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RESUMO

AVALIAR A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS
CITRONELA (Cymbopogon winterianus) E ANDIROBA (Carapa guianensis
Aubl) EM CEPAS CLINICAS DE Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Michele Vitéria de Melo Monteiro, Lagarto, 2017.

Introducdo: O estudo em questdo teve como propdésito identificar através de um
experimento pratico a agao antimicrobiana dos 6leos essenciais Andiroba e Citronela
em contato direto com microrganismos, sendo eles: Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. No desenvolvimento do estudo foram analisados os potencias antimicrobianos
dos 6leos de maneira isolada, bem como sua acédo quando combinados entre si em
proporcdes distintas. Objetivos: Avaliar a atividade antimicrobiana dos o6leos
essenciais de citronela (extraido das folhas e caules de Cymbopogon winterianus
Jowitt) e andiroba (extraido das sementes de Carapa guianensis Aubl) em cepas
clinicas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Métodos: Foi realizado um
experimento através da metodologia de diluicdo seriada, onde avaliou-se a atividade
antimicrobiana dos 0leos de andiroba e citronela puros e misturados em diferentes
proporcdes (1:1, 1:2 e 2:1), frente as bactérias S. aureus e E. coli. Os dados foram
tratados no software estatistico Graph Pad Prism, verséo 5.0, através dos testes de
Dunnett e Tukey, e analisados através de graficos e quadros. Resultados: Os
resultados encontrados indicaram que o Oleo de andiroba puro ndo apresentou
atividade antimicrobiana nas bactérias S. aureus e E. coli enquanto o 6leo de citronela
puro conseguiu apresentar atividade antimicrobiana na bactéria E. coli. Nas misturas
entre os Oleos testadas, a proporcdo 1:1 apresentou atividade antimicrobiana frente
as duas bactérias, a proporcdo 1:2 ndo apresentou atividade antimicrobiana em
nenhuma das bactérias testadas, enquanto a proporcdo 2:1 apresentou atividade

antimicrobiana apenas frente a bactéria E. coli.

Palavras-chave: Oleos essenciais; A¢do antimicrobiana; Microrganismo.
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1 INTRODUCAO

Os 6leos essenciais podem ser extraidos de parte de plantas como frutas,
flores, cascas, ou de plantas inteiras, como especiarias e ervas medicinais. Sao
caracterizados quimicamente como misturas complexas de compostos de baixo peso
molecular, sendo alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas.

Parte das propriedades farmacéuticas descritas para plantas medicinais sao
creditadas aos 6leos essenciais (OE). Fisicamente, se apresentam no estado liquido
a temperatura ambiente, com aspecto incolor ou claro. Ndo se misturam a agua, e
podem ser extraidos de diferentes modos, como hidrodestilacdo, destilagdo a vapor,
CO- supercritico, ou com a utilizacdo de solventes organicos ou gorduras. O 6leo
obtido de uma planta serve como caracteristica para aquela espécie (PROBST, 2012).

Os OE (6leos essenciais) sao constituidos, geralmente, por hidrocarbonetos

terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até elementos como enxofre. Embora
todos os 6rgaos de uma planta possam acumular 6leo essencial, sua composicao
pode variar segundo a localizacdo na planta (desde as flores, até botbes, folhas,
ramos, casca, semente, frutas, lenho, raizes e rizomas). As propriedades terapéuticas

e organolépticas dos 6leos essenciais, em geral, se devem a presenca de
monoterpenos, sesquiterpenos e de fenilpropanoides entre outros compostos volateis
relacionados a propriedades farmacoldgicas devido a volatilidade e a outras
propriedades bioldgicas (SARTO & ZANUSSO JUNIOR, 2014).

Ainda segundo Sarto e Zanusso Junior (2014) os 6leos essenciais tém sido
largamente empregados por suas propriedades ja observadas na natureza, ou seja,
por sua acdo antibacteriana, atividades antifUngica e inseticida. Atualmente,
aproximadamente 3.000 Oleos essenciais sdo conhecidos, dos quais 300 séo
comercialmente importantes, especialmente para a induastria farmacéutica,
agrondmica, alimentos, produtos sanitarios e industrias de cosméticos.

Essas propriedades antimicrobianas tém sido reconhecidas baseadas na
experiéncia pratica durante séculos, mas recente foram confirmadas cientificamente.
Por outro lado, os microrganismos que causam prejuizo a saude humana estao se
mostrando mais resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos, o que incentiva
ainda mais a procura por antibiéticos de ocorréncia natural (DUARTE, 2006).

O uso de Oleos esséncias para o controle de microrganismo vem sendo



aplicado devido principalmente a busca por substancias alternativas para o controle
de microrganismos resistentes a antibidtico (ACOSTA et al.,2003). No entanto, a
disseminacao de patdgeno resistente aos antibioticos € uma das mais sérias ameacas
ao tratamento bem-sucedido de doencgas microbianas (STEWART & COSTERTON
apud GEROMINI et al., 2012).

