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Resumo:

Esta dissertacdo encontra-se dividida em introducéo geral e 3 capitulos, sendo estes no
formato de manuscritos a serem enviados para publicacdo em 3 periddicos distintos.
Considerando a crescente utilizacdo dos produtos naturais, especialmente dos obtidos a
partir de plantas, objetivou-se estudar a acdo antibacteriana de 27 6leos essenciais de
uso em aromaterapia, sobre linhagens de Staphylococcus aureus (n=10), Escherichia
coli (n=9), e Pseudomonas aeruginosa (n=9), isoladas de casos clinicos humanos,
utilizando a metodologia dos discos (difusdo) e determinagdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM) (diluicdo) em Mueller Hinton Agar (Capitulo I). Verificou-se que as
linhagens de S. aureus foram mais susceptiveis que as de Gram negativas, sendo que 0s
valores de CIM90% foi de 0,21mg/mL para os 6leos de pimenta negra (Piper nigrum) e
tea tree (Melaleuca alternifolia) e 26,52mg/mL para o 6leo de copaiba (Copaiba
officinalis). Para E. coli, o éleo de canela (Cinnamomum cassia) foi 0 mais efetivo, com
2,0 mg/mL para CIM90% enquanto para P. aeruginosa o valor foi de 8,29 mg/mL com
cravo da india (Syzigium aromaticum). Utilizando valores de CIM obtidos in vitro
foram selecionados 5 éleos (cravo da india-Syzygium aromaticum, geranio-Pelargonium
graveolens, lavanda -Lavandula angustifolia, palmarosa-Cymbopogon martini e tea
tree-Melaleuca alternifolia) e novamente sobre linhagens de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, foi verificada a acdo antibacteriana
através da diluicdo individual de cada 6leo em &gua e salina visando reducdo na
contagem bacteriana em funcdo do tempo (Capitulo Il). Tanto nos ensaios em &gua
guanto salina, verificou-se que o perfil de sensibilidade das linhagens bacterianas aos
Oleos essenciais foram proximos entre si, porém significativamente distintos
comparados aos ensaios controles. Os Oleos essenciais demonstraram o potencial
inibidor sobre as trés linhagens bacterianas, sendo os resultados obtidos distintos dos
obtidos in vitro em &gar, com as Gram negativas apresentando maior susceptibilidade
que o S. aureus. Como etapa final do estudo, foram realizados ensaios visando verificar
os efeitos dos 5 6leos mencionados acima diretamente sobre a microbiota da pele
humana, sendo que para este objetivo foram realizados ensaios com aplicacdes de
preparados individuais a base de 6leo de semente de uva, contendo individualmente os
6leos essenciais na concentracdo de 2% em areas do braco e antebraco de 15
voluntérios, seguido de obtencdo de amostras da microbiota destas &reas utilizando
placas contendo meios de cultura (MacConkey Agar, Manitol Salt Agar e Plate Count
Agar) pela metodologia de contato (Rodac-Plate) (Capitulo I11). Verificou-se que 0s
preparados ndo foram capazes de reduzir as contagens bacterianas da microbiota da pele
humana quando comparados com 0s respectivos controles. Assim sendo, verificou-se a
acao antibacteriana dos Oleos testados, porém o potencial antibacteriano variou em
funcdo da bactérias, 6leos testados e metodologias utilizadas.

Palavras-chave: 0leos essenciais; atividade antibacteriana; &gua; microbiota;
concntracdo inibitoria minima; método da difusao.
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Abstract:

This thesis is divided into general introduction and three chapters, which are in the
format of manuscripts to be submitted for publication in three separate journals.
Considering the increasing use of natural products, especially those obtained from
plants, aimed to study the antibacterial activity of 27 essential oils used in
aromatherapy, on Staphylococcus aureus (n=10), Escherichia coli (n=9), and
Pseudomonas aeruginosa (n=9), isolated from human clinical cases, using the
methodology of the disks (diffusion) and determination of minimum inhibitory
concentration (MIC) (dilution) on Mueller Hinton Agar (Chapter I). It was found that
the strains of S. aureus were more susceptible than the Gram negative, and the values of
MIC90% was 0.21 mg/mL for the oils of black pepper (Piper nigrum) and tea tree
(Melaleuca alternifolia) and 26.52 mg/mL for oil Copaiba (Copaiba officinalis). For E.
coli strains, the oil of cinnamon (Cinnamomum cassia) was the most effective, with 2.0
mg/mL for MIC 90% while for P. aeruginosa, the value was 8.29 mg/mL with clove
(Syzigium aromaticum). Using MIC values obtained in vitro were selected five oils
(cloves-Syzygium aromaticum, geranium-Pelargonium graveolens, lavender- Lavandula
angustifolia, palmarosa-Cymbopogon martini and tea tree-Melaleuca alternifolia) and
the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa,
antibacterial activity was checked by dilution of individual oil and saline water in order
to reduce the bacterial count in function of time (Chapter Il). Both tests in saline and
water, it was found that the sensitivity of bacterial strains to essential oils were close
together, but were significantly different compared to control tests. Essential oils have
demonstrated the potential inhibitor of the three bacterial strains, and the results were
different from those obtained in vitro-agar with Gram negative showing greater
susceptibility to S. aureus. As a final step of the study, tests were conducted in order to
verify the effects of the 5 aforementioned oils directly on the microbiota of human skin,
and for this purpose tests were performed with individual applications of the prepared
base of grape seed oil, containing individually essential oils at a concentration of 2% in
areas of the arm and forearm of 15 volunteers, followed by obtaining samples of the
biota of these areas using plates with culture media (MacConkey agar, Mannitol Salt
agar and Plate Count 4gar) by the method of contact ( Rodac-Plate) (Chapter II). It was
found that preparations have not been able to reduce the bacterial counts of the
microbiota of human skin when compared with respective controls. Thus, there was the
antibacterial action of the oils tested, but the antibacterial potential varied depending on
the tested bacteria and oil, as well as the action of the oils tested directly in water was
effective, with significant reduction in function of time, even though this potential
inhibitor has not been proven effective when applied directly on the skin.

Keywords: essential oils, antibacterial activity, water, microbiota, minimal inhibitory
concentration, difusion assays.
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Introducdo:

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos remotos
como importantes ferramentas nos procedimentos das terapias naturais (MUKHERJEE
et al., 2010), objetivando a busca por alivio e cura de doencas pelo uso de ervas e
consistindo, possivelmente, uma das primeiras formas de utilizagdo destes produtos. Os
seres humanos tém usado por muito tempo as substancias naturalmente presentes nos
seres vivos, sendo as plantas em particular, para fins medicinais. Estas tém
desempenhado um papel de lideranca no cuidado com a salde na maioria das culturas e
com 0s avangos na quimica no inicio do século 19, as plantas comegaram a ser
estudadas com maior rigor, para entender 0s usos potenciais clinicamente Uteis
(BEUTLER, 2009).

A histéria do desenvolvimento das civilizagGes oriental e ocidental é rica em
exemplos da utilizagdo de recursos naturais, tanto na medicina como no controle de
pragas e em mecanismos de defesa, com destaque para a civilizacdo Egipcia, Greco-
romana e Chinesa, sendo que na medicina tradicional chinesa esta pratica desenvolveu-
se com grandiosidade e eficiéncia. Nos tempos atuais muitas espécies e preparados
vegetais medicinais sdo estudados visando o entendimento de seu mecanismo de agéo e
isolamento dos principios ativos (VIEGAS JUNIOR E BOLZANI, 2006).

Outra explicacdo para a crescente utilizacdo e demanda dos produtos naturais em
todo o mundo deve-se especialmente aos problemas atribuidos aos inimeros produtos
sintéticos sobre a salde humana e também ao meio ambiente (BANDONI e CZEPAK,
2008).

SILVEIRA et al. (2008) relatam que nas Gltimas décadas houve aumento
significativo do interesse pelas terapias naturais. Estas se expandiram globalmente e sua
popularidade ndo somente foi intensificada nos paises em desenvolvimento como
também nos paises onde a medicina convencional é predominante nos sistemas publicos
de satde (WHO, 2001).

As terapias naturais tém como origem as chamadas medicinas tradicionais, tendo
estas sido acrescidas de novas tecnologias e pesquisas, sendo comumente chamadas de
terapias complementares ou alternativas, temos como exemplo a acupuntura,

aromaterapia, massoterapia, reflexoterpia etc.



A importacdo de antigos sistemas, como a medicina tradicional chinesa, a
ayurvédica e medicinas populares, como as xamanicas ou as ligadas as religides afro—
indigenas, foi um evento histérico que chegou ao Brasil, além de outros paises latino-
americanos, durante a década de 80. Esse quadro apresentou repercussdes na medicina
bem como possibilitou a incorporagéo de outros sistemas como a homeopatia, medicina
chinesa, medicina ayurvédica e antroposofia, as quais tiveram aceitacdo consideravel da
populagdo ndo apenas por sua eficiéncia, mas também por suas caracteristicas
especificas quanto a atencdo e escuta em terapéutica individualizada, estando o sujeito
doente no centro da atividade terapéutica (LUZ, 2005).

Em meados de 1990 foram implementados na Australia, especialmente em
universidades, programas de educacdo em Medicinas Tradicionais, Naturopatia e
Terapias Naturais, sendo que em 2003 existiam aproximadamente dezessete instituicdes
que oferecem algum tipo de formagéo neste campo (WHO, 2003).

O crescimento exponencial no uso de terapias naturais no tratamento de varias
doencas agudas e cronicas tem ocorrido de forma paralela ao progresso cientifico e
tecnoldgico da medicina moderna ocidental, despertando assim interesse de usuarios,
pesquisadores, profissionais e gestores de servigos de satde (SPADACIO et al., 2010).

As terapias naturais se configuram como opc¢des em potencial para o cuidado a
salide enquanto praticas terapéuticas, sendo evidente a ampliacdo do uso dessas terapias
em alguns casos especificos como, por exemplo, para o cancer (SPADACIO e
BARROS, 2008).

Estima-se que aproximadamente 80% da populagdo mundial empregam
frequentemente as medicinas indigenas ou tradicionais em suas necessidades primarias
de saude, especialmente aquelas que se utilizam de terapias que envolvem o uso de
fitoterapicos (BAGETTA et al., 2010).

No Brasil existem iniciativas do governo para valorizagdo do conhecimento
popular e da utilizacdo de produtos naturais pela populagdo em seus cuidados primarios
de salde. O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos é um importante
exemplo, sendo que este tem como base os fundamentos da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e tem como principios orientadores a ampliacdo das opcdes
terapéuticas e melhoria da atencdo a satde aos usuarios do Sistema Unico de Saude —
SUS, bem como o uso sustentavel da biodiversidade brasileira, a valorizacdo e

preservacdo do conhecimento tradicional das comunidades e povos tradicionais, entre



outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Segundo BARROS e NUNES (2006), as
terapias naturais no Brasil sdo norteadas pelo pensamento de que uma forma de
medicina ndo € oposta ou contraria a outra.

Desta maneira, as plantas com propriedades terapéuticas utilizadas no cuidado
de saude, tradicionalmente constituem uma importante fonte de novos compostos
biologicamente ativos (OLIVEIRA et al., 2006).

Oleos essenciais

Dentre os produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas, os 6leos
essenciais (OE), utilizados frequentemente na aromaterapia, sdo descritos como
produtos com grande potencial terapéutico e farmacoldgico (EDRIS, 2007).

Os 6leos essenciais sdao compostos naturais, volateis e complexos caracterizados
por um forte odor sendo sintetizados por plantas aromaticas durante o metabolismo
secundario e normalmente extraidos de plantas encontradas em paises quentes, como as
do mediterraneo e dos tropicos, onde representam parte importante da farmacopéia
tradicional (BAKKALI et al., 2008).

A fragrancia das plantas é transportada pela chamada quinta esséncia ou Gleo
essencial, e sdo metabolitos secundarios compostos principalmente a base de uma
estrutura isoprena, eles sdo chamados terpenos (COWAN, 1999).

As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos OE sdo diversas e algumas sdo
preconizadas por apresentarem vantagens importantes quando comparadas a outros
medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal para uso em
nebulizacBes, banhos de imersdo ou simplesmente em inalagbes. A volatilidade e o
baixo peso molecular de seus componentes possibilitam que eles sejam rapidamente
eliminados do organismo atraves das vias metabdlicas (BANDONI e CZEPAK, 2008).

Com o descobrimento e a elucidagdo das centenas de componentes dos 6leos
essenciais nas Ultimas décadas, tem sido possivel entender a complexidade e a
diversidade que existe neste grupo de produtos naturais, o qual consiste normalmente de
mono (Cyo) e sesquiterpenos (Cis), fenilpropenos e outros componentes volateis
(FRANZ, 2010). A estrutura quimica geral dos terpenos é CioHis, OCOrrem como
diterpenos, triterpenos e tetraterpenos (Cao, Cso € Cao), bem como hemiterpenos (Cs) e

sesquiterpenos (Cis); quando os compostos contém elementos adicionais, geralmente o



oxigénio, sdo denominados terpenoides. Terpendides sdo sintetizados a partir de
unidades de acetato, e como tal eles compartilham suas origens com &cidos graxos. Eles
diferem dos &cidos graxos que contém extensas ramificacdes e ciclizacdo. Exemplos de
terpendides comuns sdo o metanol e canfora (monoterpenos) e farnesol e artemisin
(sesquiterpenos) (COWAN, 1999).

Os terpenos, substancias presentes tanto em plantas como em animais, Sao
descritos como possuidores de uma diversidade consideravel de propriedades bioldgicas
incluindo a acdo antimicrobiana, fungicida, antiviral, anti-hiperglicémica,
antiinflamatdria e atividade antiparasitaria (PADUCH et al, 2007).

Os monoterpenos, importantes constituintes dos éleos essenciais, sdo altamente
volateis, sendo arrastados pelo vapor de agua livres de outros componentes, sendo
utilizados por suas caracteristicas organolépticas marcantes (BANDONI e CZEPAK,
2008).

Os 06leos essenciais apresentam diferentes propriedades bioldgicas, como a agao
larvicida (RAJKUMAR et al., 2010), atividade antioxidante (WANNES et al., 2010),
acao analgésica e anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010), fungicida ( CARMO et al.,
2008) e atividade antitumoral (SILVA, 2008).

PEREIRA et al. (2008) afirmam que o uso destes produtos vegetais vem
aumentando e conquistando o mercado e a preferéncia dos consumidores por
apresentarem beneficios a saude, bem como possuem comprovada atividade bioldgica
sobre microrganismos, e por isso também ja foram utilizados como conservantes de
alimentos ao longo da histdria da humanidade.

A agdo antibacteriana de Oleos essenciais tem sido demonstrada através da
susceptibilidade de bactérias Gram positivas e negativas, conforme evidenciado pelos
baixos valores de concentracdes inibitérias minimas, como o cravo da india que
apresentou 0,09% v/v frente a bactérias Gram positivas e 0,10% v/v frente a bactérias
Gram negativas (BARBOSA et al., 2009). As pesquisas e relatos sobre a acdo
antimicrobiana de dleos essenciais tém ampliado nos ultimos anos, e de maneira geral,
estes estudos limitam-se aos ensaios in vitro, especialmente sobre um microorganismo
ou um unico oleo essencial em testes Unicos de sensibilidade (HAMMER et al., 1999).

Outro aspecto importante quanto ao uso dos dleos essenciais refere se a forma de
obtencdo. Estes podem ser extraidos através de inimeras técnicas e suas propriedades

dependem do tipo de extracdo. Os métodos mais utilizados séo: extracdo por arraste a



vapor, hidrodestilacdo, prensagem a frio, extracdo por solventes organicos, extracao por
alta pressdo e extracdo por CO2 supercritico (OKOH et al., 2010).

O processo de arraste a vapor € o processo de extracdo mais utilizado e consiste
em colocar o material vegetal no destilador, que através da passagem do vapor pelo
material vegetal extrai os compostos aromaticos volateis da planta sendo separados
quando h& passagem destes compostos volateis pelo sistema de condensacdo, o 6leo é
coletado em um recipiente de decantacdo, onde a 4gua separa-se naturalmente do 6leo
sendo possivel a sua coleta através de uma torneira. O 6leo essencial, assim que
produzido, é colocado em funil de decantacdo para que haja uma separa¢do minuciosa
da agua e posteriormente é envasado em vidro ambar e mantido em local abrigado de
temperaturas elevadas e luminosidade (CASTRO et al.,, 2005). Como exemplo de
rendimento, para a producdo do éleo de geranio utiliza se entre 500 a 600 Kg de planta
fresca para obtencdo de 1 Kg do 6leo essencial (SILVA, 1998).

Quanto aos frutos citricos, a extracdo normalmente é feita pela prensagem a frio
do pericarpo, portanto sendo esta uma outra metodologia de producdo de Oleos
essenciais. Vale destacar que o Brasil € considerado um grande produtor e exportador
mundial de 6leos de lima e de laranja (B1ZZO et al., 2009).

As flores, folhas, cascas e rizomas também sdo matérias-primas para extracdo de
importantes 6leos para 0 comércio, com destaque para 0s 0leos essenciais de rosas,
eucalipto, canela e gengibre. Estes 6leos apresentam grande aplicacdo nas industrias de
perfumaria, cosmética, alimentos e sdo coadjuvantes em medicamentos (B1ZZO et al.,
2009).

Os monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides (Figura 1) nestes 6leos sdo
também os principais constituintes que conferem suas caracteristicas organolépticas
(BIZZO et al., 2009).

A caracterizacdo quimica dos componentes dos 6leos essenciais € realizada
normalmente através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
MS), sendo que as regides de pico sdo analisadas e seus constituintes definidos. Na
Figura 2 e Tabela 1 é apresentada a cromatografia do 6leo essencial de Geranio
(GOMES et al., 2006)
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Figura 1. Estruturas Quimicas de Monoterpenos, Fenilpropandides e Sesquiterpenos
(SIMAS et al., 2004).
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Figura 2.Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa CG do 0leo
essencial de Geranio (GOMES et al., 2006)
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Tabela 1. Caracterizacdo Quimica do Oleo essencial de Gerédnio e respectivas

porcentagens dos componentes caracterizados por cromatografia gasosa.

Componentes Porcentagem
1 Oxido de rosa 0,5
2 Isomenthona 5,6
3 Linalool 2,7
4 Guaia-6,9-diene 59
5 Citronellil 13,2
6 Germacrene-D 2,4
7 Geranil 55
8 Citronellol 26,9
9 Geraniol 8,1
10 Geranil tiglato 3,3
11 2-Phenylethyl tiglato 1,8

Fonte: Adaptado de GOMES et al., 2006

HOUGTON et al. (2007) descreveram que pela analise dos constituintes
quimicos dos 6leos essenciais ndo é possivel afirmar que o componente majoritario € o
que realiza a atividade bioldgica em estudo. Assim, o efeito pode ser atribuido a um
constituinte em menor propor¢do ou de um sinergismo entre 0S compostos existentes
naquele oleo.

Alguns estudos também reportaram que componentes presentes nos Oleos
essenciais podem entrar na corrente sanguinea, atravessar a barreira hematoencefalica e
chegar ao sistema nervoso central através de varias vias, sendo que a inalagdo
(BAGETTA et al.,, 2010), a aplicacdo dermica (BROOKER et al.,1997), injecGes
subcutaneas ou por vias intraperitoneais e administracdo oral sdo algumas vias mais
comuns (ORAFIDIYA et al.,2005).
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Aromaterapia

Aromaterapia é a terapia que utiliza de produtos vegetais, especialmente os 6leos
essenciais, para a promog¢do e manutencdao da saude. Escritas antigas evidenciaram a
utilizacdo de substancias aromaticas na Medicina Chinesa h& 4500 anos, bem como em
rituais espirituais e medicinais no antigo Egito e durante a Idade Média visando prevenir
infeccdes e pragas (STEVENSEN, 1998).

O termo aromaterapia foi concebido em 1927 pelo quimico francés René-
Maurice Gattefossé, que por ocasido de uma grave queimadura em sua mao a
mergulhou acidentalmente em 6leo essencial de lavanda e observou melhora substancial
na recuperacdo do ferimento. Este episodio foi um estimulo consideravel para a
continuidade de seus estudos sobre as propriedades terapéuticas dos diferentes éleos
essenciais (STEVENSEN, 1998). As formas de uso dos Oleos essenciais na
Aromaterapia sdo diversas e algumas destas sdo (SILVA, 1998) a aromatizacdo de
ambiente, banhos aromaticos e escalda-pés, massagem aromatica, travesseiro aromatico,
bochechos, gargarejos e ingesta.

