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RESUMO

Os 6leos essenciais sao misturas de substancias lipofilicas, obtidas por meio da destilacéo
por arraste a vapor de diferentes partes dos vegetais. Estes compostos tém sido objeto de
muitos estudos quanto as suas propriedades antimicrobianas, devido o grande ndimero de
resultados que demonstram estas propriedades sobre diversos microrganismos, tais como
bactérias (Gram positivas e Gram negativas), fungos e virus. Atualmente existe um grande
namero de trabalhos que apresentam as atividades antimicrobianas destes compostos,
porém, h4 uma dificuldade de padroniza¢édo dos ensaios utilizados, causando a obtencéo de
resultados muito especificos, dificultando a comparacdo entre os resultados obtidos e
impedindo a obtencdo de dados conclusivos. Dentre os varios métodos utilizados para
avaliar a atividade antibacteriana e antifiingica dos 6leos essenciais, os mais conhecidos
sdo: o método de difusdo em agar, microdiluicdo e fumigacdo. Este trabalho teve como
proposito realizar uma revisao bibliografica abordando as principais metodologias utilizadas
para avaliagdo antibacteriana e antifungica de diferentes 6leos essenciais.
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1. INTRODUCAO

Os o6leos essenciais h4 muito tempo tém servido de base para diversas aplicacdes
na medicina popular por possuirem diversas propriedades farmacoldgicas e apresentarem
vantagens quando comparados a alguns medicamentos, como por exemplo, a volatilidade,
pois os torna ideal para uso em nebulizacbes, banhos de imersdo ou simplesmente
inalagcbes (BANDONI; CZEPAK, 2008). Possuem potencial medicinal, apresentando
atividades antibacteriana, antiviral, antifingica e inseticida. As atividades dos o6leos
essenciais, bem como de seus constituintes, sdo bem documentadas, havendo um destaque
em relacdo as atividades antimicrobianas (CASTRO et al., 2004b; CASTRO et al., 2010;
BURT, 2004).

Nas ultimas décadas a atividade antibacteriana vem sendo exaustivamente
estudada, isso ocorre devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos por
determinadas populagfes bacterianas, principalmente de origem hospitalar. A pesquisa de
novos agentes antibacterianos se faz necessaria devido ao surgimento de micro-organismos
resistentes e de infec¢cdes oportunistas fatais, associadas a AIDS, quimioterapia
antineoplasica e transplantes (PENNA et al., 2001)

Atualmente tem se observado um aumento na incidéncia de infecgbes fungicas e
também na resisténcia de algumas espécies de fungos aos fungicidas utilizados na pratica
médica e na agricultura, deste modo tem se estudado formas para desenvolver estratégias
eficazes para o tratamento de doencas fungicas oportunistas, considerando o aumento do
namero de pacientes imunocomprometidos e o uso indiscriminado de antibiéticos. Além
disso, tem se observado um interesse em diminuir o uso de fungicidas sintéticos na
agricultura, questionando o impacto ambiental e o potencial risco sanitario relacionado ao
uso desses compostos, existindo entdo uma grande demanda por novos antifingicos de
diferentes classes estruturais, agindo seletivamente e apresentando menos efeitos
colaterais (ZANARDI et al., 2008; AMARAL E BARA, 2005; ABAD; ANSUATEGUI;
BERMEJO, 2007).

No entanto, uma das principais caracteristicas fisico-quimica dos 6leos essenciais é
a sua lipofilicidade, dificultando as suas aplicagbes em meio aquoso. Havendo assim a
necessidade de diferentes condi¢Bes para sua aplicagdo, como por exemplo, a utilizacdo de
um sistema de liberag&o controlada (MARQUES, 2010). Sendo assim tem-se a necessidade
de métodos de investigacdo in vitro que produzam resultados confiaveis e possam ser
reproduzidos e validados, mas devido as peculiaridades que os Oleos essenciais
apresentam, essa tarefa tem sido bastante dificultada, deste modo para avaliar as atividades

antibacterianas e fungitoxicas dos 6leos essenciais € necessério levar em consideracdo a
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técnica usada, o meio de cultura e os Oleos essenciais testados (NASCIMENTO et al.,
2007).

