. A umidade foi
calculada a partir do teor de agua contido em 300 g
da amostra (S. montana), 200 g (C. citratus) e 200
g (C. limonia) (Pimentel et al., 2006).

Quantificagao dos constituintes dos OEs
Aavaliagao qualitativa dos OE foi realizada
por cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrometro de massa (CG/EM), utilizando o
aparelho Shimadzu modelo GCMS - QP2010 Plus.
As condic¢des operacionais foram: coluna capilar de
silica fundida com fase ligada DB5 (30m X 0,25 mm),
0 gas carreador utilizado foi o hélio com vazao de
1mL/min, temperaturas de 220°C no injetor e 240°C
no detector, programagéo da coluna: temperatura
inicial 40°C com acréscimo de 3°C a cada minuto.
Os compostos foram identificados por comparagdes
com espectros existentes na biblioteca (Wiley 8 e

FFENSC 1.2) e pelo indice Kovat's (Adams, 2007).

Determinagdo da concentragdo minima
inibitoéria

A concentracdo minima inibitéria dos
OEs foi determinada através da técnica de Disco-
Difusdo conforme NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003)
com modificagdes. Adicionou-se uma aliquota da
suspensao padronizada dos microrganismos ao meio
de cultura TSA, a temperatura de aproximadamente
45°C, obtendo-se concentragdo final de 108 UFC
mL-". A mistura foi homogeneizada e vertida
imediatamente em placas de Petri sendo que a
CMI foi determinada separadamente para cada
bactéria em estudo. Os OEs foram diluidos em
dimetilsuféxido (DMSO 0,2%) nas concentragdes
0,0 (controle), 1,5; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 25,0 e 50,0%.
Foram utilizados 5 uL de 6leo essencial para a
aplicagcao em discos de papel filtro (n° 103) medindo
6 mm de didmetro. Os discos foram colocados sob
as placas com meio de cultura TSA contendo os
microrganismos. As placas foram incubadas a 37°C,
por 24 horas. O controle negativo foi preparado
usando somente o solvente (DMSO 0,2%). A CMI
foi avaliada utilizando paquimetro para a medigéo
dos halos de inibicao.

RESULTADO E DISCUSSAO

No Brasil ha varias pesquisas que relatam
a existéncia de diferentes caracteristicas quimicas
entre os Oleos essenciais de espécies distintas e
até mesmo entre espécies iguais, porém cultivadas
em diferentes regides geograficas do globo
terrestre. Nas condigbes utilizadas nesse estudo
para extragdo dos Oleos essenciais de C. nadus,
S. montana e C. limonia, além da caracterizagdo
quimica, observou-se as variagbes no rendimento
e umidade. O teor de umidade das folhas secas
de C. nardus e de S. Montana foi de 9,0% e 8,0%,
respectivamente. Para C. limonia obteve-se 7%,
enquanto que o rendimento dos Oleos foi 1,24%,
1,48% e 1,85%%, respectivamente.

Resultados distintos dos obtidos no presente
estudo, em relagdo ao rendimento dos OEs foram
encontrados em outros estudos. Marco et al. (2007)
examinaram o rendimento do 6leo essencial de C.
nardus cultivados em diferentes espagamentos,
altura e épocas de cortes, encontraram resultados
variando de 3,52% a 4,18% de OE na matéria seca.
O rendimento de 6leo essencial de S. montana foi
bastante satisfatorio (1,25%), quando comparado a
0,47% ao obtido por Oliveira et al. (2011). Segundo
Burt (2004), variagdes no rendimento do OE entre
plantas pertencentes a mesma espécie podem ser
atribuidas, principalmente, a diferengas de época
de colheita, tipo de solo, clima da regido e umidade
relativa do ar.

A composicdo quimica também pode
variar em funcao de diversos fatores, entre eles
as caracteristicas ambientais e genéticas do
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espécime. Os compostos majoritarios identificados
no OE de S. montana L. foram timol (15,47%),
p-cimeno (11,5%) e carvacrol (9,81%). Resultados
semelhantes foram descritos por Oliveira et al
(2011) para o oleo de S. montana: timol (28,99%),
p-cimeno (12,0%) e carvacrol (10,71%). Para
C. nardus, foram identificados os monoterpenos
citronelal (30,48%), citronelol (14,32%) e geraniol
(17,12%). Os resultados encontrados por Oliveira
et al. (2010) foram: citronelal (34,60%), geraniol
(23,17%) e citronelol (12,9%). C. limonia apresentou
limoneno (33,67%) em maior proporgéo, seguido
pelo p-cimeno (14,16%). Em 6leos essenciais de
plantas do género Citrus, o limoneno pode atingir
80% da composicao total (Ladaniya, 2008). Alguns
fatores como as caracteristicas genéticas, a idade
da planta e o ambiente, podem ser determinantes
na quantidade dos constituintes (Natta et al., 2008).
Segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007), a época
em que a planta é coletada é um dos fatores de
maior importancia, visto que a quantidade e, as
vezes, até mesmo a natureza dos constituintes
ativos ndo é constante durante o ano. A idade
e o desenvolvimento da planta, bem como dos
diferentes 6rgaos vegetais, também sdo de
consideravel importancia e podem influenciar néo
s6 a quantidade total de metabdlitos produzidos,
mas, também, as proporgdes relativas dos
componentes da mistura. Tavares et al.(2005)
analisaram a composicéo do OE de trés quimiotipos
de Lippia alba e encontraram variagao qualitativa e
quantitativa entre os constituintes quimicos.