De acordo com JIMBO et al. (2009), a aromaterapia € um tratamento tradicional
que se utiliza dos 0Oleos essenciais de acordo com seus efeitos em diversas areas, sendo
que a sua acgdo se inicia com uma molécula aromética combinada com um receptor para
aroma, a molécula passa pela cavidade nasal e se adere ao epitélio olfatério que envia
esta informacdo através de seu nervo diretamente para o hipocampo, sistema limbico e
corpo amidaldide que conseqlientemente disparara estimulos no controle do sistema
nervoso autbnomo e no controle secretdrio interno, alterando uma série de reacdes
vitais.

SCHIMITT et al. (2010) mencionam que 0s Oleos essenciais sao amplamente
utilizados associados com @leos para massagens na aromaterapia e reportaram que
houve maior permeabilidade dos componentes através da pele humana quando
utilizados no seu estado natural como 6leo essencial bruto do que quando utilizados em
forma de isolados, sugerindo desta forma uma interacdo cooperativa entre 0s

componentes dos 6leos no que se diz respeito a sua permeabilidade.



13

Referéncias:

BAGETTA, G.; MORRONE, L. A.; ROMBOLA, L.; AMANTEA, D.; RUSSO, R;;
BERLIOCCHI, L.; SAKURADA, S.; SAKURADA, T.; ROTIROTI, D,
CORASANITI, M. T. Neuropharmacology of the essential oil of bergamot. Fitoterapia,
p. 1-9, 2010.

BANDONI, A. L.; CZEPACK, M. P. Os recursos vegetais aromaticos no Brasil.Vitoria:
Edufes, 2008. 624p.

BARBOSA, L. N. ; RALL, V. L. M.; FERNANDES, A. A. H.; USHIMARU, P. |;
PROBSTI, S.; FERNANDES JUNIOR, A. Essential oils against foodborne pathogens
and spoilage bacteria in minced meat. Foodborne Pathogens and Disease, v. 6, n. 6, p.
725-28, 2009.

BARROS, N. F.; NUNES, E. D. Medicina alternativa e complementar no Brasil: um
conceito e diferentes significados. Caderno de Salude Publica, Rio de Janeiro, v. 22, n.
10, p. 2023-39, 2006.

BEUTLER, J. A. Natural products as a foundation for drug discovery. Curr Protoc
Pharmacol., v. 46, n. 9, p. 1- 31, 20009.

BIZZO, H.; HOVELL, A. M. C.; REZENDE, C. M. Oleos essenciais no Brasil:
aspectos gerais, desenvolvimento e perspectivas. Quimica Nova, v. 32, n. 3, p. 588-594,
2009.

BRASIL. Ministério de Estado da Saude. Portaria n. 971, de 3 de maio de 2006. Aprova
a politica nacional de praticas integrativas e complementares (PNPIC) no sistema Unico
de Saude. Disponivel em: <http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/PNPIC.pdf>.
Acesso em: 14 jun. 2010.



14

BROOKER, D. J.; SNAPE, M.; JOHNSON, E.; WARD, D.; PAYNE, M. Single case
evaluation of the effects of aromattherapy and massage on disturbed behaviour in severe
dementia. Brazilian Journal of Clinical Psychology, v. 236, p. 187-96, 1997.

CARMO, E. S.; LIMA, E.O.; SOUZA, E. L. The potential of origanum vulgare |.
(lamiaceae) essential oil in inhibitingthe growth of some food-related aspergillus

species. Brazilian Journal of Microbiology, v. 39, p. 362-367, 2008.

COWAN, M. M. Plant Products as Antimicrobial Agents. Clinical Microbiology
Reviews, v.12, n. 4, p. 564- 582, 1999.

EDRIS, A. E. Pharmaceutical and therapeutic potentials of essential oils and their

individual volatile constituents: a review. Phytotherapy Research, 2007.

FRANZ, C. M. Essential oil research: past, present and future. Flavour Fragrance
Journal, v. 25, p. 112-113, 2010.

GOMES, P. B.; MATA, V. G.; RODRIGUES, A. E. Production of rose geranium oil
using supercritical fluid extraction. Journal of Supercritical Fluids, v. 41, p. 50-60,
2007.

HAMMER, K. A; CARSON,C. F; RILEY,T. V. Antimicrobial activity of essential oils
and other plant extracts. Journal of Applied Microbiology, v. 86, n. 6, p. 985-90, 1999.

HOUGHTON, P. J.; HOWES, M. -J.; LEE, C. C.; STEVENTON, G. Uses and abuses
of in vitro tests in ethnopharmacology: visualizing an elephant. Journal of
Ethnopharrmacology 110, 391-400, 2007.

JIMBO, D.; KIMURA, Y.; TANIGUCHI, M.; INOUE, M.; URAKAMI, K. Effect of
aromatherapy on patients with Alzheimer’s disease. Journal Compilation Japanese

Psychogeriatric Society, n. 9, p. 173-179, 2009.



15

LUZ, M. T. Cultura contemporénea e medicinas alternativas: novos paradigmas em
saude no fim do século XX. Physis, Rio de Janeiro, p.145-176, 2005.

MUKHERJEE, P. K.; VENKATESH, M.; GANTAIT, A. Ayurveda in modern
medicine: development and modification of bioactivity. In. MANDER,L.;LIUHUNG-
WEN. Comprehensive natural products 1. Hardbound:Elsevier, 2010. chap. 3.14, p.
479-507.

OLIVEIRARR. A. G,; LIMA, E. O.; VIEIRA, W. L.; FREIREK, R. L.; TRAJANO, V.
N.; LIMA, I. O.; SOUZA, E. L.; TOLEDO, M. S.; SILVA-FILHO, R. N. Estudo da
interferéncia de 6leos essenciais sobre a atividade de alguns antibi6ticos usados na

clinica. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 16, n. 1, p. 77-82, 2006.

ORAFIDIYA, L. O.; AGBANI, E. O.; IWALEWA, E. O.; ADELUSOLA, K. A;
OYEDAPO, 0. O. Studies on the acute and sub-chronic toxicity of the essential oil of
Ocimum gratissimum L. leaf. Phytomedicine, v. 11, p. 71-76, 2004.

PADUCH, R.; SZERSZEN, M. K.; TRYTEK, M.; FIEDUREK, J. Terpenes: substances
useful in human healthcare. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, v.
55, n. 5, Oct. 2007.

RAJKUMAR, S.; JEBANESAN, A. Chemical composition and larvicidal activity of
leaf essential oil from Clausena dentata (Willd) M. Roam. (Rutaceae) against the
chikungunya vector, Aedes aegypti Linn. (Diptera: Culicidae). Journal of Asia-Pacific
Entomology, v. 13, p. 107-109, 2010.

SCHIMITT, S.; SCHAEFER, U.; SPORER, F.; REICHLING, J. Comparative study on
the in vitro human skin permeation of monoterpenes and phenylpropanoids applied in

rose oil and in form of neat single compounds. Pharmazie, v. 65, n. 2, p. 102-105, 2010.

SILVA, A. R. Tudo sobre aromaterapia. Sdo Paulo: Roca, 1998. 624 p.



16

SILVA, S. L.; CHAAR, J. S.; FIGUEIREDO, P. M. S.; YANO, T. Cytotoxic evaluation
of essential oil from Casearia sylvestris Sw on human cancer cells and erythrocytes.
Acta Amazonica, v. 38, n. 1, p. 107-112, 2008.

SILVEIRA, P. F.; BANDEIRAM, A. M.; ARRAIS, P. S. D. Farmacovigilancia e
reacOes adversas as plantas medicinais e fitoterapicos: uma realidade. Revista Brasileira
de Farmacognosia, v. 4, n. 18, p. 618-626, 2008.

SPADACIO, C.; BARROS, N. F. Uso de medicinas alternativas e complementares por
pacientes com cancer: revisdo sistemética. Revista de Saude Publica, S&o Paulo, p.7-13,
2008.

SPADACIO,C;CASTELLANOS,M.E.P;BARROS,N.F;ALEGRE,S.M;TOVEY,P;BRO
OM,A. Medicinas Alternativas e Complementares: uma metassintese. Caderno de
Saude Publica:Rio de Janeiro,v. 26,n.1,p.7-13,2010.

STEVENSEN, C. J. Aromatherapy in dermatology. Clinics in Dermatology, v. 16, p.
689-694, 1998.

VIEGAS JUNIOR,C.; BOLZANI, V. S. Os produtos naturais e a quimica medicinal
moderna. Quimica Nova, v. 29, n. 2, p. 326-337, 2006.

WANNES, W. A.; MHAMDI, B.; SRITI, J.; JEMIA, M. B.; OUCHIKH, O
HAMDAOUI, G.; KCHOUK, M. E.; MARZOU, B. Antioxidant activities of the
essential oils and methanol extracts from myrtle(Myrtus communis var. italica L.) leaf,
stem and flower. Food and Chemical Toxicology, v. 48, p. 1362-1370, 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. National policy on traditional medicine and
complementary/alternative medicine: general guidelines for methodologies on research
and evaluation of traditional medicine. Geneva, 2000. 24 p.



17

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Working group meeting on quality of academic
education in traditional medicine: legal status of traditional medicine and
complementary/alternative medicine. Geneva, 2003. 71 p.



18

Capitulo |

*Escrito segundo normas da revista Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz



19

Capitulo 1
Running title: A¢do antimicrobiana de 6leos essenciais

Acdo antimicrobiana de 6leos essenciais de uso em terapias naturais
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RESUMO

Os produtos naturais tém sido estudados para entendimento de suas propriedades
bioldgicas, especialmente no tratamento das doencas que acometem o homem. Os
estudos sobre a acdo antimicrobiana apresentaram um aumento significativo devido a
constante busca por principios ativos com potencial de uso na terapéutica das doencas
infecciosas. Por outro lado, a aromaterapia, uma terapia natural com grande destaque
atualmente, se utiliza de inimeros 6leos essenciais, sendo que muitos com um potencial
antimicrobiano comprovado. Assim, objetivou-se estudar a acdo antimicrobiana de 27
6leos essenciais de uso em aromaterapia, sobre linhagens de Staphylococcus aureus (n=
10), Escherichia coli (n=9), e Pseudomonas aeruginosa (n=9), espécimes clinicos
humanos, utilizando a metodologia dos discos (difuséo) e determinagéo da concentracéo
inibitéria minima (CIM) (diluicdo) em Mueller Hinton Agar. Verificou-se que dentre os
Oleos testados, utilizando os valores de CIM para 90% das linhagens testadas, as
linhagens de S. aureus foram mais susceptiveis que as Gram negativas, sendo que 0s
valores de CIM90% foi de 0,21mg/mL para os 6leos de pimenta negra (Piper nigrum) e
tea tree (Melaleuca alternifolia) e 26,52mg/mL para o 6leo de copaiba (Copaiba
officinalis). Para E. coli, o dleo de canela (Cinnamomum cassia) foi o mais efetivo, com
2,0 mg/mL para CIM90% enquanto para P. aeruginosa o valor de CIM90% foi de 8,29
mg/mL com o 6leo de cravo da india (Syzigium aromaticum). Assim, o estudo confirma
a maior susceptibilidade de linhagens bacterianas Gram positivas em relacdo as Gram
negativas, embora exista uma variacdo significativa da acdo antibacteriana dos 6leos
testados frente as espécies de bactérias estudadas.

Palavras-chaves: atividade antibacteriana; aromaterapia; 6leos essenciais; bactérias;

Concentracdo Inibitoria Minima.
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Antimicrobial activity of essential oils for use in natural terapies

Bruna Fernanda Murbach Teles Machado®”, Lidiane Nunes Barbosa’, Isabella da Silva
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1*Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
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ABSTRACT
The natural products have been studied aiming understand the biological properties with
potential for humam diseases treatment Studies on the antimicrobial activity had a
significant increase in scientific publications, as there is constant search for active
compounds with potential use in therapy of infectious diseases. Moreover,
aromatherapy, a natural therapy with great emphasis today, uses many essential oils,
and many with proven antimicrobial activity. Thus, the study aimed to investigate the
antimicrobial activity of 27 essential oils for use in procedures in aromatherapy, on
Staphylococcus aureus (n = 10), Escherichia coli (n = 9) and Pseudomonas aeruginosa
(n =9) isolated from human clinical cases, using the methodology of the disc (diffusion)
and inhibitory concentration minimum (CIM) (dilution) on Mueller Hinton Agar. It was
found that among the tested oils, especially using the MIC values for 90% of tested
strains to the strains of S. aureus were more susceptible than the Gram negative, and the
values of MIC90% was 0.21 mg/mL for black pepper oil (Piper nigrum) and Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) and 26.52 mg/mL for oil Copaiba (Copaiba officinalis). E. coli,
oil of cinnamon (Cinnamomum cassia) was the most effective, with 2.0 mg/mL for MIC
90% while for P. aeruginosa the MIC 90% value was 8.29 mg/mL with the oil of clove
(Syzigium aromaticum). Thus, the study confirms the higher susceptibility of Gram
positive bacterial strains in relation to Gram negative, although there is a significant
variation in the antibacterial action of the oils tested against the bacteria strains studied.
Key words: antibacterial, aromatherapy, essential oils, bacteria, minimum inhibitory
concentration.
INTRODUCAO
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Ao longo do tempo tém sido registrados inimeros procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolucdo da medicina
alopética a partir da segunda metade do século XX, existem ainda obstaculos basicos
para sua utilizacdo pelas populagdes carentes, que vao desde 0 acesso aos centros de
atendimento hospitalares até a realizacdo de exames e obtencdo dos medicamentos
necessarios. Estes motivos, associados com a facil obtencdo e a tradigdo do uso de
plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo especialmente pelas populacées dos
paises em desenvolvimento (Veiga Junior & Pinto 2005).

Quanto as plantas aromaticas, bem como os respectivos 6leos essenciais, estas
sdo utilizadas desde o inicio da histéria da humanidade para saborizar comidas e
bebidas; empiricamente usadas para disfarcar odores desagradaveis; atrair outros
individuos e controlar problemas sanitarios, contribuindo para o bem-estar dos seres
humanos e animais, demonstrando assim uma antiga tradicdo sécio-cultural e socio-
econdmica da utilizacdo destes produtos (Franz 2010).

Os oleos essenciais, normalmente liquidos, volateis, limpidos e raramente
coloridos, sdo compostos complexos volateis, caracterizados pelo forte odor e
sintetizados pelas plantas aromaticas como metabdlitos secundarios, que atuam na
protecdo das mesmas como agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos e
inseticidas. Eles podem ser sintetizados em varias partes da planta como por exemplo
botdes florais, flores, folhas, caules, ramos, sementes, frutos, raizes, madeira ou cascas,
sendo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou
tricomas glandulares (Bakkali et al. 2008). Varia¢des temporais e espaciais no contetido
total, bem como as proporgdes relativas, dos metabdlitos secundarios em plantas
ocorrem em diferentes niveis e apesar da existéncia de um controle genético, a
expressao pode sofrer modificacdes resultantes das interaces bioquimicas, fisioldgicas,
ecoldgicas e evolutivas, fazendo com que estes fendbmenos representem uma interface
quimica importante entre as plantas e o ambiente circundante (Gobbo-Neto & Lopes
2007).

Quanto a producdo industrial, os 6leos essenciais sdo obtidos principalmente por
destilacdo a vapor; encontra-se em ascensdo nas industrias alimenticias e farmacéuticas
a aplicacdo de fluidos pressurizados supercriticos, em especial dioxido de carbono
(Mazutti et al. 2006).
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O processo de arraste a vapor é o processo de extracdo mais utilizado e consiste
em colocar o material vegetal no destilador, que através da passagem do vapor pelo
material vegetal extrai 0s compostos aromaticos volateis da planta que passa através do
sistema de condensagdo e € coletado em um recipiente de decantacdo, onde a &gua
separa-se naturalmente do 6leo assim formado; sua retirada do recipiente é feita através
de uma torneira. O Gleo essencial assim que obtido e colocado em funil de decantacdo
para que haja uma separa¢do minuciosa da agua e posteriormente é envasado em vidro
ambar e mantido em local abrigado de temperaturas elevadas e luminosidade (Castro et
al. 2005).

A extracdo com fluido supercritico permite uma modificacdo continua do poder
de dissolucdo e seletividade, alterando a densidade do solvente. O fluido tem a
densidade de um liquido e solubilizam sélidos como um solvente liquido, mas tem um
poder de difusdo semelhante a um gas, permeando materiais solidos com muita
facilidade, o poder de solubilizagdo aumenta com a densidade do fluido; altas
densidades de um fluido supercritico sdo possiveis em altas pressdes e permite dissolver
grandes quantidades de compostos organicos. Os compostos dissolvidos podem ser
recuperados a partir do liquido pela reducdo da sua densidade, diminuindo a presséo ou
aumentando a temperatura. Este processo de separacdo em baixas temperaturas pode
impedir a degradacdo dos compostos quimicos durante a extracdo (Xiao et al. 2007).

Paracelso introduziu o termo 6leo essencial (O.E.) durante a Renascenca e este
designava “a alma da planta”, a quintesséncia para a cura (Silva 1998). A Aromaterapia
é a terapia que faz uso dos 6leos essenciais para a promoc¢do e manutencdo da salde e
parece agir através do sistema limbico, especialmente sobre a amigdala e o hipocampo
(Cavanagh & Wilkinson 2002).

O termo aromaterapia foi concebido em 1927 pelo quimico francés Rene-
Maurice Gattefossé, que por ocasido de uma grave queimadura em sua mao a
mergulhou acidentalmente em 6leo essencial de lavanda e observou melhora substancial
na recuperacdo do ferimento. Este episodio foi um estimulo consideravel para a
continuidade de seus estudos sobre as propriedades terapéuticas dos diferentes Oleos
essenciais (Stevensen 1998).

Gattefossé aplicou sua experiéncia em hospitais militares durante a Primeira
Guerra Mundial quando utilizou 6leos essenciais na prevencdo de gangrenas e para

curar queimaduras, promovendo a reabilitacdo dos soldados. Jean Valnet, fisiologista,
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serviu com as tropas francesas durante a Segunda Guerra Mundial e também aplicou de
forma significativa os 6leos essenciais, curando infecgdes e diminuindo também o uso
massivo de penicilina (Stevensen 1998). Além da atividade antimicrobiana observada
por Gattefossé e Valnet, os 6leos essenciais apresentam diversas outras propriedades
biolégicas, como por exemplo, acdo larvicida (Rajkumar et al. 2010), atividade
antioxidante (Wannes et al. 2010), acdo analgésica e anti-inflamatoria (Mendes et al.
2010), fungicida (Carmo et al. 2008) e atividade antitumoral (Silva 2008).

A atividade antimicrobiana dos OEs in vitro tem sido amplamente estudada
sobre uma série de microorganismos (Lopez et al. 2005). Apesar disto, 0 surgimento de
bactérias multi-resistentes representa um desafio no tratamento de infecgdes, sendo
assim notdéria a necessidade de encontrar novas substancias com propriedades
antimicrobianas para uso no combate a esses microrganismos (Pereira et al. 2004,
Hemaiswarya et al 2008). Historicamente, a maioria dos antibioticos provém de um
pequeno conjunto de estruturas moleculares cujas vidas funcionais foram estendidos por
geracOes de reorganizacdes e arranjos sintéticos (Fischbach & Walsh 2009). Além
disto, a propriedade antimicrobiana dos 6leos essenciais € considerada de grande
interesse para as industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas desde que o uso de
aditivos naturais ganhou importancia como tendéncia na substituicdo dos conservantes
sintéticos artificiais (Okoh et al. 2010).