Os compostos e suas porcentagens presentes nos OE variam de acordo com
a espécie considerada, as condi¢cdes de coleta e extracdo, e as partes da planta
utilizadas, os principais compostos isolados dos 6leos essenciais sdo terpenos e seus
derivados oxigenados, terpenoides, incluindo os compostos fenodlicos (SOLORZANO-
SANTOS & MIRANDA-NOVALES, 2011).

Apesar de varias estruturas quimicas isoladas de produtos do metabolismo
secundario das plantas exercerem alguma acgao antibacteriana, a maior parte destas
moléculas apresenta atividade fraca e espectro de acéo limitado quando utilizadas
sozinhas. Porém, ao serem combinadas entre si ou com antibioticos, podem atuar
como adjuvantes, modificando a resisténcia bacteriana frente determinadas drogas,
diminuindo a dose necessaria de antibioticos para um resultado eficaz (SIMOES et al.,
2004).

O problema da resisténcia microbiana esta aumentando e a perspectivas dos estudos
de agentes para combater esses microrganismos também, atualmente com a
emergéncia de linhagem de bactérias resistentes a maioria dos antimicrobianos
disponiveis, observa-se uma renovacdo no interesse pela busca de agentes
antimicrobianos alternativos. Além disso, o consumidor tem valorizado cada vez mais a
disponibilizacdo de produtos cosméticos e alimenticios mais naturais, saudaveis e que
possam trazer alguns beneficios a saude. Esses fatores tém contribuido para aumentar
0 interesse na pesquisa de produtos naturais que apresentam atividades bioldgicas tais
como atividade antimicrobiana. Entdo a possibilidade de ampliar esse arsenal
terapéutico justifica avaliar a atividade isolada e combinada de 6leos essenciais, por
apresentarem atividade antimicrobiana contra um grande namero de bactérias e serem
de origemnatural, os 6leos essenciais apresentamgrande potencial nessa utilizacao para

esse estudo.

2 REVISAO DA LITERATURA



2.1 Oleos Essenciais

Acredita-se que os primeiros usos dos 6leos essenciais tenham sido atravées de
balsamos, ervas aromaticas e resinas que eram usadas para embalsamar cadaveres
em cerimbnias religiosas ha milhares de anos atras. Existem relatos do uso de
essenciais pelos chineses, em 2700 a.C, no mais antigo livro de ervas do mundo, Shen
Nung que cita plantas como gengibre e 6pio. Outro uso documentado de O6leos
essenciais se deu em 2000 a.C. em livros escritos em sanscrito, pelos hindus. Nessa
época, ja havia um conhecimento mais rudimentar de aparatos de destilacdo e ha
relatos de outros povos que fizeram uso desses compostos, como persas e egipcios.
Muitas das ervas comuns na atualidade jA eram conhecidas, como, por exemplo, o
capim limdo que era empregado em cerimdOnias religiosas ou fins terapéuticos
(TRANCOSO, 2013).

Durante as Cruzadas, o conhecimento se difundiu entre os arabes, que em
pouco tempo aperfeicoaram técnicas e aparatos de destilacdo. O que conferiu ao
fisico arabe Avicena o mérito de ser o primeiro a extrair 6leo de rosas. Os arabes
foram mestres na alquimia e, ndo por acaso, sao conhecidos naquele momento da
historia como bem aperfeicoados na medicina e terapias naturais (TRANCOSO,
2013).

As plantas com propriedades terapéuticas utilizadas no cuidado da saude
tradicional constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente
ativos (SARTO & ZANUSSO JUNIOR, 2014). O uso de plantas e derivados pelo
homem objetivando a promocdo e manutencédo de sua saude pode ser comprovado
historicamente por registros de longa data, como por exemplo, 0s egipcios, assirios,
mesopotamicos, indianos, chineses e outras civilizagcdes que sempre contavam com
a figura de curandeiro ou equivalente. Era quem indicava a espécie de planta correta
para afeccbes variadas, desde febres, disturbios psicologicos e gastrointestinais, a
infeccBes bacterianas, acnhe, gota, e até epilepsia, pelo emprego de formulacdes
simples, como cataplasmas, chéas, decoctos, pés, defumadouros, tinturas e outras
formulagbes herbais (BALUNAS & KINGHORN, 2005; HALBERSTEIN, 2005).

Segundo Figueiredo (apud PROBEST, 2012) os 6leos essenciais sao utilizados
h& séculos como flavorizantes, na fabricacdo de cosmético e farmacologicamente com
fins medicinais, o que tem estimulado a procura por substancias biologicamente ativas

e eficazes, especialmente com microrganismo. Outro aspecto é que pelo fato de



serem naturais e biodegradaveis geralmente apresentam baixa toxicidade aos
mamiferos e por poderem atuar sobre varias moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando
comparado a farmaco sintético, tornam-se substancias chaves para pesquisas de
novos medicamentos.

