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ESSENCIAIS COMERCIAIS DE Eucalyptus globulus e Ocimum basilicum L
SOBRE AS ESPECIES DE Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans
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RESUMO

O uso das plantas medicinais vem sendo utilizada h4 muitos anos para cura de diversas
doencas. A utilizacdo inadequada de antibidticos faz com que as bactérias se tornem
resistentes, além de seu uso para tratamento de infec¢des, também € utilizado produtos
naturais para fins terapéuticos. Com isso o objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito
antimicrobiano de quatro diferentes marcas de 6leo essencial de Eucalipto (Eucalyptus
globulus) e trés diferentes marcas do 6leo essencial de Manjericdo (Ocimum basilicum), na
concentracao de 100% em testes realizados in vitro através do método de disco-difusdo em
agar, seguindo a metodologia do National Committe for Clinical Laboratory Standards.
Foram avaliadas a sensibilidade das cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(isolados clinico) e Candida albicans ATCC 90028. O potencial de inibicao foi determinado
pelo tamanho dos halos formados. As marcas dos 0leos essenciais tiveram agéo inibitoria
sobre 0s microrganismos, mas a marca 3 e 4 do 6leo essencial de E. globulus néo
apresentou acao inibitéria sobre as bactérias S. aureus e E. coli. Os resultados foram
satisfatérios, contra o crescimento dos microrganismos, devido ao potencial dos 6leos
essenciais nos testes in vitro.

Palavras-chave: Alfavaca. Antibidtico. Antifungico. Eucalipto. Manjericédo.

ABSTRACT

The use of medicinal plants have been used for many years for the cure of many deceases.
The inadequate use of antibiotics make bacteria become resistant, besides the use for
infection treatment, natural products are also used for therapeutic ends. For this reason, the
scope of this present work was to analyze the antibacterial and anti funghi effect of four
brands of the essencial oil of Eucalyptus (Eucalyptus globulus) and three different brands
of the essential oil Basil (Ocinum basilicum) in test in vitro (disk diffusion Method in agar)
following the methodology of the National Committee for Clinical Laboratory Standards.The
sensitivity of the strains of the Staphylococcus aureus and Escherichia coli (clinical isolates)
and Candida albicans ATCC 90028. Were analyzed the potential of inhibition was
determined by the halos formed. All the brands of the essencial oils had inhibitory action
over the microorganisms, the brands 3 and 4 of the essencial oil of Eucalyptus globulus did
not present inhibitory action over the S. aureus and E. Coli bacteria. The results were
satisfactory against the growth of microorganisms, due to the potential of the essential oils
tested in vitro.

KEYWORDS: Alfavaca. Antibiotic. Antifungary. Eucalyptus. Basil.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas no tratamento, cura e prevencao de doencas faz parte da
cultura do povo brasileiro tendo sua base na tradicdo familiar. O conhecimento sobre a
eficacia das plantas medicinais era e é ainda hoje passado de geracao em geracao. Porém,
atualmente sédo realizados testes com mais eficiéncia que podem apresentar resultados
positivos em relacdo ao uso das plantas medicinais em diversos tratamentos (SOUZA,
2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) atualmente 80% da populacdo
de paises em desenvolvimento faz a utilizacdo de praticas medicinais tradicionais, sendo
que 85% dessas praticas incluem o uso de plantas medicinais (ROSA; CAMARA; BERIA,
2011).

O dleo essencial (OE) se produz através do metabolismo secundario das plantas, e
pode ser extraido de flores, frutas, cascas, folhas e de plantas inteiras. (SARTO; ZANUSSO;
JUNIOR, 2014). Sdo determinados quimicamente como mistura complexas de compostos
secundarios de baixo peso molecular, sintetizados pelos vegetais para sua protecédo e
sobrevivéncia, sendo alguns altamente volateis em temperatura ambiente, ndo se misturam
com a agua e possuem um aspecto oleoso (WOLFFENBUTTEL, 2007).

Além de apresentarem protecdo antimicrobiana e demostrar eficiéncia quando
incorporando seu uso em tratamentos, os OE sdo benéficos por serem produtos cuja
matéria prima é abundante na natureza (SOUSA; SERRA; MELO, 2012).

Utilizado nas industrias farmacéuticas de alimentos e cosmeéticos devido suas
atividades biolégicas (MULYANISGSIH et al., 2011), o género do Eucalyptus, pertencente
a familia Myrtaceae séo originarios da Australia, mas predomina na maioria dos
continentes. Seu OE séo utilizados popularmente como anestésico, antisséptico, anti-
inflamatorio e expectorante (BACHIR; BENALI, 2012).