Na atualidade, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifingica dos O6leos essenciais. As variacdes referentes a CMI (Concentracdo Minima
Inibitéria) de Oleos essenciais podem ser atribuidas a diversos fatores, dentre eles a técnica
aplicada, o micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da
colheita, se os Oleos essenciais foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a
gquantidade testada. Deste modo, ndo existe um método padronizado para se obter os
resultados de testes antimicrobianos e antifiingicos de 6leos essenciais (FENNEL et al.,
2004). Diante desta dificuldade de padronizacdo dos ensaios utilizados, observa-se a
obtencdo de resultados muito especificos para os ensaios, o que dificulta a comparacéo
entre os resultados obtidos e impede a obtencdo de dados conclusivos.

Diante do exposto, este trabalho teve como obijetivo realizar uma revisao bibliogréfica
observando as publicagBes disponiveis relacionadas a aplicacdo de Oleos essenciais no
controle de micro-organismos, analisando as metodologias utilizadas para avaliagdo

antibacteriana e antifiingica de diferentes 6leos essenciais.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 - Oleos essenciais

Os oleos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis ou 6leos etéreos, sao
encontrados em diversas partes das plantas, como nas folhas, sementes e raizes. Séo
importantes matérias primas para as industrias farmacéuticas e alimenticias (DORMAN &
DEANS, 2000, TROMBETTA et al., 2005, EDRIS, 2007). Tratam-se de misturas complexas
que podem conter 100 ou mais compostos organicos contendo apenas atomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio. Seus constituintes podem pertencer as mais diversas classes de
compostos, porém o0s terpenos e o0s fenilpropenos sdo as classes mais comumente
encontradas. Os terpenos encontrados com maior frequéncia nos 6leos essenciais sdo 0s
monoterpernos (Cy) e sesquiterpenos (Cis). Seus constituintes terpénicos podem
apresentar diversas fungdes orgéanicas, como alcoois, cetonas, éteres, ésteres, aldeidos,
hidrocarbonetos, entre outras (CASTRO et al., 2004; SILVA et al.,, 2009), como pode ser

observado na Figura 1.
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Figura 1 — Estruturas quimicas de alguns monoterpenos e sesquiterpenos

comumente encontrados na composicao de diversos 6leos essenciais.
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Uma das principais caracteristicas dos 6leos essenciais, € que diferem dos Oleos
fixos (misturas de substancias lipidicas obtidas normalmente de semente como 6leo de soja,
mamona, girassol, etc), por serem constituidos de moléculas de baixo peso molecular
(geralmente contendo até quinze atomos de carbono). Sao liquidos a temperatura ambiente,
com coloracdo variada, obtidos por meio de destilacdo por arraste a vapor d’agua ou
hidrodestilacdo (TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007; WOLFFENBUTTEL, 2007).

2.2 - Métodos utilizados em ensaios para avaliacdo de atividades antibacteriana e

antifangica de 6leos essenciais

Nos ensaios para determinacao das atividades microbiolégicas dos 6leos essenciais
in vitro, € possivel verificar uma variedade de metodologias propostas, o que torna a
comparacéao entre esses estudos problematica (Hammer et al., 1999).

Para a avaliacdo das atividades antibacteriana, segue-se uma metodologia proposta
pelo NCCLS (“Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards”, porém para 6leos
essenciais essa metodologia ndo pode ser seguida a risca devido a algumas peculiaridades
apresentadas por eles, como por exemplo, lipofilicidade e volatilidade (DUARTE et al., 2005;
NOSTRO et al.,, 2004; SAEED; SABIR, 2004; CHRISTOPH et al., 2000). J& para a
avaliacdo das atividades antifungicas de substancias puras, a metodologia proposta pela
organizacdo americana “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, anteriormente
denominada NCCLS) é a diluicdo em caldo, que apresenta a grande vantagem de propiciar
alta reprodutibilidade entre os laboratérios (STOPPA et al.,, 2009). No entanto as duas
metodologias citadas podem ser utilizadas em ambos os ensaios.