O Brasil tem lugar de destaque na producéo de OE, ao lado da india, China e
Indonésia, que sdo considerados 0s quatros grandes produtores mundiais. A posi¢ao
do Brasil deve-se aos OE de citricos, que sdo subprodutos da indUstria de sucos. No
passado, o pais teve destaque como exportador de OE de pau-rosa, sassafras e
menta. Nos dois Ultimos casos, passou a condi¢cao de importador (BIZZO et al., 2009).

Muitos compostos naturais presentes nas plantas, e condimentos tém apresentado
atividade biolégica e servem como fonte de agentes antimicrobianos contra
diversos patdégenos. Entre esses compostos, destacam-se 0s 0leos essenciais,

constituintes volateis organicos responsaveis pela fragrancia de muitas plantas.
Assim, estes compostos vegetais possuidores de propriedades antimicrobianas, tém
notadamente, recebido énfase em um possivel uso racional na conservacao de
alimentos (KIZIL & SOGUT, 2003).

O uso de oOleos essenciais em alimentos vem ganhando importancia por
apresentarem componentes naturais, evitando-se 0 uso de aditivos sintéticos,
deterioracdo, oxidacdo e o ataque de microrganismo, apresentando eficiéncia nas
funcdes antioxidante e antimicrobianas (ACOSTA, 2003).

Muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta
amazobnica e a mata atlantica tém sido utilizadas como farmacos naturais pelas
populacdes locais no tratamento de varias doencas tropicais, incluindo
esquistossomose, leishmaniose, malaria e infec¢cdes fungicas e bacterianas. Além
disso, muitas plantas exéticas foram introduzidas no Brasil desde acolonizacdo e
incorporadas na medicina popular (ALVES et al., 2000).

O estudo realizado por Pedrosa (2012) mostra que uma caracteristica
importante dos componentes do 6leo essencial é a hidrofobicidade que permite
interagir com os lipideos da membrana celular bacteriana, alterando a organizacéo
das estruturas celulares, tornando-as permeaveis. O extravasamento de moléculas e
ions essenciais levara a morte celular dos microrganismos.

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados como
produto de excrecdo do vegetal. Atualmente, sabe-se que muitas dessassubstancias

estao diretamente envolvidas nos mecanismos que permite a adequacao da planta a
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seu meio, sendo reconhecidas varias funcBes de substancia pertencentes a essa
classe de metabdlitos, como, por exemplo, a defesa contra herbivoros e
microrganismo, prote¢cdo UV, atragdo de polinizadores ou animais dispersores de
sementes, bem como sua participacdo em alelopatias (CARDOSO, 2001).

Portanto, a biologia, a farmacologia, a tecnologia de alimentos e outras areas
tem se interessado em buscar informacdes Uteis para a correta utilizacdo desses

compostos, que possuem distribuicdo quimica peculiares (PEREIRA, 2006).

2.1.1 Oleo de Citronela

Conhecida como capim-citronela, Cymbopogon winterianus (Figura 1), € uma
planta perene, formadora de rizoma, pertencente a familia Poaceae, sendo
largamente cultivada em regides tropicais do planeta em funcéo de suas propriedades
aromaticas. Existem basicamente dois tipos de citronela: Cymbopogon nardus var.
lenabatu (L.) Rendle e Cymbopogon winterianus Jowitt. O cultivo de citronela no Brasil
toma importante espaco no mercado de produtos naturais, devido a grande procura
por seu oOleo essencial tanto no mercado interno quanto para exportacdo (ROCHA et

al., 2000).

Figura 1 — Citronela-de-Java
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Fonte: Mello (2014).

Seus componentes principais sao citronelal, geraniol e citronelol. O citronelol é
considerado um excelente repelente de insetos, além de apresentar acéo
antimicrobiana e antifangica (TAWATSIN et al., 2001). Segundo Rocha et al. (2000),
esta espécie é de grande uso popular como repelente de insetos, sendo seu 6leo
largamente usado nas regifes litoraneas do Brasil e também por populacao ribeirinha
no interior do pais. Seu uso é recomendado em combinacédo a 6leos minerais ou
vegetais para evitar as picadas de inseto, sendo sua eficacia bastante discutida.

O género Cymbopogon inclui cerca de 140 espécies e € amplamente distribuido
nas regides de climas semitemperado a tropical em todo o mundo. Duas espécies
principais de citronela sdo conhecidas e tém importancia industrial na area
farmacéutica, cosmética e de perfumaria: C. nardus (citronela do Ceildo) e C.
winterianus (citronela de Java). Dentre suas atividades biolégicas, destacam-se a
acao repelente de insetos, apresentando atividade contra larvas do mosquito Aedes
aegypti e a atividade antimicrobiana (SILVEIRA, 2012).