Os OE obtidos através do E. globulus contém diversos compostos volateis em
grandes concentragfes, estando presentes em folhas e cascas da planta (MULYANINGSIH
et al.,, 2011; PARK; WENDT,; HEO, 2016; PARK et al.,, 2018). Tem como principal
constituinte o 1,8-cineol com aproximadamente 74,6% da composicao do 6leo essencial
(VIERA et al., 2017).

Sendo considerada uma arvore de grande porte, podendo atingir até 90 metros de
altura, o Eucalyptus globulus apresenta tronco liso, folhas perenes, lanceoladas e opostas.
A espécie possui flores até 4 cm de diametro, solitarias ou em pequenos grupos, que possuli
numerosos estames macios que podem ser branco, creme, amarelo, rosa ou vermelho
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).



Considerado uma planta herbacea, ramificada, que chega a atingir cerca de 60 cm
de altura, o manjericdo Ocimum basilicum L é uma planta pertencente a familia Lamiacea,
que é conhecida também como alfavaca, basilicao e alfavacéo. Apresenta folhas simples e
de formato oval e suas flores séo brancas e rosadas em cachos (MAIA, 2007). Sendo uma
planta nativa da Asia, foi introduzida no Brasil pela colénia italiana (LORENZI; MATOS,
2002). E uma planta muito utilizada na culinaria gastronémica, na medicina popular como
forma de tratamento para diversas doencas (MARTINS et al., 2009).

Atividades farmacolégicas como bactericida, fungicida, antiparasitaria e, até mesmo
como repelente de insetos sdo apresentadas nos OE do manjericio (KEITA et al., 2001).

O género Ocimum produz um OE rico em acidos fendlicos, linalol, geraniol, citral,
alcanfor, eugenol, timol, 1,8-cineol, acetato de nerila, e outros compostos (GOVIN et al.,
2000). A presenca de eugenol na planta apresenta a¢do antisséptica contra alguns fungos
(PEREIRA; MOREIRA, 2011).

A bactéria Staphylococcus aureus apresenta-se como sendo iméveis, podendo
crescer nas temperaturas entre 18° a 40°C (MIRAGLIA; LENCASTRE, 2014), sendo gram-
positiva, faz parte da microbiota do homem, sobretudo habitando na narina e regido
perineal. Os fatores de viruléncia desta bactéria apresentam mecanismos de adesdo,
evasdo e invasdo, quando o sistema imunoldgico do hospedeiro se encontra enfraquecido.
E responsavel por doencas graves, dentre elas, infeccbes da pele, bacteriemias,
endocardite, pneumonias, osteomielites e artrite séptica (OTTO, 2010).

Responsaveis por 70 a 85% dos casos de infec¢des urindrias nas mulheres
(SANTOS et al., 2013; PIRES et al., 2016), a Escherichia coli pertencente a familia
Enterobacteriaceae, pode ser encontrada no meio ambiente e na microbiota do homem e
animais, é caracterizada como bacilos gram-negativos (DUARTE, 2014; MAINIL, 2013),
tendo sua temperatura ideal para crescimento de 37°C (BARNES; VAILLANCOURT;
GROSS, 2003; OLIVEIRA et al., 2004; QUINN et al., 2005).

Constituindo o principal grupo de leveduras que resultam em infec¢des oportunistas
no ser humano, o género Candida compde-se de cerca de 150-200 espécies, muitas das
qguais podem habitar o trato gastrointestinal, sistema urogenital, pele e mucosa do trato
respiratorio de seres humanos (DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE, 2009).

Candida albicans é a classe mais importante do género e a de maior relevancia
clinica, pois, corresponde ao agente mais comum de infec¢des fungicas em humanos
(TAMURA et al., 2007).

Devido ao fato dos microrganismos apresentarem grande ocorréncia de resisténcia,
0 objetivo deste trabalho foi realizar uma pesquisa in vitro sobre a a¢do antimicrobiana do
OE de E. globulus e O. basilicum, frente as bactérias gram-positiva S. aureus e gram-

negativa E. coli e sobre cepa do fungo C. albicans.



2. MATERIAL E METODO

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

As diferentes marcas do 6leo essencial de Eucalipto e Manjericdo foram obtidas
comercialmente em frascos ambar, lacrados, devidamente rotulados, com volume de 10 mL
em lojas de produtos especializados na cidade de Irati-PR e Guarapuava-PR e
encomendados através de lojas de especiarias da internet. Foram analisadas sete marcas
de OE, dentre elas quatro de eucalipto e trés de manjericdo, testados em concentracdo de
100%. De acordo com a descricdo do rotulo da composi¢cdo dos OE de Eucalipto e

Manijericao, os 6leos foram obtidos através da técnica de arraste a vapor.