Inimeros relatos foram feitos sobre os mecanismos de ac¢do antimicrobiana dos
6leos, sendo que alguns casos foram parcialmente elucidados como, por exemplo, para
0 Oleo essencial de tea tree (Melaleuca alternifolia) que causa lise e perda da
integridade da membrana, devido a saida de ions e inibicdo da respiracao celular (Cox et
al. 2000, Carson et al. 2006). Como um tipico composto lipofilico, os 6leos essenciais
atravessam a parede celular e a membrana citoplasmatica, a atividade citotdxica parece
estar ligada ao rompimento das estruturas das diferentes camadas de polissacarideos,
acidos graxos e fosfolipidios, devido ao seu mecanismo de ac¢do que atinge varios alvos
ao mesmo tempo, nenhuma resisténcia ou adaptacdo particular aos 6leos essenciais tem
sido descrita (Bakkali et al. 2008). Por isso, objetivamos verificar in vitro a agédo
antimicrobiana de 6leos essenciais de uso em terapias naturais sobre linhagens de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa isoladas de
materiais clinicos humanos bem como sobre linhagens padrées ATCC (American Type

Culture Collection), utilizando a metodologia da difuséo a partir de discos e diluicdo em
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Agar Mueller Hinton para determinacéo dos valores de Concentracéo Inibitoria Minima
(CIM) e apresentar caracterizagdo quimica dos 0leos essenciais através da analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

MATERIAIS E METODOS

Oleos essenciais. Os 6leos essenciais, sendo 27 no total, foram selecionados para o
estudo em funcdo do seu uso freqiiente na aromaterapia. Para tanto, foram obtidas
amostras dos 6leos essenciais de Alecrim (Rosmarinus officinallis), Bergamota (Citrus
aurantium bergamia), Canela (Cinnamomum cassia), Cardamomo (Eletaria
cardamomum), Cedro (Cedrus atlantica), Cipreste (Cupressus sempervirens), Copaiba
(Copaifera officinalis), Cravo da India (Syzgium aromaticum), Eucalipto (Eucalipto
globulus), Erva Doce (Foeniculum vulgare), Gengibre (Zingiber officinalis), Geranio
(Perlagonium graveolens), Hortelda do Brasil (Mentha arvensis), Laranja (Citrus
aurantium dulcis), Lavanda (Lavandula officinalis), Lemongrass (Cymbopogon
schoenanthus), Liméo Tahiti (Citrus limonum), Manjerona (Origanum majorana), Noz
Moscada (Myristiva fragans), Palmarosa (Cymbopogon martini), Patchouli
(Pogostemon patchouli), Pimenta Negra (Piper nigrum), Pinho ( Pinus silvestris),
Salvia Esclaréia (Salvia sclarea), Tea Tree (Melaleuca alternifolia), Vetiver (Vetiveria
zizanioides), Ylang ylang (Cananga odorata) diretamente da empresa By Samia
Aromaterapia (Sdo Paulo-SP, Brasil) em frascos de vidro ambar com capacidade para
10 mL na forma comercializada pela referida empresa e mantidos em temperatura
ambiente. Considerando a necessidade da caracterizacdo quimica dos Oleos foram
obtidos junto a empresa fornecedora das amostras os dados sobre analise cromatografica
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Para cada 6leo
estudado foram determinados os valores de densidade (mg/mL) utilizando metodologia
adaptada de Fonseca e Librand (2008), em tubos tipo ependorfs, sendo estes pesados
(P1) em balanca analitica; adicdo de 1 mL (V) do 6leo sendo realizada nova pesagem
(P2). A densidade (D) foi calculada utilizando férmula a seguir.
o PP _mg
\Y mL
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Linhagens Bacterianas. Foram utilizadas linhagens bacterianas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa isoladas de espécimes clinicos
humanos, além de uma linhagem bacteriana padrdo American Type Culture Collection
(ATCC) para cada espécie de E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923) e P.
aeruginosa (ATCC 27853), estocadas, em Brain Heart Infusion (BHI) contendo
glicerol, em -70°C no Departamento de Microbiologia do Instituto de Biociéncias da
UNESP, campus de Botucatu-SP. Previamente a utilizagdo nos ensaios, as linhagens
foram semeadas em placas de agar Sangue para verificacdo de viabilidade e pureza, e
semeadas em dagar nutriente pra uso nas varias etapas do estudo. Por ocasido da
realizacdo dos ensaios de sensibilidade, a linhagens eram inoculadas em BHI e
incubadas a 35°C/18-24 horas seguido de padronizagdo das suspensdes bacterianas em

solucdo salina (0.85%) estéril utilizando a escala 0,5 de McFarland.

Testes de sensibilidade pela metodologia da difusdo a partir de discos. Os ensaios de
sensibilidade utilizando o principio da difusdo em agar foram realizados com algumas
modificacdes segundo preconizado por CLSI (2005).

A suspenséo bacteriana, conforme descrita em 3.2, para linhagem padrdo ATCC
de cada espécie bacteriana, na concentracdo equivalente a escala 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1,5x10° UFC/mL), foi inoculada com auxilio de swabs estéreis,
homogeneamente, em placas de petri contendo Mueller Hinton Agar (MHA) com
adicdo de 0,5% de Tween 80. Volumes de 15uL de cada 6leo essencial foram colocados
em discos de papel de filtro estéreis e na sequéncia foram distribuidos na superficie das
placas de MHA semeadas com as respectivas bactérias e incubadas a 36°C/24 horas.
Apos o periodo de incubacdo, os halos de inibicdo que se formaram foram medidos em
milimetros (mm). Os ensaios foram realizados em duplicata e os controles incluiram
discos de antibioticos cloranfenicol e tetraciclina, sendo ambas drogas na concentracao
de 30 mg, da marca Laborclin. Estes ensaios foram realizados em triplicatas. Vale
esclarecer que nesta etapa inicial do estudo foi testado um total de 23 6leos, pois alguns
6leos ainda ndo haviam sido obtidos, sendo eles os Gleos ainda faltantes o Eucalipto,
Lemongrass, Pinho e Ylang Ylang.

Testes de sensibilidade pela metodologia de diluicdo em &gar e determinacgdo de CIM.
Os testes de sensibilidade para determinagdo da CIM dos Oleos essenciais foram

realizados segundo a metodologia da diluicdo em agar (CLSI, 2005), sendo os 6leos
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essenciais diluidos em MHA mais Tween 80 a 0,5%, que apds semeadura das linhagens
e incubacéo foram realizadas leituras dos valores de CIM para cada linhagem bacteriana
testada. O MHA foi esterilizado adicionado de Tween 80 e mantido na temperatura de
aproximadamente 45°C, quando foram feitas as misturas em tubos estéreis dos volumes
dos oleos essenciais e 0 meio de MHA fundido para obtencdo das concentragdes nas
placas de Petri equivalentes a 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0
%v/v, totalizando um volume de 20 mL em cada placa (meio de cultura mais volume de
6leo essencial).

A inoculagdo das 32 linhagens, 9 linhagens de E. coli, 10 S. aureus, 10 P.
aeruginosa, além de uma padrdo ATCC de cada espécie, foi feita a partir das
suspensOes bacterianas padronizadas na escala 0,5 de McFarland, nas quais foram feitas
diluicdes 1:20 em BHI visando obter concentracdo bacteriana ao redor de 10° a 10°
UFC/mL de cada linhagem. Apds colocacdo dos indculos na base do multiinoculador de
Sterr (Fig.1) procedeu-se a inoculagéo das linhagens nas respectivas placas contendo os
6leos essenciais, tomando-se o cuidado para ndo haver mistura das linhagens na placa,
seguido da incubacdo a 35°C/18-24 horas. A leitura dos resultados foi feita para
verificacdo de crescimento bacteriano através da formacgdo de colbnias das respectivas
linhagens e anotacdo dos valores de CIM para cada linhagem. Apds anotacdo dos
resultados foram feitas as devidas transformacfes dos valores em %v/v para mg/mL
utilizando dados referentes a densidade de cada Oleo, seguido do calculo das

respectivas CIM 90% frente as linhagens bacterianas testadas.

Analise estatistica. Para os resultados obtidos através da metodologia de difusdo em
agar obtivemos as médias de formacdo de halos e utilizamos o teste de variancia
(ANOVA), para os testes de sensibilidade pela metodologia de difusdo em &gar
utilizamos para confrontar trés ou mais tratamentos independentes o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Para andlise significativa (p<0,001), aplicamos teste de

comparacGes maltiplas entre os tratamentos, o teste de Student-Newman-Keuls.
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Fig. 1. Multiinoculador de Sterr

RESULTADOS E DISCUSSAO

As investigagcdes sobre a atividade antimicrobiana, 0 modo de acdo e usos
potenciais dos Oleos volateis de plantas ganharam destaque nas Gltimas décadas
paralelamente aos avancos nas abordagens tradicionais sobre a protecdo da saude dos
seres humanos, animais bem como na protecdo de alimentos contra a presenca de
microrganismos patogenicos e deteriorantes. Assim, tem sido observado numa escala
global inimeras investigacdes sobre atividade antimicrobiana de extratos vegetais frente
a diferentes microrganismos (Dorman e Deans 2000). Desta forma os resultados a
seguir tem sua importancia por relacionar informacg6es nesta linha de pesquisa.

Os resultados sobre a densidade (mg/mL) bem como o0s compostos quimicos e
respectivos percentuais de participacdo na composicdo total dos dos 6leos essenciais,
sdo apresentados na Tabela I. Destacamos que a caracterizacdo quimica dos dleos
estudados foi obtida junto a empresa By Samia Aromaterapia, fornecedora das amostras
dos dleos essenciais para o estudo. Verifica-se de forma geral que todos os Oleos
estudados apresentaram massa especifica acima de 800 mg/mL, sendo que o 6leo de
laranja, apresentou 0 menor valor para densidade (820 mg/mL) enquanto que patchouli
(1009 mg/mL), canela (1008 mg/mL) e o cravo (988mg/mL) apresentaram 0s maiores

valores de densidade. Embora a caracterizacdo quimica dos o6leos tenham uma



28

importancia na realizacdo dos estudos desta natureza, segundo alguns autores ndo é
possivel afirmar que o componente majoritario é o responsavel pela atividade bioldgica
em estudo, assim o efeito pode ser atribuido a um constituinte em menor propor¢do ou
de um sinergismo entre 0s compostos existentes no 6leo (Cowan 1999, Hougton et al.
2007, Pupo et al. 2007, Hemaiswarya et al. 2008). De forma geral os 6leos essenciais
mostraram uma diversidade quanto a sua caracterizagcdo quimica, porém estas em
concordancia com a literatura em questéo.

Segundo Klan¢nik et al. (2010), a metodologia dos discos tem como importancia
maior em fornecer dados iniciais da acdo antimicrobiana de produtos naturais, pela
facilidade e rapidez de execugdo. Porém, considera-se fundamental a continuidade dos
estudos para obtencdo de valores de Concentracdo Inibitoria Minina (CIM), que foi
realizado na segunda parte deste estudo. Os resultados obtidos com a metodologia de
difusdo em &gar estdo apresentados na Tabela Il. Desta forma, pela metodologia da
difusdo em &gar (discos) verificou-se que dos 23 6leos testados nesta etapa da pesquisa,
apenas o Oleo essencial de Copaiba ndo apresentou atividade antibacteriana para
nenhuma das trés cepas testadas.

A linhagem ATCC 25923 de S. aureus foi a que apresentou maior indice de
susceptibilidade aos diferentes 6leos essenciais, tendo apresentado halo de inibicao para
um total de 22 dleos, ou seja, a 95% dos Oleos testados, sendo que o 6Oleo de cravo
apresentou o maior halo de inibicdo com um didmetro médio de 18,36 mm. Em relagéo
a padrédo ATCC 25922 de E. coli, verifica-se que esta apresentou halo de inibicdo frente
a 12, ou seja, para 52% dos 6leos essenciais testados, sendo que o 6leo que apresentou 0
maior halo de inibicdo foi o de Tea Tree com um valor de 16,5 mm.

Por outro lado, a linhagem ATCC 27853 de P. aeruginosa, se mostrou sensivel
pelo teste do disco frente a 11, ou seja, para 48% dos 0Oleos essenciais testados, sendo
gue novamente o maior halo de inibicao obtido foi de 13,8 mm para o 6leo de Tea Tree.

De acordo com Carson e Riley (1995) o terpinen-4-ol, composto majoritario do
6leo de tea tree, apresenta atividade antibacteriana sobre linhagens de S. aureus, E. coli
e P. aeruginosa, que também foram as linhagens testadas utilizando a metodologia da

difusao.
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TABELAI

Densidade e Componentes quimicos dos Gleos essenciais obtidos junto a empresa
fornecedora dos 6leos essenciais testados (By Samia Aromaterapia) (n/d- informacGes

ndo obtidas)

Densidade
Oleo essencial (mg/mL) Nome dos Compostos (%)

Alecrim 885 1,8 cineol (31,57); canfora (20,42); a-pineno (15,78); canfeno (4,93);
(Rosmarinus limoneno (3,76); geraniol (2,43); mirceno (2,02); linalol (1,70); para-cimeno
officinallis) (1,66); y-terpineno (1,14); a-terpinoleno (0,99); acetato de bornilo (0,41);

borneol (0,15)
Bergamota 871 limoneno (35,24); acetato de linalina (30,40); linalol (18,45); B-pineno
(Citrus aurantium (5,42); y-terpineno (3,74); sabineno (0,92); a-pineno (0,89); mirceno (0.81);
bergamia) para-cimeno (0,45)
Canela 1008 eugenol (72,13); acetato de eugenila (3,87); B-cariofileno (3,48); benzoato
(Cinnamomum de benzila (3,24); linalol (1,23); para-cimeno (0,76); a-pineno (0,63); a-
cassia) humuleno (0,61); a-felandreno (0,49); 1,8 cineol (0,27); limoneno (0,22);
canfeno (0,21); B-pineno (0,21)
Cardamomo 869 n/d
(Eletaria
cardamomum)
Cedro (Cedrus 891 widreno (27,75); a-cedrol (22,14); a-cedreno (19,84); a-muuroleno (4,55);

atlantica) widrol (3,79)

Cipreste 840 a-pineno (52,26); 8-3-careno; a-terpinoleno (2,65); acetato de a-terpinila
(Cupressus (2,63); limoneno (2,60); mirceno (2,40); terpinen-4-ol (1,40); sabineno

sempervirens) (1,24); B-pineno (1,14); a-tujeno (0,96); a-fencheno (0,81); y-terpineno
(0,79); p-cimeno (0,70); acetato de geranila (0,41); a-terpineno (0,35); 1,8
cineol (0,34); canfeno (0,28)

Copaiba 884 [-cariofileno (44,47); B-bisaboleno (8,0); germacreno b (8,0); a-copaeno
(Copaifera (7,98); germacreno d (5,95); a-humuleno (5,40); 6-cadineno (4,57)
officinalis)

Cravo da India 988 eugenol (83,63); ceta-cariofileno (12,39); alfa-humuleno (3,05); eugenol

(Syzgium acetato (0,93)
aromaticum)

Eucalipto 883 1,8 cineol (80,17); a-pineno (11,25); diacetona alcool (4,32); p-cimeno

(Eucalipto (2,28); a-terpineol (0,85); terpinen-4-ol (0,60); B-pineno (0,53)

globulus)

Erva Doce 919 trans-anetol (95,66); linalol (2,91); estragol (0,39); a-pineno (0,13)
(Foeniculum

vulgare)

Gengibre 850 a-zingibereno (22,85); curcumeno (18,96); B-sesquifilandreno (13,12); B-

(Zingiber bisaboleno (11,58); a-farneseno (4,28); canfeno (1,77); B-felandreno (1,58);
officinalis) 1,8 cineol (1,35); a-pineno (0,43); trans-p-farneseno (0,30); mirceno (0,20)

Gerénio 848 citronelol (31,58); geraniol (25,47); fermiato de citronelita (12,74); fermiato
(Perlagonium de geranila (6,71); linalol (6,33); isomenthone (4,35); rose oxide (0,89);
graveolens) acetato de citronelita (0,48)

Horteld do Brasil 849 mentol (54,48); mentona (19,12); pulegona (5,57); isopulegol (2,02)

(Mentha arvensis)
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Oleo essencial Densidade Nome dos Compostos (%6)
(mg/mL)
Laranja (Citrus 820 limoneno (96,25); mirceno (1,81); linalol (0,49); a-pineno (0,49); sabineno
aurantium dulcis) (0,32); B-felandreno (0,27)

Lavanda 853 1,8 cineol (45,97); p-cimeno (4,19); 1-terpinen-4-ol (2,30); alfa-pineno
(Lavandula (1,48); limoneno (1,46); gama-terpineno (1,17); terpinoleno (1,04)
officinalis)

Lemongrass 858 geranial (48,57); neral (32,86); acetato de geranila (3,98); B-cariofileno
(Cymbopogon (1,59); linalol (1,23); canfeno (1,19); 6xido de cariofileno (0,67); eugenol
schoenanthus) (0,48); limoneno (0,23); a-pineno (0,20); trans-B-ocimeno (0,12)
Lim&o Tahiti 840 limoneno (62,34); y-terpineno (11,96); B-pineno (10,23); B-bisaboleno

(Citrus limonum) (2,68); a-pineno (1,97); geraniol (1,84); mirceno (1,49); para-cimeno (1,18);
neral (1,04); trans-a-bergamoteno (1,02); a-tujeno (0,50)
Manjerona(Origa 841 1,8 cineol (48,05); linalol (22,69); limoneno (8,10); a-pineno (4,42); B-
num majorana) pineno (4,05); acetato de isobornilo (2,82); para-cimeno (2,21); estragol
(1,02); y-terpineno (0,96); canfeno (0,74); wiridiflorol (0,73); mirceno
(0,51); borneol (0,49); éxido trans-linalol (0,24); éxido de cis-linalol (0,21)
Noz Moscada 889 a-pineno (18,35); miristicin (17,65); B-pineno (12,29); sabineno (10,15);
(Myristiva terpinen-4-ol (8,21); y-terpineno (4,18); limoneno (3,63); para-cimeno
fragans) (3,15); a-terpinoleno (2,91); safrol (2,68); 1,8 cineol (2,16); terpinoleno
(1,84); metil eugenol (1,59); a-terpineol (1,52); 3-3-careno (1,41); elemicin
(0,74); eugenol (0,53)
Palmarosa 874 geraniol (57,49); acetato de geranila (13,56); linalol (1,71); beta-cariofileno
(Cymbopogon (1,07); ocimeno (0,27)

martini)

Patchouli 1009 patchoulol (25,21); 8-guaieno (11,49); a-gurjuneno (11,26); seicheleno

(Pogostemon (9,61); a-guaieno (9,56); alcool benzilico (6,73); vidreno (3,12);

patchouli) aromadendreno (2,81); a-cedrol (2,63); p-patchouleno (1,57)
Pimenta Negra 846 limoneno (23,80); 6-3-careno (21,97); a-pineno (12,89); B-cariofileno
(Piper nigrum) (11,34); B-pineno (3,91); sabineno (3,78); a-felandeno (3,76); mirceno

(2,88); para-cimeno (1,38); linalol (1,24); terpinoleno (1,17); B-selineno
(1,11); 1,8 cineol (0,98); a-terpineno (0,97); a-humuleno (0,77); a-copaeno
(0,71); eugenol (0,56); terpinen-4-ol (0,47); canfeno (0,21); safrol (0,17)

Pinho ( Pinus 874 acetato de bornila (32,74); canfeno (21,67);a-pineno (10,95); limoneno

silvestris) (4,42); 1,8 cineol (3,15); borneol (3,11); B-pineno (1,82); B-cariofileno

(1,53); terpinoleno (1,01); mirceno (0,54); acetato de geranila (0,34);
canfora (0,22); para-cimeno (0,14); y-terpineno (0,12)
Salvia Esclaréia 857 acetato de linalina (66,77); linalol (22,67); acetato de geranila (3,29); B-
(Salvia sclarea) cariofileno (1,15); mirceno (0,18); limoneno (0,15); 1,8 cineol (0,12)

Tea Tree 858 1-terpinen-4-ol (53,40); p-cimeno (8,09); gama-terpineno (5,34); 1,8 cineol
(Melaleuca (3,18); alfa-pineno (1,40); terpinoleno (1,05); limoneno (0,70)
alternifolia)

Vetiver (Vetiveria 977

ziznoides) n/d
Ylang Ylang 904 trans-p-cariofileno (12,92); linalol (11,38); germacreno-d (11,21); benzil
(Cananga acetato (10,34); acetato de geranila (9,87);

odorata)
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TABELAII.

Valores das médias dos halos de inibicdo para 23 6leos essenciais e antibidticos testados
frente as linhagens padrées ATCC para as espeécies de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.
Letras diferentes nas colunas representam diferencas estatisticas entre as médias dos halos
de inibicdo (mm) para os 6leos essenciais quando p<0,05.