O oleo extraido das suas partes aéreas € utilizado nas industrias farmacéuticas,
na produgcdo de cosmeético. Apresenta como principais propriedades qualitativas o
frescor, a intensidade citrica e o aroma levemente frutal ao 6leo do capim-limao
(GALVAO, 2014). Seu 6leo essencial € composto por monoterpenos e sesquiterpenos.
A principal forma de obtencé&o do 6leo essencial é por hidrodestilagdo e o rendimento
com base na matéria-prima in natura é de aproximadamente 0,5 — 1,0% (BENETI et
al., 2011).
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2.1.2 Oleo de Andiroba

O termo andiroba é derivado da lingua indigena e seu significado 6leo amargo
(SILVA, 2005). A andiroba (Carapas guianensis Aublet) € uma arvore de grande porte
(Figura 2), podendo atingir 30 metros de altura, pertencente a familia Meliaceae,
podem ser encontradas em toda a América tropical e no Brasil distribui-se pela regido
Amazobnica, principalmente nas areas alagadicas (LORENZI, 1992).

Figura 2 — Arvore de Andiroba, em detalhes ramos e sementes

Fonte: Lorenzi (1992).

A andiroba é de uso multiplo: a madeira utilizada para fabricacdo de moveis,
construcdo civil, laminas e compensado e as sementes para extracado de Oleo. Ao
longo da histéria do Amazonas o 6leo de andiroba teve uma importante participacao
na economia regional e continua sendo muito apreciado, principalmente, na medicina
popular. Em comparacdo com a exploragcdo madeireira, a coleta das sementes
necessita pouco investimento e, além de ndo ser destrutiva, a producao do 6leo pode
assegurar um retorno econémico anual para a populacdo local (MENDONCA &
FERRAZ, 2007).

O Oleo e seus subprodutos, tais como sabonetes e velas sao geralmente
encontrados em feiras livres. O 6leo também tem sido comercializado para outras

regides do pais, além de ser exportado, principalmente, para indlstria de cosméticos
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da Franca, Alemanha e dos Estados Unidos (GONCALVES, 2001).

O processo tradicional de extracéo do 6leo de andiroba pode ser realizada por
dois tipos: método artesanal e método industrial, porém tais caracteristicas variam
muito de acordo com o processo de extracdo (CARVALHO, 2004). Entretanto, deve-
se ressaltar que ainda ha pessoas que realizam a extracao tradicional, principalmente,
em localidades isoladas, sem eletricidade, e com escassez de bens e servicos
(MENDONCA & FERRAZ, 2007).

A composicao quimica do 6leo extraido da semente da andiroba é representada
por estearina, acidos graxos, oleico e miristico e em menor quantidade pelos acidos
palmiticos e linoleico (LORENZI, 2008). O 6leo vegetal € um liquido amarelo, de sabor
amargo, que é extraido de suas sementes por prensagem, mas solidifica em
temperaturas abaixo de 25° C, tornando-se uma gordura esbranquicada. E muito
conhecido pela medicina popular e oficialmente reconhecido como possuidor de
propriedade anti-inflamatoria, analgésicas, antissépticas, cicatrizante e para o trato
respiratorio (GONCALVES, 2001).

2.2 Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais

As propriedades antimicrobianas e a identificacdo de componentes ativos de
varios oleos essenciais tém sido demonstradas. Devido as diversas propriedades
antissépticas, os 6leos essenciais eram utilizados antigamente como antimicrobiano,
analgésicos, sedativos, anti-inflamatéria e anestésicos. Tais caracteristicas nao
mudaram muito nos ultimos tempos, exceto pelo fato que, nos dias atuais, os efeitos
antimicrobiano destes 0leos se tornaram mais conhecidos, devido aos estudos de seu
mecanismo de acdo (COSTA et al., 2005).

A atividade antibacteriana vai depender do tipo, composicdo e concentracdo da
espécie ou do Oleo essencial, a composicdo do substrato, o processamento e
condicBes de estocagem e tipo do microrganismo em questdo (BERTINI et al., 2005).
O mecanismo de acdo dos 6leos essenciais tem sido bastante discutido devido a
guantidade e variedade dos compostos quimicos presentes, o que dificulta a atribuicao
de um mecanismo de acdo especifico para a atividade antimicrobiana (BONA et al.,
2012).

A maioria dos 6leos esséncias provavelmente exerce efeitos antimicrobianos,

afetando a estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando
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proteinas e podendo alterar a permeabilidade da membrana plasmatica, causando a
interrupc@o de processos vitais da célula, como transporte de elétrons, translocagéo
de proteinas, fosforilacdo e outras reacgfes, resultando em perda de controle
quimiosmotico, levando a morte celular (GEROMINI et al., 2012).

Os locais, ou estrutura, da célula bacteriana que sdo considerados sitios de
acao para os componentes de produtos naturais, sdo desintegracdo da membrana
citoplasmatica, desestabilizacdo da forca de proton motriz (FPM), fluxo de elétrons,
transporte ativo e coagulacdo de contetdo da célula. Nem todos os mecanismos de
acdo agem em alvos especificos, podendo alguns sitios ser afetados em
consequéncias de outros mecanismos (SILVA, 2010).