Devido a uma enorme variedade de metodologias propostas nos ensaios sobre as
atividades farmacoldgicas in vitro dos 6leos essenciais, é dificil comparar os resultados
presentes na literatura (HAMMER et al., 1999), e consequentemente obter dados
conclusivos. Dentre o0s principais métodos utilizados para avaliagdo das atividades
antibacteriana e antifingica de diferentes compostos relatados na literatura, destacam-se
trés: ensaios de difusdo, diluicdo e fumigacdo. Dentre estes, as técnicas mais conhecidas
sdo difusdo em &gar, difusdo em disco e a microdiluicdo em caldo (RIOS et al. 1988;
OSTROSKY et al., 2008).

2.2 A - Métodos de Difuséo
Os ensaios de difusdo sdo métodos quantitativos, nos quais o efeito e/ou atividade

do composto avaliado pode ser determinado. Esses ensaios sdo fundamentados na difusdo

da substancia a ser testada no meio de cultura sélido e inoculado com o microrganismo. A
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partir da difuséo ocorre o aparecimento de um halo, no qual ndo ha crescimento do micro-
organismo, denominado halo de inibicdo. Diferentes tipos de reservatorios podem ser
empregados, incluindo discos de papel, cilindros de porcelana ou de aco inoxidavel e pogos
feitos no meio de cultura. O composto ou uma mistura de compostos (por exemplo o dleo
essencial) a ser testada € colocada em contato com o meio de cultura inoculado, e a
maneira como se processa esse contato define os diferentes métodos de difuséo
(SILVEIRA, et al., 2009).

O método de difusdo em agar é o mais conhecido, foi descrito por Bayer e Kirby em
1966, e € um teste qualitativo e um dos métodos mais sensiveis, confiaveis e um dos mais
utilizados pelos laboratérios de microbiologia. Eles também sdo chamados de difusdo em
placas e € um método fisico no qual um micro-organismo € inserido em um meio com a
concentracdo da substancia ensaiada. A avaliacdo é comparativa frente a um padréo
biologico de referéncia e o halo de inibicAo de crescimento € medido partindo da
circunferéncia do disco até a margem onde ha crescimento de micro-organismos. De acordo
com a dimensdo do halo os microrganismos podem ser classificados como sensiveis,
moderadamente sensiveis e resistentes (PINTO et al., 2003; SEJAS et al., 2003).

E um método pratico, de facil execucéo e idealizado para bactérias de crescimento
rapido. Os reagentes séo relativamente econdmicos, ndo ha necessidade de equipamentos
especiais, além de apresentar grande flexibilidade na escolha do numero e tipo de
antimicrobianos a serem testados. Entretanto, este método apresenta algumas limitacdes,
como a dificuldade na avaliagéo da suscetibilidade aos antimicrobianos que se difundem mal
através do agar, como, por exemplo, a polimixina e até mesmo os 06leos essenciais
(JORGENSEN 1997; JORGENSEN et al.; 1998).

No intuito de avaliar a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais utilizando o
ensaio disco-difusdo com adaptaces, Silveira et al. (2012) realizaram um estudo com 0s
6leos essenciais de Cymbopogon winterianus (citronela), Eucalyptus paniculata (eucalipto) e
Lavandula angustifolia (lavanda) frente a 11 espécies de bactérias, incluindo espécies de
importancia em alimentos e em saude publica. Utilizaram 5 espécies Gram-positivas e 6
espécies Gram-negativas, sendo elas: Staphylococcus aureus , Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis , Bacillus cereus , Bacillus subtilis , Escherichia
coli ,Salmonella Typhimurium, Proteus vulgaris , Enterobacter aerogenes ,Pseudomonas
aeruginosa e Yersinia enterocolitica. Os 6leos essenciais puros (25 pL) foram
impregnados em discos de papel de filtro e depositados sobre as placas inoculadas. Discos
comerciais de ampicilina e cloranfenicol foram utilizados como antibiéticos de referéncia,
sendo medido o didmetro da zona de inibicdo. O 6leo essencial de citronela apresentou
maiores zonas de inibicdo para as espécies Gram positivas, S. aureus (33,7 = 1,5 mm), L.
monocytogenes (28,0 £ 1,6 mm), B. cereus (50,7 = 2,5 mm) e B. subtilis (85 + 0,0 mm)

5
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sendo a atividade contra S. aureus equivalente a da ampicilina. J4 os 6leos de eucaliptos
apresentaram atividades inferiores as apresentadas pelo 6leo de citronela sobre os mesmos
micro-organismos, S. aureus (22,9 + 0,5 mm), L. monocytogenes (21,5 + 1,3 mm), B.
cereus (22,4 = 1,2 mm) e B. subtilis (22,5 £ 1,1 mm), no entanto, o Oleo essencial de
lavanda apresentou o maior espectro de agdo sobre todos os micro-organismos avaliados,
incluido Gram positivos e Gram negativos com CMI variando 11,7 + 0,3 mm a 21,6 + 1,4
mm.