Oleo essencial E. coli S. aureus P. aeruginosa
Alecrim (Rosmarinus officinallis) 4°° 8,3%° 5,66%°
Bergamota (Citrus aurantium bergamia) 0° 5,8%¢ 0°
Canela (Cinnamomum cassia) 12,3% 15,5% 10,2%
Cardamomo (Eletaria cardamomum) 0° 9,33%° 0°
Cedro (Cedrus atlantica) 1,5¢ 11,5%¢ 0°
Cipreste (Cupressus sempervirens) 1,5° 5,1%¢ 2"
Copaiba (Copaifera officinalis) 0° 0° 0°
Cravo da India (Syzgium aromaticum) 15,4° 18,3 13,7
Erva Doce (Foeniculum vulgare) 0° 5,6% 0°
Gengibre (Zingiber officinalis) 0° 4,1 0°
Geranio (Perlagonium graveolens) 4 13,1%° 0°
Hortela do Brasil (Mentha arvensis) 3,5% 17,1% 6,6°
Laranja (Citrus aurantium dulcis) 0° 3,8™ 0°
Lavanda (Lavandula officinalis) 2,6™ 12,3%° 0°
Lim&o Tahiti (Citrus limonum) 0° 9,6™ 0°
Manjerona (Origanum majorana) 15,3 13,6% 9,8%°
Noz Moscada (Myristiva fragans) 4,9 12,3%° 5,5%¢
Palmarosa (Cymbopogon martini) 3> 16,07 0°
Patchouli (Pogostemon patchouli) 0° 13,1%° 2,5%
Pimenta Negra (Piper nigrum) 0° 8,2%¢ 1,33"
Sélvia Esclaréia (Salvia sclarea) 0° 11,9%° 0°
Tea Tree (Melaleuca alternifolia) 16,5° 17,1% 13,8°
Vetiver (Vetiveria ziznoides) 0° 14,6% 2,1
Cloranfenicol 23,5 24 55

Tetraciclina 30,5 24,5 11,6
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Na segunda etapa do estudo foram realizados os ensaios utilizando metodologia
da diluicdo em &gar de um total de 27 6leos, tendo acrescentado os 6leos de Eucalipto,
Lemongrass, Pinho e Ylang Ylang. Os valores das Concentrag¢6es Inibitérias Minimas
90% (CIM90%) para os 27 6leos essenciais frentes as linhagens bacterianas testadas
(Tabela 11I), demonstram que as cepas de S. aureus novamente apresentaram
susceptibilidade a um maior nimero de Oleos essenciais, sendo que dos 27 Oleos
testados, 8 apresentaram atividade inibidora com valores de CIM90% abaixo de 0,30
mg/mL (Eucalipto, Lemongrass, Patchouli, Pimenta Negra, Sélvia Esclaréia, Tea Tree,
Vetiver, Ylang Ylang).

O oleo essencial de Manjerona no teste de difusdo demonstrou uma boa
atividade para as trés linhagens testadas resultou em halos de 15,3 mm para E. coli, 13,6
mm para S. aureus e 9,8 mm para P. aeruginosa, porém nos ensaios utilizando a
metodologia de diluicho em agar até as concentracOes testadas ndo foi possivel
determinar a concentracdo inibitéria minima do 6leo de manjerona para as linhagens de
P. aeruginosa, estes resultados corroboram com os de Hammer et al. (2009) os quais
determinaram as CIM’s de manjerona para E. coli e S. aureus porém nao obtiveram
resultados para P. aeruginosa.

De forma geral, a linhagem de S. aureus foi a mais sensivel aos produtos
naturais, o que novamente confirma relatos da literatura (Betoni et al. 2006, Silva e
Fernandes Junior 2010) que as bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis aos produtos
naturais que as Gram negativas. Esses dados sdo importantes para a terapéutica das
infeccbes causadas por essas bactérias, os S. aureus sdo descritos como um dos
principais agentes responsaveis por infecgdes, sua viruléncia e capacidade de adquirir
resisténcia aos antimicrobianos resulta em um problema sério em todo 0 mundo para 0s
hospitais e profissionais de satde (Carvalho et al. 2009).

A P. aeruginosa é uma bactéria Gram negativa que produz pigmentos
hidrossollveis, com ampla distribuicdo no solo e na 4gua, € um patégeno hospitalar que
se desenvolve em areas Umidas como pias, banheiras e chuveiros sendo considerada

uma bactéria resistente (Jawetz et al. 2005).
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TABELAIII.

Concentracéo Inibitoria Minima 90% (CIM90%) (mg/mL) dos 6leos essenciais frente as
linhagens padrGes ATCC e amostras clinicas humanas de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa testadas. Os valores com simbolo > foram desconsiderados na anélise
estatistica, pois ndo mostraram acéo inibidora até as concentragdes maximas testadas.

Oleo essencial E. coli S. aureus P. aeruginosa

Alecrim (Rosmarinus officinallis) 22,12' 7,26' >26,55
Bergamota (Citrus aurantium bergamia) >26,13 19,81" >26,13
Canela (Cinnamomum cassia) 2,0° 1,14% 30™

Cardamomo (Eletaria cardamomum) >26,07 7,58° >26,07
Cedro (Cedrus atlantica) 26,73 2,76" >26,73
Cipreste (Cupressus sempervirens) >25,2 >25,2 >25,2
Copaiba (Copaifera officinalis) >26,52 26,52° >26,52
Cravo da India (Syzgium aromaticum) 1,98% 1,21% 8,29°

Eucalipto (Eucalipto globulus) 14,35" 0,22° >26,49
Erva Doce (Foeniculum vulgare) 20,22' 7,81% >27,57
Gengibre (Zingiber officinalis) >25,5 4,93% >25,5
Geranio (Perlagonium graveolens) 4,24% 0,31% >25,4
Horteld do Brasil (Mentha arvensis) 5,52 2,26' >25,47
Laranja (Citrus aurantium dulcis) >24,63 16,5" >24,63
Lavanda (Lavandula officinalis) 25,59™- 427" >25,59
Lemongrass (Cymbopogon schoenanthus) 2,1% 0,22' >25,74
Limé&o Tahiti (Citrus limonum) >25,2 14,91Y >25,2
Manjerona (Origanum majorana) 4,21 4,21° >25,23
Noz Moscada (Myristiva fragans) 18,52/ 13,96” >26,67
Palmarosa (Cymbopogon martini) 2,09 0,59™ >26,22
Patchouli (Pogostemon patchouli) >30,27 0,25' >30,27
Pimenta Negra (Piper nigrum) >25,38 0,21% >25,38
Pinho (Pinus silvestris) >26,22 2,58" >26,22
Sélvia Esclaréia (Salvia sclarea) >25,71 0,29" >25,71
Tea Tree (Melaleuca alternifolia) 4,29° 0,21° >25,74
Vetiver (Vetiveria ziznoides) >29,31 0,24° >29,31
Ylang Ylang (Cananga odorata) >27,12 0,23° >27,12

. Letras diferentes nas colunas representam diferencas estatisticas entre as medianas de atividade antibacteriana entre
o0s Oleos essenciais (mg/mL) quando p<0,001
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Apesar da E. coli ser uma bactéria Gram negativa assim como a P. aeruginosa,
obtivemos sensibilidade frente a 14 Gleos testados até a concentragdo méxima testada.
Estes resultados corroboram com os de Duarte et al. (2007) quando reportam que houve
acdo antimicrobiana para 17 éleos de um total de 29 testados contra E. coli, sendo que
concluiram que a atividade antibacteriana do 6leo de Cymbopogon martini (palmarosa)
e de seu composto majoritario, o geraniol, podem ser Uteis para o tratamento de diarréia
causada por cepas de Escherichia coli enteropatogénica.

Considerando-se as duas metodologias utilizadas para verificar a acao
antimicrobiana, ou seja, a difusdo a partir de discos impregnados e diluicdo, alguns
comentérios sdo pertinentes. De todos os Oleos testados, o Cipreste (Cupressus
sempervirens) foi o Unico que ndo apresentou atividade antibacteriana utilizando a
metodologia de diluicdo em agar para as cepas testadas. Segundo Hammer et al. (1999)
este 6leo também ndo apresentou atividade frente a E. coli e P. aeruginosa embora
tenha apresentado acdo sobre linhagens de S. aureus, com um valor de CIM de 2% v/v.
Porém, reportam os autores que foi utilizado nos ensaios uma Unica cepa padrdo NCTC
(National Collection of Type Cultures), o que pode explicar os resultados distintos
obtidos, considerando que neste estudo foram testadas linhagens isoladas de casos
clinicos humanos, e portanto fendtipos distintos entre si.

Ha diferenca na acdo antimicrobiana dos 6leos quando comparado os resultados
das diferentes metodologias utilizadas. O 0Oleo de Cipreste ndo demonstrou acao
antimicrobiana no teste de diluicdo e apresentou atividade antibacteriana no teste de
difusdo em 4&gar. Por outro lado, o Oleo essencial de Copaiba, apesar de ndo ter
apresentado atividade nos testes utilizando a metodologia de difuséo, no teste de
diluicdo foi possivel calcular a CIM 90% para as linhagens de S. aureus.

De forma geral, os 6leos de canela e de cravo da india foram os Gleos que
apresentaram 0s maiores potenciais inibidores sobre as trés linhagens bacterianas
utilizadas, conforme é possivel verificar na Fig. 2. De acordo com Prabuseenivasan et
al. (2006) estes Oleos foram capazes de inibir o crescimento tanto de bactérias Gram

positivas como Gram negativas.
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Fig. 2. Teste de sensibilidade através da diluicdo em agar para os 6leos essenciais de
canela e cravo

Ambos 0s 6leos apresentam como composto majoritario o eugenol, apesar de
ndo podermos afirmar que este seja o0 Unico componente que desempenhe acgdo
antibacteriana, seu potencial para esta atividade foi evidenciado por Qiu et al. (2010). O
6leo essencial de cravo exibiu a melhor atividade dentre os 27 6leos testados para as
duas linhagens Gram negativas, no entanto para as linhagens de S. aureus o 6leo de
Pimenta Negra com apenas 0,21 mg/mL inibiu 90% destas cepas.

Para tanto, tem se desenvolvido métodos de investigagdo in vitro que produzam
resultados confiaveis e possam ser reproduzidos e validados. Contudo, essa tarefa tem
sido dificultada pelas peculiaridades que os 6leos apresentam como a volatilidade,
insolubilidade em agua e complexidade, caracteristicas que interferem
significativamente nos resultados. Por isso, em testes de susceptibilidade microbiana,
deve-se levar em consideracdo a metodologia usada, o meio de cultura, o(S)
microrganismo(s) e o 0leo essencial testado (Nascimento et al. 2007).

De forma geral foi possivel concluir pelos resultados obtidos que houve elevada
resisténcia das linhagens de P. aeruginosa aos 6leos essenciais enquanto que na outra
extremidade verificou-se uma sensibilidade também consideravel das linhagens de S.
aureus, mais que foi verificado potencial antimicrobiano para os dois grupos de
bactérias testadas, ou seja, Gram positiva e Gram negativa. Também pode ser observada
diferenca entre resultados de acdo antimicrobiana quando a metodologia adotada foi a

difusdo e diluig&o.
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Resumo

Os 0Gleos essenciais compreendem misturas de compostos geralmente ativos que sao
provenientes do metabolismo secundario de plantas em geral, constituidos
especialmente por terpenos, compostos com inumeras propriedades bioldgicas, e sdo
amplamente utilizados nas inddstrias e em procedimentos na aromaterapia. A
aromaterapia € uma terapia natural que se utiliza das propriedades terapéuticas dos 6leos
essenciais em beneficio da salde humana, sendo que dentre as modalidades utilizadas
destacam-se as inalagdes, as massagens e 0s banhos. No caso dos banhos, destaca-se 0
fato que existem microorganismos que sobrevivem na agua podendo resultar em
prejuizos & saude das pessoas. Desta forma, objetivamos analisar a acdo antimicrobiana
de oOleos essenciais diluidos em &gua e salina visando redugdo na contagem de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em funcdo do
tempo quando adicionados os 6leos essenciais de Cravo (Syzygium aromaticum), Geranio
(Pelargonium graveolens), Lavanda (Lavandula angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon
martini) e Tea Tree (Melaleuca alternifolia). Foram realizados ensaios controles sem
adicdo dos 6leos essenciais e tratamentos contendo 0,5% v/v de cada um dos oleos. A
metodologia para contagem bacteriana foi o do plagueamento tendo iniciado 0s ensaios
com uma contagem bacteriana préxima de 10° UFC/mL. Comparando-se os resultados,
tanto para os ensaios em agua quanto salina, observou-se que o perfil de sensibilidade
das linhagens bacterianas aos Oleos essenciais foram préximos entre si, porém
significativamente distintos quanto aos ensaios controles. Os 6&leos essenciais
demonstraram o potencial antibacteriano sobre as trés bactérias, sendo que as Gram
negativas apresentaram maior susceptibilidade do que a bactéria Gram positiva. Neste
caso, verificamos ser possivel o controle microbiano na agua de banhos de imersao
quando os Oleos essenciais sdo adicionados o que € um aspecto positivo durante a
utilizacdo deste tipo de pratica em aromaterapia.

Palavras chaves: 0leos essenciais; agua; atividade antimicrobiana; aromaterapia.
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Abstract:

Essential oils are mixtures of active compounds from the secondary metabolism of
plants and consisting especially of terpenes, which are compounds with numerous
biological properties. They are widely used in industry and also in procedures in
aromatherapy. Aromatherapy is a natural therapy that uses the therapeutic properties of
essential oils for human health. Inhalation, immersion baths and massages are the main
procedures. In the bath, microorganisms can survive which may have a negative impact
on the health of people. We aimed to analyse the antimicrobial activity of essential oils
diluted in water and saline in order to reduce the count of Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa when the essential oils of Clove
(Syzygium aromaticum), Geranium (Pelargonium graveolens), Lavender (Lavandula
angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon martini) and Tea Tree (Melaleuca alternifolia)
were added. We performed control assays without essential oils and treatment assays
with 0.5% v/v of each of the oils. The bacterial count method was performed by plating,
which demonstrated an initial count around of 10° CFU/mL. According to the results of
both tests using water and saline, we observed that the sensitivity of bacterial strains to
essential oils were similar but significantly different when compared to control assays.
The essential oils showed antimicrobial activity against all three bacteria, and the Gram
negative strains were more susceptible than the Gram positive bacteria. This study
established the possibility of microbial control in water immersion baths when essential
oils are added, which is a positive aspect for this aromatherapy procedure.

Keywords: essential oils, water, antimicrobial activity, aromatherapy.
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1. Introducéo

Os organismos vivos produzem milhares de diferentes compostos organicos de
baixo peso molecular, sendo que muitos destes ndo tém nenhuma fungéo aparente nos
processos basicos de crescimento e desenvolvimento e por isto, tém sido historicamente
designados como produtos naturais ou metabdlitos secundarios. A importancia dos
produtos naturais na medicina, agricultura e industria tem estimulado a realizacdo de
estudos sobre a biossintese e atividades bioldgicas dessas substancias (Gershenzon e
Dudareva, 2007).

Os 6leos essenciais sao compostos naturais, volateis e complexos caracterizados
por um forte odor sendo sintetizados por plantas aromaéticas durante o metabolismo
secundario e normalmente extraidos de plantas encontradas em paises de clima quentes
como as do mediterrdneo e dos tropicos, onde sdo considerados parte importante da
farmacopéia tradicional (Bakkali et al., 2008).

Apbs descobrimento e elucidacdo das centenas de componentes dos 0Gleos
essenciais nas Ultimas décadas, pode se entender a complexidade e a enorme
diversidade que existe neste grupo de produtos naturais, o qual consiste normalmente de
mono (Cio) € sesquiterpenos (Css), fenilpropenos além de outros componentes volateis
(Franz, 2010). Os terpenos sdo substancias presentes tanto em plantas como em animais,
sdo descritos como possuidores de uma diversidade consideravel de propriedades
bioldgicas (Paduch et al., 2007). Os monoterpenos, importantes constituintes dos éleos
essenciais, sao altamente volateis e com isto sdo facilmente arrastados pelo vapor de
agua livres de outros componentes e sdo frequentemente utilizados em funcéo das suas
caracteristicas organolépticas marcantes (Bandoni e Czepak, 2008).

Considerando como sendo a maior classe de produtos naturais, 0os terpenos
apresentam ainda uma variedade de papéis na mediacdo de interacbes antagbnicas e
benéfica entre 0s organismos e o ambiente. Eles defendem muitas espécies de plantas,
animais e microorganismos contra predadores, patdgenos e competidores, estdo
envolvidos na transmissdo de mensagens quanto a presenca de alimento, companheiros
e inimigos. Apesar da diversidade de terpenos conhecidos, é surpreendente como
organismos filogeneticamente distantes tém utilizado estruturas semelhantes
(Gershenzon e Dudareva, 2007)
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De forma geral, os Oleos essenciais apresentam diferentes propriedades
bioldgicas, como a acdo larvicida (Rajkumar et al., 2010), atividade antioxidante
(Wannes et al., 2010), acdo analgésica e anti-inflamatéria (Mendes et al., 2010),
fungicida (Carmo et al., 2008), atividade antitumoral (Silva, 2008) e acdo
antimicrobiana (Bakkali et al.,2008; Barbosa et al.,2009). Quanto a propriedade
antimicrobiana dos 6leos essenciais, estes apresentam acdo sobre fungos e bactérias,
sendo que normalmente as bactérias Gram positivas sdo mais susceptiveis que as Gram
negativas e que baixos valores de Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) inibem o
crescimento destes organismos (Hammer, 1999).

Sdo freqlentes os relatos sobre os mecanismos de acdo antimicrobiana dos
6leos, sendo que alguns casos foram parcialmente elucidados como, por exemplo, para
0 Oleo essencial de tea tree (Melaleuca alternifolia) que causa lise e perda da
integridade da membrana, devido a saida de ions e inibicdo da respiracdo celular
(Carson et al., 2006).

De maneira geral, a acdo antimicrobiana é considerada de grande interesse para
as industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas desde que o uso de aditivos
naturais ganhou importancia como tendéncia na substituicdo de conservantes sintéticos
artificiais (Okoh et al., 2010). A maior parte da producgdo de 6leos essenciais € utilizada
pela industria farmacéutica, alimenticia e cosmética e uma pequena parte da producao
utilizada na aromaterapia (Price, 1999). Esta crescente utilizacdo e conseqiente
aumento na demanda de produtos naturais em todo o mundo é consequéncia dos
problemas que sdo atribuidos a inimeros produtos sintéticos sobre a salde humana e ao
ambiente (Bandoni e Czepak, 2008).

Quanto as terapias naturais, nas ultimas décadas houve aumento significativo do
interesse (Silveira et al., 2008) tendo expandido globalmente sua popularidade tanto nos
paises em desenvolvimento como também naqueles onde a medicina convencional é
predominante nos sistemas publicos de satude (WHO, 2000).

Aromaterapia € a terapia que utiliza Oleos essenciais para a promocao e
manutencdo da saude e parece agir através do sistema limbico, especialmente sobre a
amigdala e o hipocampo (Cavanagh e Wilkinson, 2002). Assim, a aromaterapia pode ser
utilizada ndo somente pelos efeitos antimicrobianos, antivirais e antiinflamatérios dos
6leos essenciais (Bakkali et al.,2008) mas também pelos seus efeitos sobre os estados

emocionais e mentais nos individuos (Cannard,2006).
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A inalacdo, a aplicacdo dérmica e o banho sdo os principais métodos de
aplicacdo para que o Oleo essencial seja absorvido pelo organismo durante os
procedimentos na aromaterapia. Para aliviar o estresse e a ansiedade, a lavanda ¢ um
dos Oleos essenciais mais utilizados em banhos, a preparacdo desta modalidade é
realizada utilizando-se pequenas quantidades de 6leo essencial, neste caso sdo 8 gotas
do 6leo em uma banheira (Price, 1999).

Por outro lado, banheiras e 6furos foram mencionados como locais potenciais
para aquisicdo de Pseudomonas aeruginosa, resultando em diversas patologias, como
urosepse e foliculite (Dulabon et al., 2009; Yu et al., 2007).