As caracteristicas citotoxicas dos 6leos esséncias tem sido objeto de estudo
para compreenséo dos efeitos frente as bactérias. As citotoxidade dos 6leos esséncias
parecem estar relacionadas com a sua capacidade de provocar danos a parede
celular, pois, como compostos lipofilicos tipicos, passam através da parede e
membrana citoplasmatica, podendo afetar a estrutura das diferentes camadas de
polissacarideos, éacidos graxos e fosfolipidios, permeabilizando-as. Onde essa
permeabilizacdo estara associada a perda de ions e a reducdo do potencial de
membrana, ao colapso da bomba de protons e esgotamento de ATP (LIMA et al.,
2006).

Devido ao aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas
drogas e a susceptibilidade de atuarem sobre numerosos tipos de substratos, com
diferentes temperaturas, pH e condic6es do meio ambiente, surge a preocupacao para
a procura de novas alternativas terapéuticas o que incentiva a procura por antibiéticos
naturais. Os 6leos essenciais podem apresentar acao antimicrobiana por trés formas:
interferéncia na dupla camada fosfolipidica da parede celular da bactéria, pelo
aumento da permeabilidade e perda dos constituintes celulares, e por alteracdo de
uma variedade de sistemas enzimaticos como os envolvidos na producao de energia
celular e sintese de componentes estruturais ou destruicdo do material genético
(SARTO & ZANUSSO, 2014).

Vérias sdo as atividades farmacolégicas conhecidas de alguns o6leos
essenciais, seja ha medicina popular ou em pesquisas cientificas. Dentre estas, cita-
se: acdo carminativa, antiespasmaddica, estimulante sobre secrecfes do aparelho
digestivo, cardiovascular, irritante topica ou revulsiva, secretolitica, sobre o sistema

nervoso central (SNC), analgésica local, anti-inflamatoria, antisséptica (inibindo
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crescimento de bactérias e fungos), inseticida, entre outras (SARTO & ZANUSSO,
2014).

A acdo antimicrobiana das especiarias e de seus OE nos diferentes micro-
organismos tem sido relatada em diversos estudos, principalmente devido ao aumento
da resisténcia que os micro-organismos apresentam em relacdo aos antibiéticos de
uso comum utilizados nos tratamentos de diversas enfermidades. Os 6leos essenciais
e 0S componentes monoterpenos e muitos sesquiterpenos sédo considerados o0s
agentes antimicrobianos mais importantes presentes em plantas, eles podem também
apresentar atividade antioxidante e anti-inflamatoria (COWAN, 1999).

Os 6leos essenciais originam-se do metabolismo secundéario das plantas,
sendo constituidos por uma mistura de compostos, principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos, e derivados oxigenados (&lcoois, aldeidos, éster, éteres, cetonas,
fendis e oxidos). Outros compostos volateis incluem fenilpropanoides e substancias
contendo enxofre ou nitrogénio (BAJPAI et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies de plantas sao
alvos de maior interesse, pois agem como substancias de defesa contra
microrganismo patogénico, insetos e animais herbivoros, tém composicdo quimica
variada, com presencas de terpenoide, alcaloide e cumarinas, que apresenta com
frequéncia atividade antimicrobiana (PERINI, 2013).

Os oOleos essenciais apresentam atividade contra uma ampla variedade de
microrganismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. Os compostos e suas
porcentagens presentes nos OE variam de acordo com a espécie considerada, as
condicbes de coleta e extracdo, e as partes da planta utilizadas. Os principais
compostos isolados dos 0leos essenciais sao terpenos e seus derivados oxigenados,
terpenoides, incluindo os compostos fendlicos (SOLORZANO-SANTOS &MIRANDA-
NOVALES, 2011).

Combinacdes entre OE podem alcancar o mesmo potencial descrito para 6leos
isolados, porém em concentracbes menores, favorecendo o emprego como
antimicrobianos de uso clinico e na conservacao de alimentos, sendo que a acao
conjunta dos diferentes compostos quimicos pode fornecer alternativa para o controle
de bactérias multirresistentes (GUTIERREZ et al., 2008).

Como o objetivo dessa pesquisa € avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de andiroba e citronela em cepas clinicas de Staphylococcus aureus e

Escherichia coli, cabe caracterizar os microrganismos que fazem parte do objeto de
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estudo.

2.3 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia Micrococcaceaee
apresentam-se como cocos gram-positivos, com diametro entre 0,5 a 1,5 ym, iméveis
e agrupadas em massas irregulares ou em “cachos de uva’. Sao aerdbicas
facultativas, produtoras de catalase e normalmente beta-hemoliticos. Fermentam a
glicose com producédo de acido tanto em aerobiose como anaerobiose (TORTORA,
2002).