Utilizando o mesmo método e também papel de filtro para inserir o 6leo essencial
Seth et al. (2013) avaliaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial de folhas de
Lantana camara linn contra cinco espécies bacterianas, B. cereus, S. aureus, Micrococcus
luteus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, foram utilizadas diferentes diluicdes dos
Oleos essenciais em DMSO (dimetil sulféxido). O 6éleo essencial exibiu atividade
antimicrobiana notavel contra todas as cepas bacterianas, demonstrando a alta
sensibilidade das bactérias utilizadas, apresentando halos de inibicdo entre 19 a 24 mm,
Estirpes M. luteu (24 mm), E. coli (24 mm), S. aureus (20 mm), B. cereus (19 mm), exceto
para a bactéria P. aeruginosa que apresentou um halo de inibicdo de 9 mm, obtendo um
baixo grau de sensibilidade.

Andrade et al. (2014) também utilizando o método de disco difusdo, demonstraram a
capacidade inibitéria do 6leo de Croton zehntneri (Euphorbiaceae) frente a bactérias
patogénicas humanas, sendo 4 bactérias Gram positivas: Bacillus subtilis, B. megaterium, B.
cereus e Staphylococcus aureus e 7 bactérias gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Shigella dysenteriae, S. sonnei, Salmonella typhi, S. paratyphi e Vibrio
cholerae. Além disso, 7 fungos patogénicos, Aspergillus niger, Blastomyces dermatitidis,
Candida albicans, Pityrosporum ovale, Trichophyton sp, Microsporum sp. e Cryptococcus
neoformans. No teste de sensibilidade antibacteriana e antifingica, utilizando 50 ug / disco
de o6leo essencial, a maior zona de inibi¢do foi encontrada sobre Microsporum sp. (15,76
mm), seguida por B. megaterium (15,25 mm), B. subtilis (14,81 mm), S. aureus (14,53 mm),
S. sonnei (14,33 mm), S. paratyphi (14,53 mm), C. neoformans (14,53 mm), B. cereus
(13,43 mm), P. ovale (13,27 mm), C. albicans (13,12 mm), B. dermatitidis (13,09 mm) e V.
cholerae (12,12 mm). Por outro lado mostrou-se inativo contra P. aeruginosa, Trichophyton
sp., S. dysenteriae, S. typhi, A. nigerand E. Coli, que apresentaram diametro inferior a 8 mm.

Almeida et al. (2011) utilizaram o método difusdo em disco de papel afim de avaliar a
atividade antifungica de 0Oleos essenciais obtidos de plantas medicinais sobre diferentes
espécies de Candidas. Almeida utilizou os 06leos essenciais de Ocimum basilicum
(manjericdo), Cymbopogon martinii (palmarosa), Cyperus articulatus (piprioca), Thymus
vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia (canela da china), foi observado que todos os

Oleos essenciais testados apresentaram atividade antifingica, com os halos de inibicao
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variando entre 27 e 30 mm, exceto o Oleo essencial de Cyperus articulatus que nao
apresentou nenhuma inibicdo. Abrantes et al. (2013) avaliou a atividade antifiingica sobre
Candidas isoladas das mucosas vaginal e anal utilizando os 6leos Cinnamomum zeylanicum
Blume (canela-da-india), Citrus limonum Burm. F. (lim&o-siciliano), Coriandrum sativum L.
Krause (coentro), Eucalyptus globulus Labill (eucalipto), Eugenia coryophyllata Thumb.
(cravo-da-india), Mentha arvensis L. Stewart (hortelda comum), Mentha piperita L. Brig.
(hortela-pimenta), Mentha spicata Schrad. ex Willd (hortela-peluda), Ocimum basilicum
Schumach. & Thonn (manjericdo) Origanum vulgare L. (G. Beck) Klok (orégano) e
Pimpinella anisum Gaertn (erva-doce), sendo considerado com atividade o 6leo essencial
capaz de ocasionar um halo de inibicdo sobre o crescimento fungico superior ou igual a 15
mm de didmetro. Os 6leos testados apresentaram forte atividade, pois as médias dos seus
halos de inibi¢cdo oscilaram entre 18 a 49 mm de didmetro, mostrando-se superiores a média
daqgueles obtidos com a nistatina (16 mm).