No presente estudo verificou-se que
houve atividade antimicrobiana dos OEs extraidos
sobre ambas as bactérias. Na Tabela 1 podem-se
observar os valores de halos inibitérios para cada
bactéria e OE.
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Staphylococcus aureus teve maior
sensibilidade ao OE de C. limonia. A partir da
concentragado de 10% esse 6leo mostrou-se mais
eficiente que os outros. J& o dleo de S. montana
teve atividade antimicrobiana somente a partir da
concentragao de 5%. Cavar et al. (2008) apontam
resultados diferentes aos desse estudo em relagédo
a atividade antimicrobiana, em que o OE de S.
montana foi mais eficiente contra S. aureus que a E.
coli. Quanto maior a concentragao utilizada, maiores
foram os didmetros dos halos inibitérios (Figuras 1
e 2), pois os componentes dos 6leos apresentam-
se mais concentrados. Apesar de varios trabalhos
relatarem a atividade antimicrobiana de plantas do
género Citrus (Fischer & Phillips, 2006), ha poucos
com informac¢bes da atividade antimicrobiana
do OE de C. limonia. Pode-se atribuir o efeito
antibacteriano dos 6leos de C. nardus e C. limonia
as altas quantidades de citronelal e limoneno,
respectivamante. O mecanismo de acao desses
compostos baseia-se principalmente em efeitos
téxicos na membrana celular, como a dissipagao da
forga proton motiva, comprometendo a fungéo no
que diz respeito a permeabilidade seletiva (Sikkema
et al., 1995).

Devido a natureza hidrofébica e fendlica,
timol e carvacrol, compostos majoritarios do 6leo de
S. montana, interagem com a camada fosfolipidica
da membrana citoplasmatica e também com as e
proteinas da membrana bacteriana, causando o
vazamento do material celular, tais como: ATP e
acidos nucléicos (Burt, 2004).

Estudos tém confirmado a influéncia dos
fatores ambientais como determinantes na agéo
antimicrobiana dos OE, a exemplo de Celiktas et
al. (2007) que relacionaram o aumento da atividade
antimicrobiana do OE de Rosmarinus officinalis

TABELA 1. Valores médios de halos de inibicdo (mm) formados pela acdo dos OEs de Satureja montana,
Cymbopogon nardus e Citrus limonia Osbeck em diferentes concentragoes.

Bactérias Staphylococcus aureus Escherichia coli

Concentragdes (%) S C L S C L
DMSO (0,2%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,5 * 1,002 3,332 1,002 1,002 1,002
25 * 1,002 3,662 1,002 2,00° 2,00°
5,0 1,002 2,00? 4,002 3,00° 2,332 2,662
10,0 2,33 3,00° 8,33° 3,00° 3,332 3,00°
15,0 3,00° 3,00° 9,00° 4,662 3,662 3,662
25,0 4,662 3,662 9,33° 8,00° 4,002 6,33°
50,0 2,66° 4,002 11,66° 15,66° 4,002 10,0°

S: Satureja montana. C: Cymbopogon nardus.L: Citrus limonia. ®® ° Teste Tukey a 95% de significancia para diferenca de médias das
zonas de inibicdo (mensuradas em milimetros), médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si significativamente na mesma linha*
auséncia de halo inibitério
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FIGURA 1. Zonas de inibicao (mm) em fungao das concentragdes de diferentes 6leos essenciais sobre Escherichia

coli. Valores médios + Desvio padrao (barras).
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FIGURA 2. Didmetros em fungéo das concentragdes de 6leos essenciais sobre Staphylococcus aureus. Valores

médios * Desvio padrao (barras).

em amostras coletadas na primavera. Moon et al.
(2006) verificaram variagao significante no tamanho
dos halos de inibigdo quando testaram a atividade
antimicrobiana do OE de diferentes amostras
de Lavandula angustifélia frente aos mesmos
microrganismos. A atividade antimicrobiana de um
6leo pode ser, as vezes, bem diferente. Para uma
espécie em particular, por exemplo, os valores de
CIM determinados para OEs de quimiotipos de
Thymus vulgaris diferem quando se usam outras
linhagens de um mesmo microrganismo (Janssen
et al., 1987).

Nguefack et al. (2004) relatam maior
atividade antibacteriana do 6leo de C. citratus quando

comparado a Z. officinales utilizando a metodologia
de difusdo em disco. No presente estudo, no qual
também foi utilizada metodologia de disco-difuséo,
a maior agao inibidora foi obtida pelo 6leo OE do S.
montana contra E. coli e C. limonia para S. aureus.
Diferengas entre resultados podem ocorrer mesmo
quando se utiliza a mesma metodologia, pois
existem também diferengas quanto a sensibilidade
de linhagens de um determinado microrganismo
frente a um mesmo produto antimicrobiano vegetal.

CONCLUSAO
Os OEs apresentaram acao antibacteriana,
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sendo que S. aureus teve maior sensibilidade ao
6leo essencial de limdo e E. coli ao 6leo de S.
montana. Os resultados in vitro sugerem o uso
potencial destes 6leos como uma alternativa aos
antimicrobianos e conservantes sintéticos.
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