2.2 MICRORGANISMO

As cepas utilizadas foram a Candida albicans ATCC 90028 subcultivado em agar
Sabouraud Dextrose, Staphylococcus aureus (isolado clinico) e a Escherichia coli
(isolado clinico) em agar Sangue e mantidos em temperatura de incubacéo a 37°C.

As cepas das bactérias e os discos estéreis foram cedidos pelo Centro
Universitario Campo real. A cepa da C. albicans foi cedida pelo Laboratério de Micologia
da Universidade Estadual do Centro Oeste (UNICENTRO). As placas de agar Muller-

Hinton e agar sangue foram compradas pela empresa Newprov.

2.3 TESTE DE DISCO-DIFUSAO

O in6culo foi preparado a partir de colénias jovens de 24 horas de vida, suspensas
em solucao salina estéril a 0,145 mol/L (0,85%). A turvacao foi ajustada primeiramente
na escala de McFarland 0,5 e posteriormente em espectrofotometria seguindo um padréo
descrita pelo (CLSI, 2009).

A atividade antifungica e antibacteriana foi analisada empregando-se a técnica de
disco-difuséo de acordo com a metodologia descrita pelo (CLSI, 2009).

Sob condicdes assépticas da camara de fluxo laminar e dos materiais deixados
por 30 minutos na luz UV, a superficie de placas estéreis de dgar Mueller-Hinton foi
inoculada a partir da semeadura uniforme da suspensdo dos microrganismos com o
auxilio de um swab de algodao estéril: 0 mesmo foi mergulhado na suspenséao ajustada,
o swab foi apertado contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, para a
retirada de qualquer excesso de in6culo no swab e a superficie da placa foi inoculada

esfregando o swab de trés a cinco vezes em toda superficie, e girando a placa a cada



estriamento para uma distribuicdo uniforme do in6culo por fim, passou-se o swab na
margem da placa de agar para realizar o fechamento (CLSI, 2009).

Apoés realizar a semeadura, as tampas das placas foram deixadas entreabertas
na camara de fluxo laminar por trés a cinco minutos, de modo que qualquer excesso de
umidade fosse absorvido antes de impregnar os discos. Em placas contendo S. aureus,
E. coli e C. albicans foram distribuidos discos estéreis e posteriormente foram
impregnados com 10 pL de OE de manjericdo e eucalipto das diferentes marcas na
concentracdo de 100%. Para o 6leo de manjericdo, utilizaram trés marcas distintas; ja
para o 6leo de eucalipto, quatro marcas diferentes (CLSI, 2009).

Para o controle positivo em cepas de S. aureus e E. coli foi utilizado o sulfazotrim
da empresa Laborclin, contendo sulfametoxazol + trimetoprin na concentracéo final de
25 pg. Ja para C.albicans, utilizou-se disco estéril impregnado com uma diluigdo de
Fluconazol a concentracgédo final de 25 pg. No controle negativo foi atribuido um disco
estéril impregnado com 10 pL de solucédo salina estéril. Os valores esperados segundo
referenciado pelo sulfazotrim para o controle positivo da E. coli foram halos de 23-29 mm
e para S. aureus 24-32 mm. Os valores sugeridos para o Fluconazol para C. albicans é
de 19 mm. Os ensaios foram realizados em triplicata para melhor confiabilidade dos
resultados. As placas foram levadas a estufa bacteriolégica com temperatura ajustada
em 37°C e aguardado 30 minutos para inverter as placas. A leitura das placas foi
realizada apés 24 e 48 horas de incubacdo. Analisou-se se a placa estava
satisfatoriamente estriada e se as zonas de inibicdo resultantes eram uniformemente
circulares com um tapete confluente de crescimento. O didmetro da zona de inibig&o foi
medido em milimetros usando um paquimetro, na parte de tras da placa invertida
respeitando o milimetro inteiro mais préximo do ponto em que havia uma reducdo

proeminente de crescimento (CLSI, 2009).

3. RESULTADOS

As atividades dos OE de Eucalipto e do Manjericdo, foram avaliadas através da técnica
de disco-difuséo, e seus resultados estdo dispostos natabela 1 e representadas nas figuras
AaoF.



Tabela 1 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de E. globulus e O. basilicum sobre S. aureus, E.
coli e C. albicans — Média do didmetro do halo (mm) e desvio padréo (DP)

Concentragao S.aureus E.coli C. albicans
E. globulus Média + (DP) Média + (DP) Média + (DP)
Marca 1
29 +4,04 16 +2,52 47 + 6,00
Marca 2
23 £4,62 17 £2,08 47 +5,86
Marca 3
17 +£2,08 14 +£2,00 34 +5,29
Marca 4
16 + 3,79 15 £1,53 42 +4,73
Controle Positivo 28,5 34,5 37
Controle Negativo 0 0 0
Concentracao S.aureus E.coli C. albicans
O. basilicum
Marca 1
19+1,00 20 +6,93 35+ 3,61
Marca 2
20 + 3,46 36 £ 2,08 54 + 2,65
Marca 3
41 £ 2,65 44 + 2,89 57 £4,04
Controle Positivo 20 35,5 43
Controle Negaivo 0 0 0