Lima et al. (2006) utilizaram o método de difusdo em meio sélido utilizando cavidade
em placa, para avaliar as atividades antifingica dos 6leos essenciais de Cinnamomum
zeylanicum Blume, Citrus limon Risso, Eucalyptus citriodora HK, Eugenia uniflora
L., Peumus boldus Benth e de Rosmarinus officinialis L. sobre cepas de Candida albicans,
C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. stellatoidea e C. tropicalis. Os 06leos que
apresentaram maior atividade para C. albicans foram os 6leos de C. zeylanicum e P. boldus,
ambos apresentando um halo de 13 mm. O Oleo essencial de Eucalyptus citriodora
apresentou maiores halos de inibigdo sobre C. guilliermondii (24 mm) e sobre C. parapsilosis
(16 mm), ja o 6leo essencial de Peumus boldus Benth apresentou maiores atividades para

C. stellatoidea (21 mm) e também para C. tropicalis (10 mm).

2.2 B — Métodos de dilui¢cao

Nos ensaios envolvendo os métodos de diluicdo os Oleos essenciais sdo adicionados
a um meio de cultura liguido, previamente inoculado com o micro-organismo teste. Apés a
incubacdo, o crescimento do micro-organismo € determinado pela leitura visual direta ou
pelo uso de espectrofotdbmetro em comprimento de onda apropriado (VANDEN et al., 1991).

As vantagens deste método sdo a possibilidade de proporcionar mais informagoes
guantitativas, poder ser aplicado a uma variedade mais ampla de isolados do que os testes
de difusdo, necessidade de uma pequena quantidade de amostra, ser barato, ter
reprodutibilidade, ser 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura e
possibilitar um registro permanente (KONEMAN et al., 2001, OSTROSKY et al., 2008).

O método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporcdo de

crescimento do micro-organismo inoculado no meio liquido e a concentracdo da substancia
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ensaiada. A avaliagdo é comparada frente a um padréo biolégico de referéncia. Entende-se
por proporcdo a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano. O método
fornece resultados quantitativos e ndo é influenciado pela velocidade de crescimento dos
micro-organismos. Como controle positivo, utiliza-se o caldo com o quimioterapico padrao
com a suspensao padronizada de microrganismo em teste, e como controle negativo o meio
de cultura com o solvente usado para dissolucdo da amostra e a suspensao microbiana
(SAHM &WASHINGTONI, 1991). Nesse método de diluicdo, duas metodologias podem ser
empregadas, sdo elas macro e microdiluicdo. A macrodiluicdo envolve testes em tubos de
ensaio, com um volume do meio de cultura variando em uma faixa de 1 a 10 mL, essa
metodologia consome muito tempo e requer grande espaco no laboratério gerando uma
grande quantidade de residuos, o que faz com esta metodologia seja pouco utilizada. Na
microdiluicdo é utilizado microplacas com 96 pocgos, utilizando um volume de meio de cultura
entre 0,1 a 0,2 mL. (OSTROSKY et al., 2008; SAHAM; WASHINGTON, 1991; ZGODA,
PORTER, 2001).

Para avaliar a atividade antimicrobiana perante o método de diluicdo em caldo, Pires
et al. (2013) utilizaram os Oleos essenciais das folhas (frescas e secas) e flores de
Callisternon viminalis frente a bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Micrococcus roseus; Gram positivas
esporuladas: B. cereus, Bacillus subtilis; Gram negativas: E. coli, Enterobacter aerogenes,
E. cloacae, Serratia marcescens, Salmonella spp, P. aeruginosa, P. aeruginosa, utilizando
caldo Muller Hinton como meio de cultura e o 6leo essencial diluido em DMSO, a CMI para
todos os micro-organismos testados foi igual ou superior a 2.000 ug/mL, tanto para os 6leos
essenciais das folhas frescas, secas e das flores.