E causador de um dos tipos mais comuns de doencas de origem alimentar do
mundo, sendo necessarias 10°células desse microrganismo por gramas de alimento
para que a toxina seja acumulada em niveis capazes de provocar toxinoses
(RODRIGUES et al., 2004). Sao bactérias mesofilas, com temperatura de crescimento
variando entre 7 °C e 47,8 °C, com producéo de enterotoxina entre 10 °C a 46 °C
(FRANCO et al., 1996).

Diante disso, € uma bactéria de grande interesse médico, pois esta relacionada
a diversas infeccfes em seres humanos. Pode provocar doencas desde infeccoes
como espinhas, furdnculos ou celulites até infecgcdes graves como pneumonia,
endocardites, meningites, dentre outras. Pertencentes ao grupo dos cocos gram e
catalase positivas, ndo possuem mobilidade, ndo esporulados e geralmente nao
encapsulados, normalmente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas
saudaveis. Podem apresentar-se em diferentes formas como isoladas, aos pares, em
cadeias curtas ou agrupados irregularmente (PEDROSA, 2012).

Dentre as espécies, 0 Staphylococcus aureus € maior causador de toxinose
alimentar em humanos, pois produz compostos extracelulares, com as enterotoxinas
estafilocdcicas, coagulase, nuclease e lipase. As enterotoxinas sao responsaveis pela
toxinose e, em particular, na area de vigilancia sanitaria de alimentos sdo maior
causador de surtos de toxinfeccdo durante as diferentes etapas de processamento
dos alimentos (SANTOS, 2004).

Portanto os principais substratos alimenticios, capazes de suportar o
desenvolvimento natural do Staphylococcus aureus, podem ser citados os produtos
lacteos, como 0s queijos, leite cru ou pasteurizado, manteiga, sorvetes e produtos de

confeitaria, como bolos, ovos e massa alimenticias. Mesmo sendo considerado parte



17

da microbiota natural do ser humano, em algumas condigdes 0 S. aureus pode tornar-
se patogénico e causar uma ampla variedade de infec¢des, sendo o responsavel por
diversas infec¢cdes nosocomiais e comunitarias. Tais episodios sdo desencadeados

pela ruptura da barreira cutanea ou queda da imunidade (SANTOS, 2004).

2.4 Escherichiacoli

A Escherichia coli é uma bactéria gram negativa, anaerobica facultativa e um
dos habitantes mais comuns do trato intestinal. Sua presenca na agua e nos alimentos
€ um importante indicador de contaminacdo fecal, porém ndo é normalmente
considerada patogénica, entretanto, pode ser responsavel de infec¢des urinarias e
produtos enterotoxinas, que podem causar graves doencas de origem alimentar
(TORTORA, 2002).

Pertence a familia Enterobacteriaceae, pode ser movel, dotada de flagelos
peritriquios ou imovel. E um género com grande namero de linhagens e pode ser
encarado como possuidor de uma Unica espécie na qual existem varias centenas de
diferentes tipos antigénicos (PEREIRA, 2006).

A classificacdo soroldgica desse micro-organismo compreende grande niumero
de grupos e tipos soroldgicos, identificados por meio de antissoros preparados contra
as trés variedades de antigenos que ocorrem na espécie, ou seja, 0s antigenos O
(polissacarideo O), K (antigeno capsular) e H (antigeno flagelar). Nem todas as
amostras de E. coli, provenientes do intestino humano como também de qualquer
outro local do organismo, apresentam os trés tipos de antigenos ao mesmo tempo
(TRABULSI, 2002). Essa sorologia € importante para identificacdo de espécimes
patogénicas, principalmente em surtos de infec¢des alimentares.

Esses sorotipos estdo relacionados com viruléncia, mas isso depende da
presenca de plasmideos com genes para producdo de exotoxinas ou outros fatores
de patogenicidade e seu periodo de incubacdo é de 12 a 72 horas e a duracado da
doenca de 2 a 7 dias (TONDO et al., 2011; FORSYTHE, 2013).

Os isolamentos clinicos de E. coli podem ser convenientemente agrupados em
trés categorias como: amostra oportunista, enteropatogénicas e enteroxigénicas. Os
colibacilos patogénicos oportunista sédo, e geral, inbcuos em seu habitat natural até
gue alcancem outros tecidos, podendo causar doengas como, enterites, meningites,

infecgbes pulmonares, abcessos, infecgbes de pele e ferimentos (MAIA, 2003).
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Possuem um papel nutricional importante, sintetizando vitaminas,
especialmente a vitamina K. A Escherichia coli geralmente permanece confinada ao
[imen intestinal sem causar nenhum dano, entretanto, em organismo
imunossuprimidos ou debilitados, ou quando a barreira gastrointestinal é violada, até
mesmo as linhagens ndo patogénica de E. coli podem causar infec¢des (MAIA, 2003).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
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Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de citronela (extraido
das folhas e caules de Cymbopogon winterianus Jowitt) e andiroba (extraido das
sementes de Carapa guianensis Aubl) em cepas clinicas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de andiroba em cepas
clinicas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de citronela em cepas
clinicas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli;

e Avaliar os efeitos sobre a atividade antimicrobiana individual, da mistura dos
Oleos essenciais de citronela e andiroba nas proporc¢des de 1:1, 1:2 e 2:1 sobre

as cepas clinicas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Local de Execucéao do Estudo

O projeto foi desenvolvido no laboratério de pesquisa da Universidade Federal
de Sergipe campus Lagarto, onde foram avaliadas as atividades antimicrobianas de
Oleos essenciais de Citronela e Andiroba, em isolados de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli provenientes de cepas clinicas.