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria com ampla distribui¢do no solo e na
agua, produz pigmentos hidrossoluveis. E um patdgeno hospitalar que se desenvolve em
areas Umidas como pias, banheiras e chuveiros, tendo como temperatura de melhor
crescimento entre 37 & 42°C, bactéria resistente que ndo deve ser tratada com
monoterapia (Jawetz et al., 2005).

De acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010), em agua
mineral ndo podem ser constatadas as presencas de E. coli ou coliformes (fecais)
termotolerantes ou coliformes totais, enterococos, P. aeruginosa e/ou clostridios sulfito
redutores, em quantidade superior a 2 UFC/mL. S. aureus é um dos principais agentes
responsaveis por infecces (Carvalho et al.,2009), frequentemente encontrado na pele
(Jawetz et al.,2005) e por isso com capacidade de contaminar a agua e alimentos através
de seus manipuladores.

Desta maneira, analisar a agdo antimicrobiana de Oleos essenciais quando
diluidos na &gua possibilitara a obtencdo de informagdes para o controle e a desinfeccao
neste meio e em locais Umidos como banheiras e ofurds, bem como possibilita a
elucidacdo da propriedade antimicrobiana destes 6leos essenciais na agua podendo,
desta forma, auxiliar com estudos para a criacdo de novas modalidades terapéuticas bem
como possibilitar uma melhor pratica na aromaterapia, por isso objetivamos verificar
acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais de Cravo (Syzygium aromaticum), Geranio
(Perlagonium graveolens), Lavanda (Lavandula angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon
martini) e Tea Tree (Melaleuca alternifolia) sobre linhagens padrées ATCC de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa quando colocados
em contato numa situagdo de banho de imersdo; determinar a Concentracdo Inibitoria

Minima 90% (CIM90%) dos cinco 6leos essenciais frente a diferentes linhagens das
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espécies bacterianas em estudo e comparar o perfil de sobrevivéncia das linhagens
bacterianas quando submetidas a acdo dos 6leos essenciais em meio de agua destilada e

em solucéo salina.

2. Materiais e Métodos

2.1 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais foram selecionados para este estudo em funcao da utilizacao
nas varias terapias naturais bem com pela disponibilidade dos mesmos na forma
comercializada por empresas do setor. Desta forma, foram obtidas amostras dos 6leos
essenciais de Cravo (Syzygium aromaticum), Gerénio (Perlagonium graveolens),
Lavanda (Lavandula angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon martini) e Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) diretamente da empresa By Samia Aromaterapia (S&o Paulo-
SP, Brasil) em frascos de vidro ambar com capacidade para 10 mL na forma
comercializada pela referida empresa e mantidos em temperatura ambiente. Segundo
informacdes da empresa, os 6leos foram produzidos com uso da metodologia do arraste
pelo vapor na origem. Para cada Oleo estudado foram determinados os valores de
densidade, tendo sido adaptada a metodologia de Fonseca e Librand (2008) em tubos
tipo ependorfs, sendo estes pesados (P1) em balanca analitica e depois adicionado 1 mL
(V) do éleo sendo pesado novamente (P;). A densidade (D) foi calculada utilizando

férmula abaixo.
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2.2. Teste de sensibilidade pela metodologia de diluicdo em &gar e

determinacdo da concentracao inibitdria minima (CIM)

2.2.1. Linhagens Bacterianas

Utilizou-se linhagens bacterianas isoladas de casos clinicos humanos sendo 9
cepas da espécie Escherichia coli, 10 cepas da espécie Staphylococcus aureus e 10
cepas da espécie Pseudomonas aeruginosa e uma linhagem bacteriana padrdo American
Type Culture Collection (ATCC) das espécies Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
mantidas em estogque no Departamento de Microbiologia do Instituto de Biociéncias da
UNESP, campus de Botucatu-SP. O projeto desenvolvido obteve autoriza¢do do comité
de ética em experimentacdo da Faculdade de medicina de Botucatu/UNESP, protocolo
nimero CEP 3163-2009, para uso das linhagens isoladas de casos clinicos humanos,
tendo recebido parecer favoravel em 04 de maio de 2009.

As linhagens encontravam-se estocadas a -80°C em meio de cultura BHI (Brain
Heart Infusion) adicionado de 1% de glicerol, e previamente a utilizacdo nos ensaios
foram semeadas em agar sangue para verificacdo de viabilidade e pureza, e novamente
mantida em &gar nutriente pra uso nas varias etapas do estudo. Por ocasido dos
experimentos, as linhagens eram inoculadas em Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas
a 35°C/18-24 horas, sendo que a partir destas culturas foram preparadas suspensées em
solucBes salinas estéreis (0,85%) utilizando a escala de 0,5 de MacFarland, para

obtencéo de concentracdo bacteriana ao redor de 1,5x 108 UFC/mL.

2.2.2. Ensaios para verificacdo da acdo antimicrobiana através da

metodologia de diluicdo em agar e determinacéo de CIM

Os testes de sensibilidade para determinacdo da CIM dos 6leos essenciais foram
realizados segundo a metodologia da diluicdo em agar (CLSI, 2005), sendo os 6leos
essenciais diluidos em Mueller Hinton Agar (MHA) que ap6s semeadura das linhagens
e incubacdo realiza-se a leitura dos valores de CIM para cada linhagem bacteriana
testada. O MHA foi esterilizado adicionado de Tween 80 na proporcdo de 0,5%, e

mantido na temperatura de aproximadamente 45°C, foram feitas as respectivas misturas
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dos Gleos essenciais e obtencdo das concentracBes nas placas de Petri equivalentes a
0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 %v/v, num volume total de 20 mL
em cada placa. A inoculacdo das 32 linhagens foi feita a partir de culturas em BHI
(37°C/18-24 horas) de cada linhagem com uso de multiinoculador de Sterr. Inicialmente
foram preparadas suspensdes na escala 0,5 de MacFarland em salina estéril, seguida de
diluicdo 1:20 em BHI visando obter concentragdo bacteriana ao redor de 10° a 10°
UFC/mL. As 32 linhagens foram semeadas nas placas com uso do multiinoculador,
tomando-se o cuidado para ndo haver mistura das linhagens na placa, e incubadas a
35°C/18-24 horas, seguida de leitura para verificacdo de crescimento bacteriano através
da formacéo de colonias das respectivas linhagens e anotacdao dos valores de CIM para
cada linhagem. Ap0s coleta dos resultados realizamos as transformacdes dos valores em
%v/v para mg/mL utilizando dados referentes a densidade de cada éleo e o célculo das

respectivas CIM 90% das linhagens bacterianas testadas.

2.3. Teste de sensibilidade bacteriana aos 0Oleos essenciais em agua e

salina

2.3.1. Linhagens bacterianas

Foram utilizadas linhagens bacterianas padroes American Type Culture
Collection (ATCC) para as espécies Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), mantidas em
estoque no Departamento de Microbiologia do Instituto de Biociéncias da UNESP,
campus de Botucatu-SP.

As linhagens encontravam-se estocadas a -80°C em meio de cultura BHI (Brain
Heart Infusion) mais glicerol, previamente a utilizacdo nos ensaios foram semeadas em
agar sangue para verificacdo de viabilidade e pureza, sendo novamente inoculadas em
agar nutriente. Por ocasido dos experimentos, as linhagens eram inoculadas em Brain
Heart Infusion (BHI) e incubadas a 35°C/18-24 horas. A partir destas culturas foram
preparadas suspensdes em soluges salinas estéreis (0,85%) utilizando a escala de 0,5 de

MacFarland, para obtenc¢do de concentracdo bacteriana ao redor de 1,5 x 108 UFC/mL.
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2.3.2. Ensaios para verificagdo de sobrevivéncia das linhagens na
presenca de concentracgdes dos 6leos essenciais

Os ensaios foram realizados utilizando valores de concentracfes proximas dos
preconizados em banhos quentes aromaticos, ou seja, concentragdes abaixo de 1%v/v.
Foram realizados dois tipos de ensaios, visando simular um banho de imersdo (tipo
ofurd), onde as bactérias foram colocadas em contato com o0s respectivos 0Oleos
essenciais dissolvidos em &gua e salina (0,85%) estéreis e aliquotas destas suspensdes
foram semeadas em placas com meio de cultura para contagem de células viaveis.

Foram preparados frascos erlenmeyer contendo volumes de 40 mL de agua
destilada ou salina, ambas estéreis e acrescidas de 0,5% de Tween 80, e adicionados de
volumes dos 6leos para obtencdo da concentracdo de 0,5 %v/v para cada um dos 6leos
em estudo (cravo, geranio, lavanda, palmarosa e tea tree). No tempo zero, cada um dos
frascos recebeu 25uL das suspensdes bacterianas padronizadas previamente visando
obter concentracdes bacterianas ao redor de 10° e 10°® UFC/mL em cada frasco
tratamento. Foram preparados frascos controles para as linhagens bacterianas sem
adicdo dos 6leos essenciais bem como os ensaios foram realizados em duplicata.

Os frascos controles e tratamentos foram mantidos em banho de &gua com
temperatura de 37°C, aliquotas de 10uL de cada frasco foram semeadas em placas de
Petri contendo Mueller Hinton Agar (MHA) utilizando alcas calibradas estéreis
descartaveis de 10ul nos tempos 0, 10, 20 e 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas (0,15; 0,3;
0,5; 1, 2, 4, 8 e 24 h), sendo na seqiiéncia incubadas em estufa a 35°C/24 horas. Ap0s
periodo de incubacdo, foram realizadas contagens das col6nias, utilizando o contador de
colbnias, marca Phoenix, modelo CP-600, para obtencdo dos valores de UFC/mL,
seguido do calculo de log de UFC/mL, para 0s respectivos ensaios controles e
tratamentos. Este tipo de procedimento foi uma adaptacdo da técnica utilizada na
realizacdo de uroculturas, segundo os padrdes descritos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010) para semeadura com alca calibrada, sendo esta
introduzida em uma amostra bem homogeneizada, fazendo-se movimentos para baixo e
para cima no sentido vertical. A al¢a carregada é entdo utilizada para inocular o meio de
cultura, fazendo-se, inicialmente, uma linha reta no centro da placa e completando-se o

espalhamento com uma série de passagens em um angulo de 90°, através da linha
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original. Importante item de controle de qualidade é utilizar alcas calibradas

descartaveis.

2.4. Analise dos 6leos essenciais:

A anélise quimica foi realizada no Departamento de Quimica e Bioquimica no
campus da UNESP-Botucatu-SP, através de espectrdmetro de massas acoplado a
cromatdgrafo gasoso (GCMS), da marca SHIMAZU, modelo QP5050A, utilizando
coluna capilar, CBP-5, de 50m de comprimento, com diametro interno de 0,25mm e
0,25um de espessura do filme. A temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatura da
interface de 250°C, detector operado em modo El a 70eV e utilizou-se He como géas de

arraste.

2.5. Analise estatistica dos resultados:

Para os testes de sensibilidade em &gar utilizamos para confrontar trés ou mais
tratamentos independentes o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Se a analise for
significativa (p<0,001), sera aplicado teste de comparagdes mdaltiplas entre o0s
tratamentos, o teste de Student-Newman-Keuls. Foi utilizada, para os testes de
sensibilidade na 4gua e em salina, a Analise de Variancia complementado com o teste
de Tukey. Se p>0,05; néo existe diferencga significativa entre os grupos. Foi utilizado o
software estatistico SAS versdo 9.0, licenciado por UNESP, 2009.

3. Resultados e Discussao:

Os valores obtidos de CIM90% nos testes de sensibilidade pelo método de
diluicdo em &gar estdo apresentados na Tabela 1. Considerando que o valor maximo
testado foi de 3%v/v, e embora tenha sido feita a transformacéo para mg/mL utilizando
a densidade dos Gleos essenciais, verifica-se que para alguns 6leos e bactérias os valores
de CIM foram superiores a maior concentracdo testada.
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Tabela 1. Valores das concentragdes inibitorias minimas 90% (CIM90%) em %v/v e

mg/mL
Oleos essenciais P. aeruginosa S. aureus E. coli
%v/v  mg/mL %viv - mg/mL %v/v  mg/mL
S. aromaticum
(Cravo da indiay 084 - 8.29° 012 - 1,20° 020 - 1,90°
M. alternifolia
(Tea tree) >3,00 - >2574" 002 - 020° 050 - 430°
C. Martini
(Palmarosa) >3,00 - >26,22° 0,07 - 0,60°¢ 0,24 - 2,10™
L. angustifolia
(Lavanda) >3,00 - >2559° 0,50 - 430° >3,00 - >25,59°
P. graveolens
>3,00 - >25,40° 0,04 - 0,31° 0,50 - 4,24

(Geranio)

Letras diferentes nas colunas representam diferencas estatisticas entre as medianas de atividade antibacteriana

entre os 6leos essenciais (mg/mL) quando p<0,001.

Segundo os resultados obtidos para as cepas testadas, verifica-se maior
resisténcia da P. aeruginosa frente aos cinco 6leos essenciais, sendo que apenas o cravo
apresentou atividade significativa para esta bactéria. Quanto ao S. aureus, verifica-se
que todos os Oleos essenciais foram efetivos enquanto que para E. coli quatro oleos
essenciais apresentaram atividade exceto o 6leo de lavanda. Quando foi possivel o
calculo da CIM90%, verifica-se que estes valores ndo ultrapassam 1%v/v.

Quanto aos ensaios para verificacdo da sensibilidade das linhagens bacterianas
em meio liquido, tanto em substrato de agua destilada como em solucdo salina, estes
foram realizados com finalidade de comparacéo dos resultados através da exclusdo dos
efeitos da osmolaridade do meio, ou seja, propiciar as bactérias um meio isotébnico no
caso da salina.

Os perfis de variacdo no nimero de bactérias vidveis, expressos como Logaritmo

de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (log UFC/mL), sdo apresentados nas



53

Figuras de 1 a 6. De maneira geral verificou-se reducdo acentuada nos valores de log
UFC/mL para todos os tratamentos e com quedas mais expressivas que as verificadas
para 0s respectivos controles durante as 24 horas de experimentagdo. Foi considerado
gue quando ndo eram visualizadas colbnias na superficie das placas, esta contagem
significava valores ndo detectados de UFC/mL pela metodologia utilizada.

Em relacdo a P. aeruginosa e experimento utilizando agua (Figura 1) verificou-
se diferenca significativa dos resultados obtidos entre ensaios controle e tratamento, mas
sem diferenca quando comparado os 6leos testados entre si. Além disto, no ensaio
controle, o numero de células viaveis de P. aeruginosa manteve até 4 h ap6s o inicio do
experimento, enquanto que para 0s ensaios tratamentos ndo havia mais UFC ja em 0,15

h (10 minutos) de experimentacao.

Figura 1. Curvas de sobrevivéncia dos tratamentos com 06leos essenciais e controle em
agua de P.aeruginosa ao longo do tempo

Em relacdo ao controle com a bactéria E. coli em agua, o resultado obtido
diferenciou-se dos tratamentos com os 0Oleos de palmarosa, geranio e tea tree, porém
sendo estes igualmente eficientes quando comparados entre si (Figura 2), sendo que ndo
foram detectadas células viaveis em 0,15 h (10 minutos) nestes tratamentos. Por outro
lado, os resultados com os tratamentos com oOleos de cravo e lavanda ndo foram

significativamente diferentes do controle.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia dos tratamentos com 0leos essenciais e controle em
agua de E.coli ao longo do tempo

Para a linhagem de S. aureus, somente os resultados obtidos para 6leos
essenciais de palmarosa e cravo foram estatisticamente diferentes aos do controle no
experimento em agua (Figura 3), sendo que este manteve contagens de células viaveis
apos 4 horas de experimentacdo enquanto o0s ensaios com palmarosa e cravo

mantiveram contagem bacteriana até o periodo de tempo de 0,15 h (10 minutos).

Figura 3. Curvas de sobrevivéncia dos tratamentos com 06leos essenciais e controle em
agua de S.aureus ao longo do tempo
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Os ensaios com os tratamentos com tea tree, lavanda e gerénio mantiveram
celulas viaveis acima de 0,5 h.

Nos ensaios utilizando solucdo salina estéril (0,85%) (Figuras 4 a 6) e
posteriormente contaminada com as respectivas bactérias, verifica-se um perfil
semelhante ao obtido nos ensaios utilizando agua destilada esteril. O objetivo de utilizar
salina, embora ndo seja uma pratica no caso de banhos por imerséo, pretendeu-se dar
maior capacidade de sobrevivéncia das bactérias por tornar o meio isotonico.

Em relacdo a P. aeruginosa (Figura 4) no ensaio controle com salina, verifica-se
que houve contagem bacteriana durante um tempo maior de experimentagdo quando
comparado aos ensaios com agua, sendo verificado presenca da bactéria num tempo
acima de 8 horas, e ndo sendo detectavel contagem apenas em 24 horas de
experimentacao. Por outro lado, os 6leos essenciais reduziram as contagens para niveis
ndo detectaveis apds 0,15h, além do que a eficiéncia inibitéria dos 6éleos essenciais foi

praticamente a mesma verificada nos ensaios com agua destilada.

Figura 4. Curvas de sobrevivéncia dos tratamentos com 06leos essenciais e controle em
salina de P. aeruginosa ao longo do tempo

Quanto a E. coli nos ensaios em salina (Figura 5), houve diferenca significativa
entre controle e os 5 Oleos essenciais, sendo que o Gleo essencial de palmarosa
diferenciou-se somente de lavanda quando comparados os 6leos entre si, conforme
verificado nos perfis de redugdo na contagem bacteriana para ambos 6leos essenciais.

Neste caso em particular de comparacgéo entre resultados, o ensaio de E. coli em salina
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foi o Unico caso em que ndo houve reducdo total na contagem do controle no periodo
de tempo de 24 horas de experimentacdo, embora a redugdo tenha ocorrido em
aproximadamente 3 logs.

Figura 5. Curvas de sobrevivéncia dos tratamentos com 6leos essenciais e controle em
salina de E. coli ao longo do tempo

Na Figura 6 sdo apresentados os valores obtidos para reducdo de S. aureus nos
ensaios em solucdo salina, e verifica-se que os tratamentos com 0leos essenciais de
cravo, palmarosa e tea tree apresentaram perfis de reducdo que diferenciaram do
controle, enquanto os demais, ou seja, lavanda e geranio, ndo se mostraram
estatisticamente diferentes aos resultados obtidos no ensaio controle. No geral, percebe-
se que todos os 6leos essenciais mostraram uma tendéncia de reducdo na contagem para
niveis nao detectaveis num perfil diferente das duas outras bactérias, ocorrendo em

periodo de 2 horas ou mais para o contato bactéria e éleos essenciais.
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Figura 6. Curvas de sobrevivéncia dos tratamentos com 06leos essenciais e controle em
salina de S. aureus ao longo do tempo.

Assim, comparando-se 0s 0Oleos essenciais entre si, observou-se que o0 06leo
essencial de palmarosa foi 0 Unico que apresentou resultados estatisticamente diferentes
de todos os controles frente as trés diferentes cepas, mostrando assim um potencial
maior quando objetiva-se diminuir a contagem destas bactérias na agua em funcdo do
tempo. De acordo com os resultados obtidos na analise quimica dos 6leos essenciais
(Tabela 2), o o6leo essencial de palmarosa tem como composto majoritario o geraniol.

O geraniol é um terpeno comercialmente importante que ocorre nos 0leos
essenciais de varias plantas aromaticas, € uma das moléculas mais importantes como
flavorizantes e na industria de perfumaria, sendo um ingrediente comum em produtos de
consumo produzidos por essas industrias. Por ter um odor agradavel, geraniol é
conhecido por apresentar propriedades inseticidas e repelentes e usado como um agente
de controle natural de pragas exibindo baixa toxicidade. Geraniol foi sugerido para
representar uma nova classe de agentes quimiopreventivos contra o cancer. Outras
atividades bioldgicas, tais como antibidticos, anti-oxidante, anti-inflamatérios e alguns
efeitos vasculares também foram investigados (Chen and Viljoen, 2010). Desta forma e
por apresentar atividade antibidtica, este composto encontrado em maior porcentagem
no 6leo essencial de palmarosa, tenha proporcionado os melhores resultados.

Houghton et al. (2007) descreveram que pela anélise dos constituintes quimicos

dos 6leos essenciais ndo é possivel afirmar que 0 componente majoritario é o que realiza
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a atividade bioldgica em estudo. Assim, o efeito pode ser atribuido a um constituinte em

menor proporc¢do ou de um sinergismo entre 0s compostos existentes no oleo.