Utilizando o mesmo método, Aquino et al. (2010) avaliaram a capacidade
antibacteriana dos 6leos essenciais extraidos de Lippia alba e Ocimum basilicum frente a
micro-organismos isolados de carnes bovinas, cepas de Escherichia coli , Staphylococcus
aureus e Salmonella sp.. Os autores observaram que o 6leo de Lippia alba apresentou uma
CMI de 6,25 pg/mL para Escherichia coli, 0,39 ug/mL para Staphylococcus aureus e 6,25
pg/mL para Salmonella sp., ja as CMIs do 6leo essencial de Ocimum bassilicon foram de
1,56, 3,12 ug/mL para Escherichia coli e Staphylococcus aureus sp, respectivamente. Pode-
se concluir que o 6leo essencial de Lippia alba apresentou maior eficiéncia como agente
bacteriostético frente a Staphylococcus aureus e Salmonella sp. isoladas de carnes bovinas,
e que o Oleo de Ocimum basilicum foi mais efetivo frente as cepas de Escherichia.

Chaibub et al. (2013) estudaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial das
folhas de Spiranthera odoratissima A. St.-Hil contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas, bem como sua atividade antifingica sobre Candida albicans, utilizando o método

de diluicdo em agar para determinacdo da CMI. Foram encontrados valores de CMIs entre
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0,195 a 3,125 mg/mL para as bactérias Gram positivas, e entre 6,25 a 12,50 mg/mL para as
bactérias Gram negativas, e de 1,562 mg/mL para o fungo C. albicans. Lucena et al. (2014)
utilizaram o método de micro-diluicdo em disco para determinar a atividade antibacteriana
de Cymbopogon citratus frente a linhagens padrbes e multirresistentes de S. aureus, E.
colie de P. aeruginosa provenientes de isolados clinicos, utilizando como controle os
antibiéticos padrdes amicacina, neomicina e gentamicina. Os resultados foram analisados
pela CMI na auséncia e na presenca do 6leo, a CMI da amicacina foi de 312,5 ug/mL na
auséncia na auséncia de 6leo essencial e de 39,06 pg/mL na presenca, o valor da CMI
também foi diminuida na combinacdo de gentaminicida e neomicina combinada com o éleo
essencial.

Usando o mesmo método, porém para determinacdo da avaliacdo da atividade
antifingica, Cavalcanti et al. (2011) utilizaram os 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia
(melaleuca), Cymbopogon winterianus (citronela) e Rosmarinus officinalis (alecrim) sobre
Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis. Os 0leos essenciais apresentaram
atividade antimicrobiana sobre as cepas testadas, sendo que o 6leo de Rosmarinus
officinalis apresentou uma menor CMI 0,5625 mg/mL seguido por Cymbopogon com 4,5
mg/ml e Malaleuca com 18 mg/mL.

Castro et al. (2011) avaliaram a atividade antifungica dos 6leos essenciais de Ocotea
odorifera Vell. Rohwer (sassafras) e Rosmarinus officinalis L. (alecrim) sobre o género
Candida, para isso utilizou 16 cepas de Candidas para determinacdo de CMI, deste modo
observaram uma discreta atividade antifingica de ambos 6leos essenciais, com CMI de 2,5
mg mL™ para sassafrds e CMI de 5 mg mL™ para alecrim em 68% e 81% das cepas
avaliadas, respectivamente. Sendo possivel concluir que os O6leos essenciais de O.
odorifera Vell. e R. officinalis L. apresentam fraca atividade sobre cepas de C. albicans em
infecgBes da cavidade oral. Ribeiro et al. (2010) utilizaram o 6leo essencial das plantas
Curcuma longa L. e Achillea millefolium. frente a 20 cepas de micro-organismos isolados de
material clinico humano, sendo 16 leveduras da espécie Candida albicans isoladas da
cavidade oral de pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), 3
leveduras isoladas de candidiase vulvovaginal (C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis) e
uma amostra de S. aureus isolado de lesBes cutaneas. Entre todos 0os microrganismos os
6leos essenciais ndo inibiram o crescimento sobre S. aureus, que foi capaz de desenvolver
até na concentragdo maxima analisada (5,0 mg mL-1). Verificou-se uma inibicdo maior do
Oleo essencial de A. millefolium em relacdo ao éleo essencial de C. longa para C. albicans,
sendo a CMI para A. millefolim variou entre 0,312 mg/mL a 1,25 mg/mL, o 6leo de C. longa
variou de 0,625 mg/mL a 2,25 mg/mL, para o fungo C. glabrata o 6leo C. longa teve o menor
valor de CMI 0,625 mg/mL e para A. millefolim uma CMI de 1,25 mg/mL e para C. tropicalis

ambos obtiveram uma CMI igual a 1,25 mg/mL.
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2.2 C — Método de fumigacao