4.2 Microorganismos

Foram utilizadas no estudo cepas clinicas de Staphylococcus aureus PNCQ e
Escherichia coli PNCQ, pertencentes a cole¢cdo de microorganismos armazenada no
laboratério de microbiologia da Universidade Federal de Sergipe UFS, Lagarto,
Sergipe, Brasil.

4.3 Obtencéo dos Oleos Essenciais

O 6leo essencial de Cymbopogon winterianus Jowitt tipo Java (citronela) € um
Oleo extraido das folhas e caules por arraste a vapor. O 6leo essencial de Carrapa
guianensis Aubli (andiroba) é um 6leo extraido das sementes por prensagem a frio
sem utilizacdo de solventes ou substancias quimicas. Os 0Oleos foram adquiridos da

empresa Destilaria Bauru (www.destilariabauru.com.br).

Figura 3 — Oleos Essenciais de Andiroba e Citronela
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4.4 Preparacdo dos Oleos Essenciais

Foram preparados os 6leos de andiroba e citronela puros v/iv. com
dimetilsulfoxido (DMSO) e nas proporgdes 1:1, 1:2 e 2:1, também misturados v/vcom
DMSO.

Figura 4 — Preparacgéo dos Oleos Essenciais
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Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Quadro 1 — Proporcéo dos Oleos Essenciais

Ensaio Citronela Andiroba Mistura  DMSO Diluicdo
1 5L 3oL 5 puL 5 pL 1/1
2 5 uL 10pL 5 puL 5puL 1/2
3 10 pL 5 uL 5 uL 5 uL 2/1

Fonte: Elaboragao Prépria.

4.5 Preparo dos Indculos

Pegou-se 2mL de meio de cultura e 200uL do caldo da bactéria, foram utilizadas
cepas padrées PNCQ 348 de S. aureus e PNCQ 339 E. coli. Em seguida, faz-se um
in6éculo em caldo Brain Hairt Infusion (BHI) para bactéria. Posteriormente, foram
testados cada tipo de 6leo, individualmente, bem como sua mistura para avaliacdo do
efeito antimicrobiano sobre os respectivos microrganismos. Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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4.6 Ensaios Antimicrobianos

Os testes foramrealizados em triplicata utilizando-se a técnica de micro diluicdo
seriada em placa de microtitulacdo. Em cada coluna, exceto a primeira se colocou 190
pL de caldo BHI, e nas demais foram colocados 100 pL. Exatamentel0 pL de éleo
essencial diluido v/iv em DMSO foram colocados na primeira coluna, foram transferidos
100 pL da 12 coluna para as demais colunas (diluicdo seriada base 2). Transferiu-se
100 puL da coluna 11 para o descarte, pois na coluna 12 estava o controle positivo, que
seria 0 meio de cultura com o microorganismo testado. Em seguida colocou-se 10uL
de suspensao microbiana de Staphylococcus aureus em todos 0s poc¢os das linhas A,
B e C, e nos pocos das linhas D, E e F 10uL de uma suspenséo de Escherichia coli,
todas em meio de cultura BHI (ajustada a turbidez em 0,5 na escala de MacFarland
correspondendo a 108 UFC/ml, na linha G estava o controle de esterilidade do meio de
cultura mais o 6leo essencial, na linha H o controle de esterilidade do meio de cultura.
A verificacdo da atividade antimicrobiana foi conduzida em placa de microtitulacao.
Para cada ensaio foi realizado um controle positivo, que foi 0 microorganismo com o
meio de cultura sem o Oleo. Apés a realizacéo do procedimento as microplacas as 5
placas de microtitulacdo foram incubadas a uma temperatura de 37°C, por um periodo
de 24 horas e entdo foi realizada a leitura das placas em leitora de placas de

microtitulacdo, em comprimento de onda de 600nm.

Quadro 2 — Concentracéo Final do Oleo Essencial de Citronela (uL/ml)

Microorganismo 25 125 6,250 3,125 11,5625 0,781 CP*
. aureus

. aureus

. aureus

.coli

.coli

.coli

CEmc+ oe**

CEmc***

IOTTMOOm>
MMMwww

CP*: controle positivo dos microrganismos;

CEmc+oe**: controle de esterilidade do meio de cultura mais o 6leo essencial;
CEmc***: controle de esterilidade do meio de cultura.