Tabela 2. Densidade e Componentes quimicos dos 6leos essenciais determinados
através de Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de massa

(GC-MS)

Oleo essencial

Nome
Popular

Densidade
(mg/mL)

Nome dos Compostos (%0)

Syzygium aromaticum

Melaleuca alternifolia

Cymbopogon matrtini

Lavandula angustifolia

Pelargonium graveolens

Cravo

Tea Tree

Palmarosa

Lavanda

Geranio

988

858

874

853

848

Eugenol (83,63); ceta-
Cariofileno  (12,39); alfa-
Humuleno  (3,05); eugenol
acetato (0,93)

1-Terpinen-4-ol  (53,40); p-
cimeno (8,09); Gama-terpineno
(5,34); 1,8 cineol (3,18); alfa-
pineno  (1,40); terpinoleno
(1,05); limoneno (0,70)
Geraniol (57,49); Acetato de
Geranila (13,56); Linalol (1,71);
beta-Cariofileno (1,07);
Ocimeno (0,27)

1,8 cineol (45,97); p-cimeno
(4,19); 1-terpinen-4-ol (2,30);
alfa-pineno  (1,48); limoneno
(1,46); Gama-terpineno (1,17);
terpinoleno (1,04)

citronelol  (31,58); geraniol
(25,47); fermiato de citronelita
(12,74); fermiato de geranila
(6,72); linalol (6,33);
isomenthone (4,35); rose oxide
(0,89); acetato de citronelita
(0,48)
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Apesar disto, existem estudos realizados com componentes isolados dos 6leos
essenciais, Qiu et al. (2010) reportaram que o eugenol, componente de 6leos essenciais
de plantas, tem demonstrado atividade contra bactérias Gram positivas e negativas, este
componente foi identificado no dleo de cravo utilizado nos experimentos, o tratamento
com este Oleo essencial diferenciou-se da maioria dos controles exceto da E.coli na
agua, no teste de sensibilidade em meio de cultura sélido o cravo foi o Unico oOleo
essencial que apresentou agdo antimicrobiana frente as 32 linhagens das 3 diferentes
espécies testadas.

Segundo Edberg et al.(2000) a E. coli sobrevive na agua potavel, entre 4 e 12
semanas, dependendo das condi¢des ambientais (temperatura, microflora, etc.), sendo
que em sistemas de distribuicdo de agua ela apresenta uma sobrevida maior que as
demais bactérias e é utilizada como indicador bioldgico de seguranca de tratamento de
agua, talvez por isso tenha sido a Unica bactéria a manter células viaveis no controle em
salina apds 24h de experimentacdo.

De acordo com Carson et al. (2006), o 6leo essencial de tea tree esta se tornando
cada vez mais popular como um agente natural antimicrobiano, porém néo apresentou
atividade diferenciada ao do controle de S.aureus na dgua apesar de ter demonstrado a
menor CIM90% (0,025%v/v), frente a esta bactéria quando testado em agar, um de seus
componentes majoritarios, o 1-Terpinen-4-ol, apresentou no estudo dos autores
atividade antimicrobiana contra E.coli, S.aureus e P.aeruginosa. Apesar de apresentar
atividade antimicrobiana contra estas cepas e ser descrito como um anti-séptico (Price,
1999), a cepa Gram positiva demonstrou resisténcia a este 6leo na agua.

Na aromaterapia, um procedimento comum, € o de diluir éleo essencial em dleo
vegetal, por exemplo, o de lavanda com semente de uva e adiciond-los a um banho
quente para relaxar (Morris, 2002). O 6leo essencial de lavanda apesar de ser um dos
6leos mais utilizados em banhos de imersdo para relaxamento e diminuicao de stress,
ndo apresentou resultados diferentes dos ensaios controles em trés situacdes, frente a
E.coli na &gua e frente a S.aureus na agua e em salina, além do que em 5 dos 6 ensaios 0
6leo essencial de lavanda demonstrou reducdo nas contagens bacterianas de forma mais
tardia quando comparado aos demais 6leos.

A presenca de P. aeruginosa em ofurd foi causa de prostatite e urosepses, sendo
sua aquisicdo em ofurd foi confirmada através de Pulsed-Field Gel Electrophoresis

(PFGE) sendo que a cepa encontrada no ofurd era a mesma detectada nos exames
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clinicos do paciente (Dulabon et al.,2009). Segundo os autores, a temperatura do banho
diminuiu os niveis de cloracdo da &gua ao longo do tempo, o que facilitou a
multiplicacdo de bactérias. Além disto, segundo Yu et al. (2007), a P. aeruginosa é
frequentemente descrita como causa de surtos de foliculite associada a uso de banheiras
de hidromassagem, piscinas e saunas. Desta forma, e por esta bactéria apresentar
caracteristicas que conferem maior resisténcia em ambientes imidos (Jawetz, 2005), seu
controle nestes ambientes e na 4gua é de grande importancia, pois pode causar infeccdes
nas vias urinarias, mucosas, otite externa entre outras patologias.

Obtivemos os melhores resultados para esta cepa, 0s cinco 6leos essenciais
testados foram efetivos tanto em salina quanto na agua, além disto apresentou maiores
reducgdes nas contagens de log UFC/mL em menor tempo.

Conforme relatado por Wilkinson e Cavanagh (2005) e frente aos resultados
obtidos, quando verificou-se a acdo antimicrobiana de 6leos essenciais em meio de
cultura sélido, a P. aeruginosa foi uma das bactérias que apresentou maior resisténcia
a alguns produtos naturais, enquanto o S. aureus demonstrou maior susceptibilidade a
uma maior variedade destes produtos. Neste sentido, verificamos no presente estudo a
ocorréncia de resultados contrarios quando testou-se esta sensibilidade em &gua e salina,
embora seja notorio que se trata de metodologias distintas para a realizacdo dos desafios
bacterianos frente aos 6leos essenciais.

Assim, considerando os objetivos do estudo em simular as condicGes reais de
banhos de imersdo em ofurd e banheiras, e considerando que existe reducdo também na
contagem bacteriana nos ensaios controles, os 6leos essenciais estimularam a redugéo
das contagens bacterianas e estes resultados sdo importantes uma vez que é freqiiente a
adicdo de 6leos essenciais na agua durante banhos de imersdo visando as propriedades
terapéuticas dos Oleos essenciais. Assim sendo, e pelo fato dos resultados terem
demonstrado a capacidade destes produtos naturais em reduzir de forma acentuada a
contagem bacteriana, a utilizacdo de 6leos essenciais podera ser considerado uma nova
alternativa para o controle e desinfec¢cdo destas bactérias na agua ou mesmo em outras

areas Umidas de uso nos procedimentos da aromaterapia.
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4. Conclusodes

Os 0Oleos essenciais testados apresentaram potencial antibacteriano para as trés
espécies testadas, tendo as Gram negativas demonstrado maior susceptibilidade aos
o0leos essenciais quando testados em agua e salina, do que a bactéria Gram positiva;

Verificou-se maior permanéncia da bactéria E. coli quando os ensaios foram
realizados com salina em vez de agua destilada.

O oleo essencial de Palmarosa demonstrou acdo antibacteriana tanto na agua
quanto na salina frente as trés cepas testadas.

Dentre as cepas testadas a P. aeruginosa foi a que apresentou maior
susceptibilidade aos 6leos esséncias tanto na &gua como na salina mesmo sendo uma

bactéria comum na agua e em locais Umidos.
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Resumo

A propriedade antimicrobiana de dleos essenciais in vitro tem sido investigada por
serem estes produtos naturais muito utilizados nas terapias naturais, especialmente na
aromaterapia, como em banhos de imersdo e massagens aromaticas, o que leva a um
contato direto destes produtos com a pele humana e consequentemente com a sua
microbiota. Assim sendo, objetivamos verificar a acdo antimicrobiana dos Oleos
essenciais de Cravo (Syzygium aromaticum), Geranio (Perlagonium graveolens),
Lavanda (Lavandula angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon martini) e Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) sobre a microbiota da pele humana. Os ensaios consistiram de
aplicacdes de preparados individuais dos 6leos essenciais em dleo de semente de uva na
concentracdo de 2% em areas do bragco e antebraco de 15 voluntérios, seguido de
obtencdo de amostras da microbiota destas areas utilizando placas contendo meios de
cultura (MacConkey Agar, Manitol Salt Agar e Plate Count Agar) pela metodologia de
contato (Rodac-Plate). De acordo com os resultados obtidos, verificamos que a
aplicacdo dos 0Oleos essenciais na concentracdo de 2% ndo foram capazes de reduzir as
contagens bacterianas pertencentes a microbiota da pele humana. Desta maneira, estes
resultados caracterizaram que 0 uso destes produtos vegetais segundo esta finalidade

ndo interferiu de forma significativa na microbiota da pele.

Palavras chaves: microbiota; pele; 6leos essenciais; antimicrobiana; aromaterapia
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Abstract

The antimicrobial property of essential oils in vitro has been investigated because they
are natural products widely used in natural therapies, especially in aromatherapy, for
example, during immersion baths and aromatherapy massage, which leads with a direct
contact between these products and the human skin, thus with the microflora. Therefore,
we verified the antimicrobial activity of essential oils of Clove (Syzygium aromaticum),
Geranium (Perlagonium graveolens), Lavender (Lavandula angustifolia), Palmarosa
(Cymbopogon martini) and Tea Tree (Melaleuca alternifolia) on the human skin
microflora. The tests consisted of applications of individual preparations of the essential
oils with grape seed oil at a concentration of 2% in areas of the arm and forearm of 15
volunteers, followed by obtaining samples of the flora of these areas using plates with
culture media (MacConkey Agar Mannitol Salt Agar and Plate Count Agar) by the
method of contact (Rodac-Plate). According to the results, we found that the application
of essential oils at a concentration of 2% were unable to reduce bacterial counts
belonging to the human skin microbiota. Thus, these results characterize the use of these
plant products according to this purpose does not interfere significantly in the
microflora of the skin.

Key words: microbiota; skin, essential oil, antimicrobial, aromatherapy
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Introducdo:

A sudorese, bem como alguns processos de higiene pessoal como a lavagem e o
banho, ndo sdo capazes de eliminar a microbiota residente da pele humana (Jawetz et al.
2005). Incontaveis microrganismos fazem parte da microbiota normal do corpo humano,
sendo em sua maioria bactérias, que mantém a pele saudavel. Por outro lado, os
desequilibrios nesta microbiota, como por exemplo a diminuigdo dos microrganismos
residentes (inofensivos) e aumento no numero de microrganismos transitorios
(contaminantes) pode levar a quadros patoldgicos (Stein e Picoli 2006).

Ao albergar o agente potencialmente infectante, 0 organismo pode comportar-se
de duas maneiras fundamentais, ou seja, de maneira sintomatica onde o contaminante é
revelado atraves de sinais e sintomas da moléstia clinicamente diagnosticaveis e outra
assintomatica, genericamente conhecido como portador, quando no momento do exame
ndo é percebida a sintomatologia, apesar de estar colonizado (Santos 2000, Gao et al.
2010).

A distincdo entre o que consideramos ser um agente inofensivo ou um
patogénico da microbiota reside na capacidade da pele em resistir a infec¢do e ndo
apenas nas propriedades inerentes ao microorganismo. A defesa cutanea ocorre através
da acdo combinada de uma variedade de sistemas complementares que incluem
barreiras fisicas, um ambiente hostil aos microrganismos, especialmente quanto ao pH
na superficie, e a sintese ativa de moléculas de defesa como por exemplo os peptideos
antimicrobianos, proteases, lisozimas, citocinas e quimiocinas que servem CcOmMo
ativadores da resposta celular e imune adaptativa. Os fatores de viruléncia expressos por
um microorganismo podem inibir a acdo do sistema de defesa do hospedeiro, mas em
Gltima andlise é a efetividade da soma destas respostas de acolhimento que determinam
Se um microorganismo € um organismo comensal ou um agente patogénico perigoso
para o individuo (Cogen et al. 2008).

A pele € a principal interface entre o hospedeiro e 0s microrganismos
ambientais, assim uma resposta imune a esses diversos microorganismos ambientais,
além de outros riscos possiveis, é fundamental para a sobrevivéncia dos seres Vvivos,
mas controlar a extensdo e a duracdo da resposta € igualmente importante para a saude.
Estudos recentes revelaram que bactérias comensais da pele desempenham um papel

importante no equilibrio da resposta do sistema imunoldgico, pois parece agir
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beneficiando o tecido que fornece um nicho para o seu crescimento. Portanto, é
importante reconhecer que comensais da pele participam de sua protecdo e fornecem
elementos essenciais que nos protegem de possiveis infeccbes e inflamagdes
descontroladas (Lai e Gallo 2010).

A microbiota residente na pele inclui bactérias, virus e muitos tipos de fungos
(Cogen et al. 2008). Na microbiota normal da pele hd um conjunto de organismos que
compdem a maior parte desta microbiota, mas diferentes taxas compreendem o
equilibrio da populacdo e diferem significativamente entre os individuos e entre as
épocas de amostragem; especificamente a microbiota encontrada no antebraco, pode
diferir substancialmente entre os individuos, apesar disso quatro géneros foram
significativamente mais frequentes, Propionibacteria, Corynebacteria, Staphylococcus
e Acinetobacter (Gao et al. 2007).

Estudos com biologia molecular utilizando marcadores moleculares baseado no
16S rRNA além de sondas género especificas para Propionibacteria, Corynebacteria,
Streptococcus, Staphylococcus e para Malassezia, reportaram que quatro géneros de
bactérias foram responsaveis por 31% a 59% do total de bactérias, sendo que estes
percentuais foram sempre maiores na axila e 0s mais baixos no antebraco. O género
Streptococcus foi o mais frequentemente verificado na testa e atras da orelha.
Corynebacterium spp. foi predominante na axila. Estes resultados fornecem a primeira
quantificacdo do local e as especificidades de acolhimento de grandes populagdes de
bactérias e fungos na pele (Gao et al. 2010).

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais, volateis e complexos caracterizados
por um forte odor sendo sintetizados por plantas aromaéticas durante o metabolismo
secundario (Bakkali et al. 2008).

Schimitt et al. (2010) mencionam que 0s Gleos essenciais sdo amplamente
utilizados associados com 0leos vegetais durante os procedimentos da aromaterapia,
como por exemplo massagens, e reportaram que ha maior permeabilidade dos
componentes através da pele humana quando utilizados no seu estado natural como 6leo
essencial bruto do que quando utilizados na forma de compostos isolados, sugerindo
uma interacdo cooperativa entre 0s componentes dos 6leos no que se diz respeito a sua
permeabilidade.

Aromaterapia € uma prética terapéutica que se utiliza de 6leos essenciais para a

promocdo e manutencdo da salde e ao que parece age através do sistema limbico,
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especialmente sobre a amigdala e o hipocampo (Cavanagh e Wilkinson 2002),
mostrando assim os seus efeitos sobre os estados emocionais e mentais nos individuos
(Cannard 2006).

Componentes de 6éleos essenciais podem entrar na corrente sanguinea, passar a
barreira hematoencefalica e chegar ao sistema nervoso central através de varias vias,
sendo alguns exemplos a inalacdo (Bagetta et al. 2010), a aplicacdo dérmica (Brooker et
al.1997), injecBes subcutdneas ou por vias intraperitoneais e administracdo oral
(Orafidiya et al. 2005).

A utilizacdo de 6leos essenciais na pele € um procedimento muito utilizado nas
terapias naturais como em massagens e banhos arométicos bem como 0s seus
componentes isolados sdo utilizados pela industria farmacéutica e alimenticia (Schimitt
et al. 2010). Diariamente estes compostos entram em contato com nossa pele e a
manutencdo de uma microbiota equilibrada permite que esta barreira natural permanega
isenta de infecgdes.

Além disto, a aromaterapia pode ser utilizada visando os efeitos
antimicrobianos, antivirais e antiinflamatérios dos derivados vegetais utilizados
(Bakkali et al. 2008), sendo que a as propriedades antimicrobianas dos éleos essenciais
sdo consideradas de grande interesse para as industrias alimenticias, farmacéuticas e
cosméticas desde que o uso de aditivos naturais ganhou importancia como tendéncia na
substituicdo de conservantes sintéticos artificiais (Okoh et al. 2010).

Jéger et al. (1992) relataram que o Oleo de lavanda pode ser utilizado em
inalagOes e banhos nos casos de tensdo nervosa, reumatismo e para diversas doengas da
pele como eczemas e dermatites.  Este Oleo essencial é utilizado também na
aromaterapia como relaxante geral, bem como conhecido por suas propriedades
carminativas e um sedativo natural utilizado via inalatéria (Lis-Balchin e Hart 1999) e
quando utilizado em banho quente demonstrou potencial terapéutico na melhora do
humor, diminuindo tensdes e o pessimismo em relagéo ao futuro (Morris 2002).

Um Unico 6leo pode ser utilizado em variadas modalidades para diferentes
finalidades como é o caso do geranio, que conforme relatado por Jalali-Heravi et al.
(2006) tem sido utilizado para tratamento de problemas da pele, respiratérios e
hormonais.

A absorcdo percuténea do oleo essencial de lavanda foi verificada em ensaios

com seres humanos atraves de massagem (aplicacdo na pele) a partir de preparados a
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base de 6leo vegetal de amendoim acrescido de 2% do 6leo essencial de lavanda (Jager
et al. 1992). Relatam os autores que apds cinco minutos da massagem, tracos de linalol
e de linalil acetato, que sdo os componentes majoritarios do 6leo de lavanda, puderam
ser detectados no sangue, sendo que apds vinte minutos foram percebidas as
concentragfes maximas destes constituintes no plasma, ou seja, 100 ng/ml de linalil
acetato e 121 ng/ml de linalol. Verificou-se também que ap0s noventa minutos de
experimentacdo, a maioria dos constituintes do 6leo de lavanda havia sido eliminada da
corrente sanguinea. Concluiram os autores que os efeitos sedativos e relaxantes do 6leo
essencial de lavanda ap6s uma massagem podem ocorrer por dois diferentes meios de
incorporacdo, sendo tanto pela inalacdo das moléculas aromaticas como também pela
penetracdo através da pele (Jager et al. 1992).

O uso de bleos essenciais em dermatologia estd se desenvolvendo rapidamente
em todo o mundo e o potencial da aromaterapia nesta area reside na capacidade da
maioria dos 6leos essenciais apresentarem propriedades anti-infecciosas devido aos
compostos alcodlicos dos 0Oleos, pois € o nivel e o equilibrio entre 0s componentes de
cada Oleo que ajuda a determinar a extensdo das suas propriedades terapéuticas
individuais; a aromaterapia ndo é capaz somente de oferecer auxilio aos sintomas
fisicos, mas também com a melhora da qualidade de vida, auto-estima e bem-estar geral
para os portadores de afec¢fes cutaneas crénicas (Stevensen 1998).

Desta forma estudar a acdo dos Oleos essenciais sobre a microbiota da pele
humana pode proporcionar respaldo cientifico e maior seguranca para 0S que 0S
utilizam. Com isto, objetivamos verificar a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais de
Cravo (Syzygium aromaticum), Geranio (Perlagonium graveolens), Lavanda
(Lavandula angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon martini) e Tea Tree (Melaleuca
alternifolia) sobre a contagem de bactérias pertencentes a microbiota da pele humana

através da contagem total, bactérias Gram negativas e Staphylococcus sp.
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Materiais e Métodos

Oleos Essenciais

Os o0leos essenciais foram selecionados para este estudo em funcéo da utilizacao
nas varias terapias naturais bem com pela disponibilidade dos mesmos na forma
comercializada por empresas do setor. Desta forma, foram obtidas amostras dos 6leos
essenciais de Cravo (Syzygium aromaticum), Geranio (Perlagonium graveolens),
Lavanda (Lavandula angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon martini) e Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) diretamente da empresa By Samia Aromaterapia (S&o Paulo-
SP, Brasil) em frascos de vidro ambar com capacidade para 10 mL na forma
comercializada pela referida empresa e mantidos em temperatura ambiente. Segundo
informagdes da empresa, os 6leos foram produzidos com uso da metodologia do arraste
pelo vapor na origem. Para cada dleo estudado foram determinados os valores de
densidade, adaptada metodologia de Fonseca e Librand (2008), em tubos tipo
ependorfs, sendo estes pesados (P;) em balanca analitica e depois foi adicionado 1 mL
(V) do 6leo sendo pesado novamente (P,). A densidade (D) foi calculada utilizando
férmula abaixo.