A utilizacdo de ensaios utilizando o método de fumigagdo para verificagdo do
potencial inseticida e fungicida de 6leos essenciais extraidos de varias espécies vegetais,
para controle de pragas de grdos armazenados e de micro-organismos em alimentos, tem
sido nos ultimos anos bastante difundida em diversos paises (CHU et al., 2001; SUHR,;
NIELSEN, 2003; BRITO et al, 2006; ESTRELA et al., 2006). O método consiste na aspersao
de gas ou liquido no ambiente para a atividade microbiocida. Tendo em vista a volatilidade
apresentada pelos constituintes dos 6leos essenciais, este método pode ser utilizado para
avaliar o efeito dos vapores do 6leo essencial sobre o crescimento e/ou inibicdo de micro-
organismos.

Guimarées et al. (2011) avaliaram os efeitos fungitéxicos do 6leo essencial de capim-
limdo e do seu constituinte majoritario citral sobre a inibicdo micelial dos fitopatogenos
Fusarium oxysporum cubense, Colletotrichum gloeosporioides, Bipolaris sp. e Alternaria
alternata. Os ensaios para verificagdo das atividades fungitoxicas foram realizados
aplicando o teste de fumigacao in vitro sobre a inibicdo micelial dos fungos fitopatogénicos
estudados. O citral foi 0 composto que apresentou os menores valores de CMI e para todos
os fitopatégenos em relacéo ao 6leo essencial, evidenciando a sua atividade fungitoxica e a
sua importancia na atividade do éleo essencial.

Ja Pimentel et al. (2010) utilizaram o mesmo método no intuito de determinar a agéo
fungitéxica do 6leo essencial de Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. e K. Shum sobre o
Aspergillus flavus isolado da castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa). As avaliacbes da
atividade antifiingica do 6leo essencial de Tanaecium nocturnum (cip6 vick) foram realizadas
com cepas puras de Aspergillus flavus produtora de aflatoxina, isoladas da castanha-do-
Brasil. Os resultados da atividade fungitoxica de Tanaecium nocturnum foram condizentes
com os diversos efeitos hioldgicos de 6leos essenciais relatados por diversos autores. A
técnica de fumigagdo apresentou efeito semelhante em relagdo a aplicacdo por meio de
contato. Avaliando os dois processos de controles micelial, constatou-se que aos cinco dias
de incubacédo do Aspergillus flavus a técnica de contato apresentou baixa superioridade em
relacdo a de fumigacdo, com inibig&o total obtida nas concentra¢des de 781 ppm e 788 ppm,

respectivamente.
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3. CONCLUSAO

Existem muitos métodos descritos na literatura com o intuito de determinar as
atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais. No entanto, h4 uma grande dificuldade em
comparar os resultados encontrados por estes métodos, principalmente devido a auséncia
de métodos padronizados. Os métodos diferem em muitos fatores, e consequentemente
ocasionam grande influéncia sobre os resultados obtidos. Sendo assim, uma atividade
encontrada empregando um determinado método ndo pode ser comparada com aquela
obtida em outro método. Diante do trabalho desenvolvido, observou-se que para a
avaliacdo das atividades fungitdéxicas e antibacterianas dos 6leos essenciais, 0 método de
diluicdo em &gar é o mais utilizado, devido a simplicidade de execucdo e ao baixo custo.
Porém o método da microdiluigdo também tem sido bastante utilizado, principalmente devido
a sua sensibilidade e quantidade minima de reagentes, o que possibilita um maior nimero
de réplicas, aumentando a confiabilidade dos resultados. J& o método de fumigacdo é

geralmente utilizado para a avaliacédo da atividade antifiingica.
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