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as marcas 1 e 2 dos OE de
eucalipto e as marcas 1, 2 e 3 de manjericao testado, exerceram efeitos inibitérios sobre o
crescimento e desenvolvimento do S. aureus, E. coli, ndo sendo encontrado 0 mesmo
resultado com as marcas 3 e 4 do OE de eucalipto sobre as mesma cepas, porém foi
encontrado um resultado inibitério e satisfatorio para todas as marcas do OE de manjericao
sobre S. aureus, E. coli e a C. albicans. Todas as marcas de OE de eucalipto e manjericdo
testados apresentaram um efeito inibitério na concentra¢éo de 100%.

Os controles positivos apresentaram halos como o esperado ja o controle negativo nao

Fonte: Autores (2019)

obteve nenhum halo de inibicéo.
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Figura A

Figura B

Figura C

Figura D

Figura E

Figura F
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho utilizaram OE comerciais nas concentracbes de 100%, com
resultados positivo para S. aureus, E. coli e C. albicans, demonstrando resultados
semelhantes encontrados por outros autores como descrito a seguir.

Segundo Maia, Donato e Fraga (2015) as atividades antimicrobianas dos OE
dependem das concentracdes utilizadas, no entanto as concentra¢cdes minimas inibitorias
(CMI) variam conforme alguns fatores, sendo o potencial do 6leo extraido da planta, devido
a variacdo no quimiétipo causada por diferencas geograficas entre as plantas coletadas,
idade da planta, método de extragdo do Oleo essencial, método utilizado para acessar a
atividade antifungica, local de extragéo na planta, dentre outros fatores.

Os OE ricos em timol, carvacrol, eugenol, canfora, alfa-pineno e citronelal
demonstram atividade antibacteriana destes compostos (Teixeira et al., 2013).

No trabalho desenvolvido por Monteiro (2015) onde testou diversos 6leos essenciais
testados sobre cepas de S. aureus, E. coli e C. albicans, comprovou-se a agéo da atividade
antibacteriana e antifiingica destes 6leos.

Em relatos de Taygi e Malik (2011) denota-se que o 6leo de E. globulus apresentou
atividade antimicrobiana contra o S. aureus e também atividade contra a levedura C.
albicans inibindo seu crescimento por meio do método de microdiluig&o.

Recentemente, Barbosa (2018) realizou seu estudo com diversos OE de Eucalyptus
e relatou a eficacia da atividade antifingica pelo método de microdiluicdo do OE de E.
globulus contra C. albicans.

Comprova-se a eficacia da atividade antifingica de produtos naturais, tais como o
OE de O. basilicum em cepas de C. albicans, por meio da técnica de disco-difuséo,
(Barbaro; Stelato, 2009).

No estudo de Aquino et al., (2010) foi avaliado a atividade do OE de O. basilicum,
contra oito cepas diferentes de S. aureus. A atividade foi avaliada pela determinacéo da
CMI, por meio de microdiluicdo e através da técnica de semeadura. Em todas as cepas, o
Oleo apresentou acao bactericida e bacteriostética.

Por fim constatou-se a acao inibitéria do 6leo OE de O. basilicum sobre a cepa de

E. coli, segundo apresentando pelas pesquisas de Hussain et al., (2008).
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel verificar que as marcas do OE
adquiridos comercialmente de eucalipto e manjericdo apresentam um efeito inibitério com
diferentes CMI, sobre os microrganismos S. aureus e E. coli bem como para a C. albicans
na concentracdo de 100%, o que indicaria uma possivel utilizacdo do E. globulus e O.
basilicum como terapia alternativa in vivo no tratamento de infec¢des causadas por estes
microrganismos. O presente estudo representa uma avaliacao inicial para determinacéo da
atividade antimicrobiana para aplicacéo terapéutica.

Neste trabalho, as diferentes marcas dos 0leos na concentracdo de 100%
conseguiram inibir o crescimento das bactérias e fungo nos testes in vitro, exceto as marcas
3 e 4 do OE de eucalipto que nao apresentaram acgao inibitéria para bactérias S. aureus e
E. coli, diferente do encontrado para a levedura C. albicans, que apresentou uma
sensibilidade de inibicdo para todos os 6leos. Desta forma, destaca-se a importancia da
realizacdo de mais pesquisas in vitro, utilizando outras marcas de OE em diferentes
microrganismos e concentragdes, testando seu principio ativo para uma nova possibilidade

de tratamento alternativo.
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