PP Mg
\Y mL

Andlise dos 6leos essenciais

A anélise quimica foi realizada no Departamento de Quimica e Bioguimica no
campus da UNESP-Botucatu-SP, através de espectrdbmetro de massas acoplado a
cromatdgrafo gasoso (GCMS), da marca SHIMAZU, modelo QP5050A, utilizando
coluna capilar, CBP-5, de 50m de comprimento, com diametro interno de 0,25mm e
0,25um de espessura do filme. A temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatura da
interface de 250°C, detector operado em modo EIl a 70eV e utilizou-se He como gas de

arraste.
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Ensaios para verificacdo de efeitos dos dleos essenciais sobre microbiota da pele de

humanos

Para verificacdo dos efeitos antimicrobianos dos dleos sobre a microbiota da
pele foram realizados ensaios com participacdo de 15 voluntarios, de ambos 0s sexos,
que assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1) sobre a pesquisa e
foram informados sobre a mesma de acordo com exigéncia do Comité de Etica na
Pesquisa da FMB, UNESP, Botucatu, processo nimero 3163-2009.

Os procedimentos foram agendados previamente com os voluntarios e no
momento das coletas foram delimitadas areas de aproximadamente 16 cm? de pele em
regides do braco e antebraco dos voluntarios. Nestas areas foram realizadas coletas
inicialmente para controle normal da microbiota, ou seja, sem aplicacdo de qualquer
produto, e nas demais areas foram feitas coletas tendo sido aplicado previamente tanto o
diluente dos 6leos essenciais, no caso o dleo vegetal de semente de uva, obtido junto a
empresa By Samia Aromaterapia (Sdo Paulo-SP, Brasil), como também este mesmo
6leo contendo isoladamente o0s respectivos Oleos na concentragdo de 2%. Para
aplicacdo, tanto do 6leo vegetal como as misturas 6leo vegetal e dleos essenciais, foram
utilizadas alcas calibradas descartaveis e estéreis de 10puL. Apds o tempo de 10 minutos
para contato entre os produtos aplicados a pele e microbiota residente, a coleta das
bactérias da pele foi realizada com o uso de placas de contato ou Rodac-Plate (Replicate
Organisms Direct Agar Plates - RODAC) que segundo Andrade et al.(2000) tém sido
recomendadas em estudos para quantificar a contamina¢do microbiana de superficies,
como chéo, parede, mesa, cama e pele humana. O método de aplicacdo & simples,
rapido e ideal para mensurar a contaminacao de grandes areas onde muitas amostras sao
necessarias para validacdo estatistica (Hall e Harnett 1964). Foram utilizados tanto para
0s ensaios controles como tratamentos, placas contendo meio de MacConkey Agar (para
bactérias Gram negativas), Manitol Salt Agar (para Staphylococcus sp) e Plate Count
Agar (meio n3o seletivo para contagem total), visando separagio por grupos os
membros da microbiota da pele. As placas de contato foram pressionadas sobre a pele
por um periodo de 15 segundos na area escolhida para coleta.

Todas as coletas foram realizadas em laboratério preparado para tal finalidade
no Departamento de Microbiologia e Imunologia do IBB/UNESP- Botucatu-SP. Apds

coletas, as placas foram incubadas em estufa a 35°C/24 horas, sendo que apds este
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periodo de incubacdo foram realizadas contagens das col6nias, utilizando o contador de
colbnias, marca Phoenix, modelo CP-600, para obtencdo dos valores de UFC/cm?
(Unidades Formadoras de Colbnias). Com a finalidade de verificar a esterilidade do
6leo de semente de uva, foram feitas semeaduras de amostras deste 6leo a partir do
frasco-embalagem fornecido pela empresa By Samia Aromaterapia em placas contendo
0s meios de cultura Plate Count Agar (PCA) e Agar Sangue e incubadas a 35°C/24
horas. Apoés este periodo foram realizadas leituras para visualizacdo de formacdo de

colodnias.

Analise estatistica

Utilizamos o teste de Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

para confrontar os tratamentos com os 6leos essenciais e controle para cada voluntério.

Resultados e Discussao

Considerando a presenga de microbiota natural na pele humana e sendo os 6leos
essenciais produtos terapéuticos utilizados na aromaterapia e em procedimentos
combinados com a massoterapia, serdo apresentados a seguir os resultados obtidos com
a utilizacdo de preparado a base de 6leo vegetal de semente de uva adicionado de 2% de
cada um dos 0leos essenciais testados.

Inimeros estudos mostraram que a composi¢do quimica dos 6leos essenciais sao
passiveis de variagfes em funcdo de caracteristicas climaticas distintas bem como
condicbes de coleta das plantas e método de extracdo (Gobbo Neto e Lopes 2008).
Assim, a analise quimica e a densidade estdo apresentadas na Tabela 1. Verifica-se que
0 6leo de cravo da india foi o que apresentou maior densidade, ao redor de 1mg/ml, o
que corresponde ao valor verificado por Santos (2010). Tal valor é esperado,
considerando que este 6leo quando obtido por destilagdo pelo arraste com vapor d’ dgua
acumula-se no fundo do frasco para separacdo do 6leo e o hidrolato. Embora ndo tenha
sido possivel medir a produtividade do 6leo essencial a partir da matéria prima do cravo
da india, Rodrigues et al. (2009), relatam que foi possivel uma produtividade ao redor
de 0,5 %, enquanto Guan et al. (2007) relataram a produtividade ao redor de 10% pela

metodologia da destilagdo pelo arraste com vapor d’ agua.
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Tabela 1. Densidade e Componentes quimicos dos 6leos essenciais segundo metodologia de

GC-MS.

Oleo essencial

Nome
Popular

Densidade
(mg/mL)

Nome dos Compostos (%)

Syzygium aromaticum

Melaleuca alternifolia

Cymbopogon martini

Lavandula angustifolia

Pelargonium graveolens

Cravo

Tea Tree

Palmarosa

Lavanda

Geréanio

988

858

874

853

848

eugenol (83,63); ceta-
cariofileno (12,39); alfa-
humuleno (3,05); eugenol
acetato (0,93)

1-terpinen-4-ol (53,40); p-
cimeno (8,09); gama-terpineno
(5,34); 1,8 cineol (3,18); alfa-
pineno (1,40); terpinoleno
(1,05); limoneno (0,70)

geraniol (57,49); acetato de
geranila (13,56); linalol (1,71);
beta-cariofileno (1,07); ocimeno
0,27)

1,8 cineol (45,97); p-cimeno
(4,19); 1-terpinen-4-ol (2,30);
alfa-pineno (1,48); limoneno
(1,46); gama-terpineno (1,17);
terpinoleno (1,04)

citronelol (31,58); geraniol
(25,47); fermiato de citronelita
(12,74); fermiato de geranila
(6,71); linalol (6,33);
isomenthone (4,35); rose oxide
(0,89); acetato de citronelita
(0,48)

As contagens obtidas para unidades formadoras de col6nia (UFC) para amostras

coletadas da pele dos voluntérios estdo apresentadas na Tabela 2 através de UFC/cm?2 de

pele frente aos tratamentos com os Gleos essenciais, controle da microbiota sem

tratamento e controle do 6leo vegetal.
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Tabela 2. Valores de UFC/cm? para contagem bacteriana da microbiota da pele de brago e
antebrago apds aplicagdo de misturas de cada 6leo essencial com o 6leo de semente de uva e

controles sem aplicagdo dos produtos vegetais e com aplicagdo do 6leo de semente de uva.

£ g g €% 53 §§ %:é g5 &%
= °© 538 9% g5 5 Jd§5 =37
1 PCA 11 56 36 18 21 21 7
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 13 11 6 3 3 3 2
2 PCA 50 56 60 80 69 50 30
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 2 6 6 17 60 20 1
3 PCA 15 30 11 11 4 21 10
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 47 10 14 11 4 3 10
4 PCA 1 3 3 3 2 3 2
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 1 1 0 3 1 1 1
5 PCA 2 2 1 8 12 1 1
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 1 0 0 7 6 3 3
6 PCA 3 5 4 5 16 2 11
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 3 0 0 1 0 0 0
7 PCA 1 1 0 0 1 1 1
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 0 0 0 0 1 0 0
8 PCA 3 4 1 2 2 3 3
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 2 1 1 2 4 1 1
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- 3 g < 55, =5 = %Ié e i
S ) °© 58 95 5> 5 J§5 =%
9 PCA 4 3 1 1 2 0 4
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0
MANITOL 2 0 1 1 1 2
10 PCA 1 1 2 0 3 2 2
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 1 1 4 1 2 0 1
11 PCA 1 2 2 2 6 3 3
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 1 1 2 4 1 3 3
12 PCA 2 1 1 1 3 3 3
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 1 1 1 0 0 0 0
13 PCA 2 2 1 1 1 1 1
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 2 1 1 1 1 1 1
14 PCA 1 1 3 2 2 1 2
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 1 1 3 2 1 1 2
15 PCA 1 1 0 1 1 1 1
MACCONKEY 0 0 0 0 0 0 0
MANITOL 1 0 1 0 1 0 1

Apesar dos relatos sobre a acdo efetiva antimicrobiana dos 0Oleos essenciais
utilizados neste estudo (Hammer et al. 1996) e de compostos isolados destes 6leos (Qiu
et al. 2010), ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e os controles para

p<0,05 para cada voluntério nestes experimentos. O valor méximo encontrado nas
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contagens totais em PCA foi de 80 UFC/cmz2, enquanto que para todos os voluntarios
ndo foram verificadas contagens nas placas de MacConkey, cujo objetivo era quantificar
a populagdo de bactérias Gram negativas. Nas placas contendo Manitol &gar as
contagens variaram entre 0 e 60 UFC/cmz2.

Percebe-se que, especialmente para os 3 primeiros voluntarios, houve um
aumento, embora néo significativo, para as contagens obtidas nos ensaios controles da
microbiota sem aplicacdo dos produtos vegetais e com aplicacdo do 6leo vegetal de
semente de uva. Desta forma, é possivel mencionar a possibilidade, que por ter sido
obtido amostras em areas diferentes na pele do braco de cada voluntério, tal variacdo
pode ter ocorrido de forma arbitréria, sendo esta uma variacdo normal na contagem.
Gao et al. (2007) afirma que a contagem bacteriana entre individuos diferem se
substancialmente. Tal afirmacdo pode ser reforcada pelo fato que ndo foram verificadas
formacdo de coldnias quando foram feitas semeaduras com amostra do 6leo de uva em
placas de Plate Count Agar (PCA) e Agar Sangue e incubacio a 35°C/24 horas visando
verificar a esterilidade deste oleo.

Embora sejam poucos os relatos de pesquisas clinicas sobre o efeitos de dleos
essenciais e sua utilizacdo na aromaterapia, a maioria dos ensaios clinicos controlados
de 6leos essenciais investigou os efeitos antimicrobianos da Melaleuca alternifolia (tea
tree) em preparacGes de Oleo aplicados topicamente em condi¢des patologicas como a
acne (Barnes 2003). Assim sendo, sdo importantes os estudos para verificacdo da acao
destes produtos naturais na microbiota de uma pele saudavel ou assintomaética.

Segundo Hammer et al. (1996) existe um potencial para o 6leo essencial de tea
tree ser utilizado em desinfeccdo higiénica uma vez que atualmente é incorporado em
um grande namero de produtos hidratantes revelando um outro beneficio dos produtos
naturais. Além disto, a capacidade deste 6leo para penetrar nas camadas externas da
pele pode aumentar a sua atividade antimicrobiana sobre a microbiota transitoria por
meio de um efeito residual que néo foi observado neste estudo.

Observamos que a pele dos voluntarios apresentava uma aparéncia saudavel,
sem feridas, inflamacdes ou infeccBes aparentes. Hammer et al.(1996) sugerem que o
6leo essencial de tea tree pode ser util na remogdo da microbiota transitéria da pele
enquanto a residente é mantida. Assim, esta informacdo pode esclarecer em partes a

auséncia de significancia entre os resultados obtidos com controle e tratamentos com 0s
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Oleos essenciais utilizados, pois as amostras poderiam conter apenas cepas da
microbiota residente.

As complexas interacGes entre microrganismos que existem na superficie da pele
humana mostram que a microbiota tem um papel benéfico, muito parecido com o da
microflora intestinal. Um excesso de antibidticos pode perturbar o delicado equilibrio
da microbiota cutanea deixando a pele susceptivel a patdgenos anteriormente mantidos
na microbiota residente para protecdo imunoldgica do hospedeiro (Cogen et al. 2008).

Os resultados demonstram que apesar dos 6leos essenciais apresentarem acao
antimicrobiana, a aplicacdo destes produtos naturais diluidos em 6leos vegetais da
maneira como é utilizado em procedimentos da aromaterapia parece ndo interferir na
integridade da microbiota residente da pele, sendo este fato importante para a seguranca
do uso de Gleos essenciais sobre a pele com manutencgdo da sua protecao natural.

Desta maneira, consideramos que este estudo tem um carater preliminar e ha
necessidade do aprofundamento quanto ao nimero de voluntarios, bem como 0s meios
de culturas utilizados e forma de aplicacdo dos derivados vegetais sobre a pele dos
voluntarios. Foi possivel concluir que a aplicacdo destes derivados vegetais nédo
mostrou o potencial antimicrobiano sobre a microbiota da pele dos voluntarios ou
mesmo que o veiculo diluente para os 6leos essenciais protegeu a microbiota contra a
acao inibidora dos O6leos essenciais. Além disso, observamos que a microbiota,
possivelmente a residente e saudavel, foi mantida com o uso dos Gleos essenciais na

forma utilizada nestes experimentos.
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Apéndice 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Voluntario:

Convidamos o voluntdrio(a) Sr.(a) Jportador

do RG a participar da pesquisa do projeto de mestrado
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na dgua e sobre a microbiota da pele humana, uma vez que este tem
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vezes ao Departamento de Microbiologia do Instituto de Biociéncias da
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superficie da pele, antes e apds aplicacdo de creme com cinco
diferentes Oleos essenciais, que sdo produtos naturais de plantas
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oferecidas folhas de papel descartdvel, caso queira retirar o excesso de
creme da pele e local para higienizacdo das maos com
sabonete.Importante informar que o procedimento ndo oferece risco &

saude.E garantido sigilo e privacidade.
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Abstract
Essential oils are mixtures of active compounds from the secondary metabolism of
plants and consisting especially of terpenes, which are compounds with numerous
biological properties. They are widely used in industry and also in procedures in
aromatherapy. Aromatherapy is a natural therapy that uses the therapeutic properties of
essential oils for human health. Inhalation, immersion baths and massages are the main
procedures. In the bath, microorganisms can survive which may have a negative impact
on the health of people. We aimed to analyse the antimicrobial activity of essential oils
diluted in water and saline in order to reduce the count of Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa when the essential oils of Clove
(Syzygium aromaticum), Geranium (Pelargonium graveolens), Lavender (Lavandula
angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon martini) and Tea Tree (Melaleuca alternifolia)
were added. We performed control assays without essential oils and treatment assays
with 0.5% v/v of each of the oils. The bacterial count method was performed by plating,
which demonstrated an initial count around of 10° CFU/mL. According to the results of
both tests using water and saline, we observed that the sensitivity of bacterial strains to
essential oils were similar but significantly different when compared to control assays.
The essential oils showed antimicrobial activity against all three bacteria, and the Gram
negative strains were more susceptible than the Gram positive bacteria. This study
established the possibility of microbial control in water immersion baths when essential

oils are added, which is a positive aspect for this aromatherapy procedure.

Keywords: essential oils, water, antimicrobial activity, aromatherapy.
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1. Introduction

Living organisms produce thousands of different organic compounds of low
molecular weight, many of which have no apparent function in basic processes like
growth and development and therefore have historically been designated as natural
products or secondary metabolites. The importance of natural products in medicine,
agriculture and industry has stimulated studies on the biosynthesis and biological
activities of these substances (Gershenzon and Dudareva, 2007).

Essential oils are volatile and complex natural compounds characterised by a
strong odour and are synthesised by aromatic plants during secondary metabolism. They
are usually extracted from plants from climates like the Mediterranean and the tropics,
where they are considered an important part of the traditional pharmacopeia (Bakkali et
al., 2008).

After the recent discovery and elucidation of hundreds components of essential
oils, the complexity and the enormous diversity that exists in this group of natural
products was understood. These compounds usually consist of mono (C,,) and
sesquiterpenes (C,5), phenylpropenes and other volatile components (Franz, 2010). The
terpenes are substances found in plants and animals, and have been described as having
considerable diversity of biological properties (Paduch et al., 2007). The monoterpenes
are important constituents of essential oils, are highly volatile and, consequently, are
easily carried away by water vapour free of other components, so they are often used for
their strong organoleptic properties (Bandoni and Czepak, 2008).

Considering that the terpenes are the largest class of natural products, these
compounds play a variety of roles in antagonistic interactions and beneficial interactions
between organisms and the environment. They protect plants, animals and
microorganisms against predators, pathogens and competitors, and are involved in
transmitting messages for the presence of food, mates and enemies. Despite the
diversity of known terpenes, it is striking how phylogenetically distant organisms have
used similar structures (Gershenzon and Dudareva, 2007)

Essential oils have different biological properties, such as larvicidal (Rajkumar
et al., 2010), antioxidant (Wannes et al., 2010), analgesic and anti-inflammatory
(Mendes et al., 2010), fungicidal (Carmo et al., 2008), antitumour (Smith, 2008) and
antimicrobial (Bakkali et al., 2008, Barbosa et al.,, 2009) activities. As for the
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antimicrobial properties of essential oils, they have effects on fungi and bacteria. Gram-
positive bacteria are usually more susceptible than Gram negative bacteria and require
lower concentrations to achieve the minimum inhibitory concentration (MIC) which
inhibits the growth of these organisms (Hammer, 1999).

There are frequent reports on the mechanisms of the antimicrobial action of
these oils, and some cases have been partly elucidated. For example, tea tree essential
oil (Melaleuca alternifolia) causes lysis and loss of membrane integrity due to the
output ions and inhibition of cell respiration (Carson et al., 2006).

In general, antimicrobial activity is considered to be of great interest to the food,
pharmaceutical and cosmetic industries since the use of natural additives has gained
importance as a trend in the replacement of artificial synthetic preservatives (Okoh et
al., 2010). Most essential oil production is used by the pharmaceutical, food and
cosmetics industries and a small part of production is used in aromatherapy (Price,
1999). This increased application and the consequent increase in demand for natural
product worldwide is the result of problems that have been attributed to many synthetic
products on human health and the environment (Bandoni and Czepak, 2008).

There has been a significant increase in interest for natural therapies in recent
decades (Silveira et al., 2008). These therapies have expanded globally and increased in
popularity in developed countries and also where conventional medicine is predominant
in the public health system (WHO, 2000).

In aromatherapy procedures, essential oils are used to promote and maintain
health and appear to act through the limbic system, especially the amygdala and
hippocampus (Cavanagh and Wilkinson, 2002). Thus, aromatherapy can be used not
only because of the antimicrobial, antiviral and anti-inflammatory effects of essential
oils (Bakkali et al., 2008) but also due to its effects on the mental and emotional states
of individuals (Cannard, 2006).

Inhalation, dermal application and bathing are the main methods of application
so that the essential oil is absorbed by the body during procedures in aromatherapy. To
relieve stress and anxiety, lavender is one of the most widely used essential oils in bath
water. The preparation of this therapy is performed using small amounts of the essential

oil, such as eight drops of oil into a bathtub (Price, 1999).
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Moreover, tubs and hot tub have been mentioned as potential locales for the
acquisition of Pseudomonas aeruginosa, resulting in several diseases such as urosepsis
and folliculitis (Dulabon et al., 2009; Yu et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa is a bacterium which is widely distributed in soil and
water and produces water-soluble pigments. It is a hospital pathogen that develops in
humid areas such as sinks, bathtubs and showers, with the best growth temperature
between 37°C and 42°C. Resistant bacteria should not be treated with monotherapy
(Jawetz et al., 2005).

According to the Surveillance Agency (ANVISA, 2010), the presence of E. coli
or faecal (stool) or thermotolerant coliforms, enterococci, P. aeruginosa and/or sulphite
reducing clostridia cannot be detected in mineral water in excess of 2 CFU/mL. S.
aureus is one of the main agents responsible for infections (Carvalho et al., 2009), is
often found in the skin (Jawetz et al., 2005) and therefore is capable of contaminating
water and food through handling.

Therefore, we analysed the antimicrobial activity of essential oils diluted in water to
obtain information for the control and disinfection in this medium and in humid places
like baths and hot tubs, as well as to elucidate the antimicrobial property of essential
oils in water. As this may help with studies for the creation of new therapeutic
modalities and provide a best practice in aromatherapy, so we aimed to verify the
antimicrobial action of essential oils of Clove (Syzygium aromaticum), Geranium
(Pelargonium  graveolens), Lavender (Lavandula angustifolia), Palmarosa
(Cymbopogon martini) and Tea Tree (Melaleuca alternifolia) on standard ATCC strains
of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa by contact
when placed in an immersion bath. We aimed to determine the minimum inhibitory
concentration 90% (MIC 90%) of the five essential oils on the different bacterial strains
species under study and to compare the survival profile of these bacteria when subjected

to the action of essential oils in a medium of distilled water and saline.
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3. Material and methods

3.1 Essential Oils

The essential oils were selected for this study based on their use in various
natural therapies and with the availability of such as marketed by companies. Thus,
samples of the essential oils of Clove (Syzygium aromaticum), Geranium (Pelargonium
graveolens), Lavender (Lavandula angustifolia), Palmarosa (Cymbopogon martini) and
Tea Tree (Melaleuca alternifolia) were obtained directly from the company By Samia
Aromatherapy (Séo Paulo, SP, Brazil) in glass bottles with a capacity of 10 mL and kept
at room temperature. These oils were produced using a methodology of drag by steam
rise, and density values from each studied oil were performed using methodology
recommended by Fonseca and Librandi (2008) in Eppendorf tubes which were weighed
(P1) on an analytical balance and then weighed again (P2) after the addition of 1 mL

(V) of oil. The density (D) was calculated using the formula below.

P, =P _mg

\Y mL

6.2. Susceptibility assays by the agar dilution method and determination

of minimal inhibitory concentration (MIC)

6.2.1. Bacterial strains

Nine strains of Escherichia coli, 10 Staphylococcus aureus and 10
Pseudomonas aeruginosa were all isolated from human specimens and one standard
bacterial strain from the American Type Culture Collection (ATCC) of each species
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) were used. These strains were kept at -80°C
at the Department of Microbiology and Immunology, Biosciences Institute of UNESP,
Botucatu-SP. The project was authorised by the experimentation ethics committee of
the Faculty of Medicine of Botucatu/UNESP (CEP protocol number 3163-2009) for the
use of strains isolated from human clinical cases which received assent on May 4, 20009.



94

Prior to use, the strains were plated on blood agar to check viability and purity,
and were maintained on nutrient agar for use in various study stages. During the
experiments, the strains were inoculated in Brain Heart Infusion (BHI) and incubated at
35°C for 18-24 hours. Cultures from these suspensions were prepared in sterile saline
(0.85%) using scale 0.5 of MacFarland to obtain a bacterial concentration about 1.5 x
108 CFU/mL.

6.2.2. Antimicrobial activity of essential oils by the agar dilution

method and Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

Susceptibility tests for determining the MIC of essential oils were carried out
following the method of agar dilution method (CLSI, 2005). Essential oils were diluted
in Mueller Hinton Agar (MHA) after seeding strains and incubation continued until
reading the MIC for each bacterial strain tested. The MHA was supplemented with
Tween 80 at 0.5% and kept at about 45°C. The essential oils were diluted in MHA plus
Tween 80 in Petri dishes and equivalent concentrations of 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.8,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5 and 3.0% v/v were established. The inoculation of 32 strains was
performed from cultures in BHI (37°C/18-24 hours) for each strain with the use of a
Sterr multi-inoculator using suspensions standardised at 0.5 MacFarland in sterile saline
and a bacterial concentration of 10° to 10° colony forming units/mL (CFU/mL) was
achieved. After seeding, the bacteria were incubated at 35°C for 18-24 hours, followed
by a check for bacterial growth and recording of the MIC values for each strain. After
collecting the results, we performed the transformation of values in % v/v to mg/mL
using the density values of each oil and a calculation of the respective MIC 90% of the
tested bacterial strains.

6.3. Antimicrobial activity of essential oils carried out in water and

saline

6.3.1. Bacterial strains

ATCC standard bacterial strains were used (Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
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During the experiments, the strains were inoculated in Brain Heart Infusion (BHI) and
incubated at 35°C for 18-24 hours. Standardised (0.5 MacFarland scale) suspensions
were from overnight cultures prepared in sterile saline (0.85%).

6.3.2. Time-kill curve assays of essential oils against bacterial

strains

Tests were conducted using concentrations close to the values suggested in hot
aromatic baths with concentrations below 1% v/v. We performed two types of tests,
aiming to simulate a bath (like a hot tub), where the bacteria were placed in contact with
the respective essential oils in water and saline (0.85%) and sterile aliquots of these
suspensions were plated with culture medium for viable cell counts. Erlenmeyer flasks
were prepared containing 40 mL volumes of distilled water or saline, both sterile and
plus 0.5% Tween 80, and the oils were added to obtain a concentration of 0.5% v/v for
each oil studied (clove, geranium, lavender, palmarosa and tea tree). At time zero, each
bottle received 25ul. of the bacterial suspensions previously standardised to obtain
bacterial concentrations of about 10° and 10° CFU/mL in each bottle treatment. Bottles
were prepared for control bacterial strains without the addition of essential oils and all
tests were conducted in duplicate. The control and treatment bottles were kept in a water
bath at 37°C, and 10uL aliquots of each vial were sown onto Mueller Hinton Agar
(MHA) Petri dishes using sterile disposable calibrated loops 10ul at 0, 10, 20 and 30
minutes, 1, 2, 4, 8 and 24 hours (0.15, 0.3, 0.5, 1, 2, 4, 8 and 24 h), and incubation at
35°C for 24 hours. The colony counts were performed using a colony counter (Phoenix,
model CP-600) and the log CFU/mL were found for control and treatment assays. This
procedure was an adaptation of the technique used for performing urine cultures,
according to the standards outlined by the National Health Surveillance Agency
(ANVISA, 2010.

6.4. Chemical analysis of essential oils: gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS)

These analyses were performed at the Department of Chemistry and

Biochemistry at the campus of UNESP-Botucatu-SP, using mass spectrometry coupled
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to a gas chromatograph (GCMS) (Shimadzu, model QP5050A), using a capillary
column (CBP-5, 50 m long, with an intermodal diameter of 0.25 mm and a 0.25 mm
thick film). The injector temperature was 250°C, the interface temperature was 250°C
and the detector operated in EI mode at 70eV with He used as the carrier gas.

6.5. Statistical analysis

For sensitivity testing, three or more independent treatments were tested using
the nonparametric Kruskal-Wallis test. If the analysis was significant (p < 0.001), the
Student-Newman-Keuls test was applied for multiple comparisons between treatments.
For susceptibility testing in water and saline, ANOVA was used with the Tukey post
hoc test. If p>0.05, there was no significant difference between groups. We used the
SAS statistical software version 9.0, licensed by UNESP, 20009.

7. Results and Discussion

The values of MIC 90% by the agar dilution method are presented in Table 1.
The maximum value tested was 3% v/v, and although it was transformed to mg/mL
using the density of essential oils, it appeared that some oils and bacteria to the MIC
values were higher than the highest concentration tested.

According to the results, P. aeruginosa was resistant to the five essential oils,
except that the clove oil had significant activity against this strain. As for S. aureus, it
appeared that all the essential oils were effective, while for E. coli, four essential oils
were active except for the lavender oil. When it was possible to calculate the MIC 90%,
it appeared that they did not exceed 1% v/v.

For the tests to check the sensitivity of bacterial strains in liquid medium, i.e.
distilled water and saline solution, the assays were performed aiming to compare the
results by excluding the effects of medium osmolarity, i.e. providing bacteria an
isotonic medium in the case of saline.

The profiles of variation in the number of viable bacteria (log CFU/mL) are
presented in Figures 1-6. Overall, there was a marked reduction in the values of log

CFU/mL for all treatments and the most significant decreases were noted for the
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respective controls over 24 hours of experimentation. It was considered that when the
colonies were not seen on the surface of the plates, this meant that the bacteria were
undetected by the methodology used. In relation to P. aeruginosa and the experiment
with water (Figure 1), there was a significant difference in the results between the
control and treatment trials, but no difference when compared with the other oils tested.
Moreover, in the control test, the number of viable cells of P. aeruginosa was
maintained until 4 hours after the start of the experiment, while for the treatment tests,
there were no more visible colonies at 0.15 h (10 minutes) of testing.

Compared to control with the bacterium E. coli in water, the result differed from
treatments with oils of palmarosa, geranium and tea tree oil, which were equally
effective when compared with each other (Figure 2). No viable cells were detected at
0.15 h (10 minutes) in these treatments. Moreover, the results with the treatments with
oils of clove and lavender were not significantly different from control.

For S. aureus, only the results obtained for the essential oils of palmarosa and
clove were statistically different from those in the control experiment in water (Figure
3). Viable cell counts remained after 4 hours of testing in the other tests while
palmarosa and clove oils maintained a bacterial count only until the 0.15 h (10 minutes).
In the experiments with tea tree, lavender and geranium treatments, cells remained
viable for over 0.5 h.

In tests using sterile saline (0.85%) (Figures 4 to 6) and subsequently infected
with the respective bacteria, there was a profile similar to those obtained in experiments
using sterile distilled water. The aim of using saline, although not a practice in the case
of immersion baths, was to provide greater survivability of the bacteria by placing the
cultures in an isotonic medium.

In relation to P. aeruginosa (Figure 4) in the control test with saline, it appeared
that there was a viable bacteria count over a longer period of experimentation when
compared to tests with water, confirmed by the presence of bacteria at 8 hours, while
bacteria were not detectable after 24 hours of experimentation. Moreover, the essential
oils reduced the counts to undetectable levels after 0.15 h, in addition to the inhibitory
efficiency of essential oils which was almost the same as what was found in the tests
with distilled water.

As for E. coli tests in saline (Figure 5), a significant difference was found

between control and the five essential oils, while the essential oil of palmarosa differed
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only from the lavender oil when compared with each other, as seen in the profiles of
reduction in bacterial count for both essential oils. In this particular case of comparing
results from individual oils, the testing of E. coli in saline was the only case in which
there was no reduction in the total count of control in the 24 hour time period of
experimentation, although an approximate 3 log reduction occurred.

Figure 6 shows the values obtained for the reduction of S. aureus for tests in
saline. There was evidence that treatment with essential oils of clove, tea tree and
palmarosa resulted in reduction profiles that that differed from control, while the others
(lavender and geranium) were not statistically different to control results. In general, we
saw that all essential oils showed a trend in declining the bacterial count to undetectable
levels. This profile was different from the two other bacteria which occurred within 2
hours of contact between bacteria and the essential oils.

Thus, comparing the essential oils together, we observed that the essential oil of
palmarosa was the only one to show statistically different results compared to all
controls in the face of three different bacterial strains, thus showing a greater potential
to decrease the count of these bacteria in water over time. According the chemical
analysis of the essential oils (Table 2), the palmarosa essential oil has geraniol as the
major compound. Geraniol is a commercially important terpene that occurs in the
essential oils of many herbs. It is an important molecule as a flavouring and in the
fragrance industry, and is a common ingredient in consumer products produced by these
industries. Because of its pleasant scent, and since geraniol is known to have
insecticidal properties, many repellents use geraniol as a natural control agent against
pests exhibiting low toxicity. Geraniol has been suggested to represent a new class of
cancer chemopreventative agents. Other biological activities, such as antibiotic, anti-
oxidant, anti-inflammatory properties and some vascular effects have also been
investigated (Chen and Viljoen, 2010). Due to these properties, this compound which is
found at a high percentage in the essential oil of palmarosa has provided the best results.

Houghton et al. (2007) reported that the analysis of chemical constituents of
essential oils cannot confirm that the major component is responsible for the biological
activity in a study. Thus, the effect can be attributed to a constituent in a smaller
proportion or a synergy between compounds in the oil.

Despite this, there are studies with isolated components of essential oils. Qiu et

al. (2010) reported that eugenol, a component of plant essential oils, has shown activity
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against Gram positive and Gram negative bacteria. This component was identified in the
clove oil used in these experiments, an treatment with this essential oil differed from
most of the controls except for E. coli in water. In the sensitivity test in solid medium,
clove essential oil was the only one that showed antimicrobial activity against the 32
strains of three different species tested. According to Edberg et al. (2000) E. coli
survives in drinking water for between 4 and 12 weeks, depending on the environmental
conditions (temperature, microflora, etc.). In water distribution systems, this organism
has a higher survival rate than other bacteria and is used as a biological indicator of the
safety of treated water. It is perhaps because of this property that E. coli was the only
bacterium able to maintain viable cells in the saline control after 24 hours of
experimentation.

Tea tree essential oil is becoming increasingly popular as a natural antimicrobial
agent (Carson et al., 2006), although it did not show different activity to the control for
S. aureus in water, despite having shown the lowest MIC 90% (0.025% v/v) against this
bacterium when tested on agar. One of its major components, 1-terpinen-4-ol, has
presented antimicrobial activity against E. coli, S. aureus and P. aeruginosa (Carson et
al., 2006) . Despite showing antimicrobial activity against these strains and having been
described as an antiseptic (Price, 1999), Gram positive strains were resistant to this oil
in water.

In aromatherapy, a common procedure is to dilute the essential oil in vegetable
oil (for example, lavender oil with grape seed oil) and add them to a warm bath to
induce relaxation (Morris, 2002). The essential oil of lavender, despite being one of the
oils commonly used in immersion baths for relaxation and stress reduction, did not
show different results from controls in three situations, compared to E. coli in water and
S. aureus in water and saline. In addition, in five of the six trials, lavender essential oil
showed a reduction in bacterial counts in a more delayed manner when compared to the
other oils.

The presence of P. aeruginosa in a hot tub has been suggested as the cause of
prostatitis and urosepsis, and its acquisition in a hot tub was confirmed by pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE), while the same strain found in the hot tub was also detected
in patients (Dulabon et al., 2009). According to the authors, the bath temperature and
decreased levels of chlorination of water over time facilitated the multiplication of

bacteria. Moreover, according to Yu et al. (2007), P. aeruginosa is often described as a
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cause of outbreaks of folliculitis associated with the use of hot tubs, swimming pools
and saunas. Thus, this bacterium has characteristics that may confer increased resistance
in humid environments (Jawetz, 2005). Control in these environments and in water is of
great importance because it this bacterium can cause urinary tract infections, mucous
membrane irritation, otitis externa and other pathologies. We obtained the best results
for this bacterium, since the five essential oils tested in this study were effective in both
saline and water, and showed greater reductions in log CFU/mL with less time.

As reported by Cavanagh and Wilkinson (2005) and compared to the results
obtained when there was the essential oils showed antimicrobial activity in solid
medium, P. aeruginosa showed resistance to some natural products, while S. aureus
showed increased susceptibility to a greater variety of these products. In this sense, we
observed in this study the occurrence of contrary results when we tested sensitivity in
water and saline. However, it is known that different methodologies have been used to
assess the interaction between bacteria and essential oils.

Thus, considering the objectives of the study to simulate the real conditions of
immersion in a hot tub, and because there was also a reduction in bacterial counts in the
control experiments, essential oils stimulated the reduction of bacterial counts. These
results are important as they support the frequent addition of essential oils in water
during immersion baths targeting the therapeutic properties of essential oils. Therefore,
because we have demonstrated the ability of these natural products to dramatically
reduce bacterial counts, the use of essential oils can be considered a new alternative for
the control and disinfection of these bacteria in water or other wet areas used in the

procedures of aromatherapy.

8. Conclusions

The essential oils tested in this study showed antimicrobial activity for the three
species tested. Gram negative bacteria demonstrated greater susceptibility to the
essential oils when tested in water and saline compared to the Gram positive bacteria;

There was greater persistence of E. coli when the tests were performed with
saline instead of distilled water.

Palmarosa essential oil showed antibacterial activity in water and saline against

all strains tested.
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Among the tested strains, P. aeruginosa showed the greatest susceptibility to

essential oils in water and saline. This bacterium is common in water and wet locations.
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Figure Captions:

Figure 2. Time-kill curve of treatments with essential oils vs.

P. aeruginosa

Figure 3. Time-kill curve of treatments with essential oils vs.

E. coli.

Figure 4. Time-kill curve of treatments with essential oils vs.

S. aureus .

Figure 5. Time-kill curve of treatments with essential oils vs.

P. aeruginosa.

Figure 6. Time-kill curve of treatments with essential oils vs.

E. coli.

Figure 7. Time-kill curve of treatments with essential oils vs.

S. aureus.
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Figure 9. Time-Kill curve of treatments with essential oils vs. water control against E.coli.




108

N.anrens

e (CONTROL
. - CLOVE
= =de=TEA TREE
—
E ——PALMAROSA
2 e LAVENDER
GERANIUM

timie ()

Figure 10. Time-kill curve of treatments with essential oils vs. water control against S.
aureus .

P.aeruginosa
i
3
——CONTROL
- 4
= == CLOVE
E 3 =de—TEA TREE
&l ———PALMAROSA
=
- 2 —+—LAVENDER
GERAMILIM
1
0 - o = = = i I o il
0 015 0.3 0.5 1 2 4 8 24
tume (1)

Figure 11. Time-kill curve of treatments with essential oils vs. saline control against ~ P.
aeruginosa.



109

loeUFC/mL

E.coli

—+—CONTROL
——CLOVE

—ir— TEA TREE
PALMAROSA
— LAVENDER

[

GERAMILM

~ - o o
. wa boa ()

0 0.15 0.3 0.5 1 ri 4 8 24

time {h)

Figure 12
coli.

. Time-Kkill curve of treatments with essential oils vs. saline control against

logUFC/mL

Soanrens

—4— CONTROL

——CLOVE

—i— TEA TREE

—— PALMAROSA

== LAVEMDER
GERANIUM

Figure 13. Time-kill curve of treatments with essential oils vs. saline control against S.

aureus.



110

Table 3. Values of 90% minimum inhibitory concentrations (MIC 90%) in% v/v and mg/mL

Essential Oils P. aeruginosa

%v/v.  mg/mL

S. aureus

%v/v.  mg/mL

E. coli

%v/v.  mg/mL

Clove 0,84 - 0,30°

Tea Tree >3,00 - >2574°
Palmarosa >3,00 - >26,22°
Lavender >3,00 - >25,59°
Geranium >3,00 - >2540°

012 - 1,20°
0,02 - 0,20°
0,07 - 0,60°
050 - 430°
0,04 - 031°

0,20 - 1,90°
0,50 - 4,30°
0,24 - 2,10™

>3,00 - >2559°

0,50 - 424"

Different letters in columns represent statistical differences between median antibacterial

activity of essential oils (mg/mL) when p <0.001.
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Table 4. Density and chemical components of essential oils determined by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS)

Essential Oil

Popular
Name

Density
(mg/mL)

Names of Compounds (%0)

Syzygium aromaticum

Melaleuca alternifolia

Cymbopogon martini

Lavandula angustifolia

Pelargonium graveolens

Clove

Tea Tree

Palmarosa

Lavender

Geranium

988

858

874

853

848

eugenol  (83.63), ketamine-
caryophyllene (12,39), alpha-
humulene  (3.05), eugenol
acetate (0.93)

1-terpinen-4-ol  (53.40), p-
cymene (8.09), gamma-
terpinene (5.34), 1.8 cineole
(3.18), alpha-pinene (1.40);
terpinolene  (1.05), limonene
(0.70)

geraniol (57.49), geranyl acetate
(13.56), linalool (1.71), beta-
caryophyllene (1.07); ocimene
(0.27)

1.8 cineole (45.97), p-cymene
(4.19), 1-terpinen-4-ol (2.30),
alpha-pinene (1.48), limonene
(1.46), gamma-  terpinene
(1.17), terpinolene (1.04)

citronellol  (31.58), geraniol
(25.47); fermiato of citronelita
(12,74); fermiato of geranyl
(6.71), linalool (6.33);
isomenthone (4.35), rose oxide
(0 , 89); citronelita acetate
(0.48)
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