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Figura 5 - Placa de Elisa para o Experimento
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Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Para todos os ensaios as microplacas foram tampadas, em seguida incubadas
em estufa 37 °C, por 24 horas, ap0s o que se realizou a leitura do teste (PERINI,2013).

Apbs 24 horas de incubacéo, os resultados foram avaliados (Figura 6).

Figura 6 — Resultado da placa apés 24 horas

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

4.7 Analise Estatistica dos Dados
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Para a andlise comparativa entre os tratamentos, com o controle positivo
utilizou-se o teste de Dunnet para comparar as médias do tratamento apenas com a
média do controle e o teste de Tukey para comprar as médias que deram diferentes
do controle duas a duas. Os testes foram realizados no software estatistico Graph Pad
Prism, versédo 5.0. A analise dos resultados foi feita através de gréaficos e quadros

elaborados pela autora.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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A seguir sdo apresentados os resultados dos testes realizados com os 6leos
essenciais de andiroba e citronela frente as bactérias S. aureus e E. coli. Como
referéncia para a comparacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos utilizou-se um
controle positivo. Para comparacéo dos resultados utilizou-se o teste de Dunnett e nos
casos onde houve diferenca significativa foi feito o teste de Tukey. Foram realizados
testes dos 6leos puros e de misturas em diferentes proporgdes. A seguir, apresenta-
se a andlise dos resultados encontrados.

5.1 Testes dos Oleos Essenciais Puros

Para medir a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de andiroba e de
citronela, obteve-se um controle positivo (CP), que foi utilizado como referéncia para
comparacao. Na obtencdo do controle positivo utilizou-se um microrganismo em um
meio de cultura, onde ele poderia crescer livremente. Em seguida, realizou-se o teste
com diferentes concentragdes do 6leo de andiroba puro: 25 yL.mL™, 12,5 pyL.mL™,
6,250 yL.mL™, 3,125 yL.mL™, 1,563 pL.mL™" e 0,781 uL.mL™", nas bactérias S. aureus
e E. coli.

Para comparacdo entre as diferentes concentracbes do oOleo e o controle
positivo, utilizou-se o teste de Dunnett, onde cada resultado foi comparado ao do
controle positivo. Os resultados do teste indicaram que nao houve diferenca
significativa em nenhuma das concentracdes do Oleo de andiroba utilizadas na

bactéria S. aureus, como mostra o Quadro 3, a seguir.

Quadro 3 — Teste de Dunnett para S. aureus em Andiroba (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ -0,05067 Nao
CP X 12,5 pL.mL™ -0,02033 Nao
CP X 6,250 pL.mL™ 0,004333 Nao
CP X 3,125 pL.mL™ -0,06633 Nao
CP X 1,563 pL.mL™ -0,02933 Nao
CP X 0,781 pL.mL™ -0,01133 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Como demonstra a Figura 7, o comportamento da S. aureus frente ao 6leo de

andiroba puro é estatisticamente semelhante ao comportamento da mesma no
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controle positivo. Pode-se observar que as colunas com as diferentes concentracdes
do oOleo de andiroba puro apresentam todas a letra “a”, mesma letra que aparece no
controle positivo. Isso significa que, apesar de as colunas do grafico apresentarem
tamanhos diferentes, o comportamento da bactéria é considerado estatisticamente
semelhante ao comportamento que se obteve no controle positivo, ou seja, com o 6leo
de andiroba nas diferentes concentracdes testadas nao foi possivel obter crescimento

da bactéria menor que no controle positivo, conforme apresenta a Figura 7, a seguir.

Figura 7 — S. Aureus em Oleo de Andiroba Puro
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Em seguida, testou-se o 0leo de andiroba puro em diferentes concentracdes na
bactéria E. coli: 25 yL.mL™, 12,5 uL.mL™", 6,250 yL.mL™, 3,125 yL.mL™, 1,563 yL.mL™
e 0,781 yL.mL™. Conforme o teste de Dunnett realizado (Quadro 4), ndo houve
diferencas significativas estatisticamente em todas as concentracdes testadas, o que
significa que com o Oleo de andiroba puro ndo se obteve crescimento da bactéria E.

coli menor que no controle positivo.

Quadro 4 — Teste de Dunnett para E. coli em Andiroba (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ -0,2543 Nao
CP X 12,5 pL.mL™ -0,3160 Nao
CP X 6,250 pL.mL™ -0,2847 Nao
CP X 3,125 pL.mL™ -0,1420 Nao
CP X 1,563 pL.mL™ -0,2170 Nao
CP X 0,781 pL.mL™ -0,2987 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).
Como pode-se observar na Figura 8, as colunas com as diferentes

concentracfes do 6leo apresentam a mesma letra que o controle positivo, a letra “a”.

Desse modo, pode-se concluir que a bactéria se comportou de maneira semelhante



27

ao controle positivo nas diferentes concentracdes de éleo de andiroba. Na Figura 8, a
seguir, esta representado o comportamento da bactéria E. coli frente ao éleo de

andiroba puro nas diferentes concentragdes testadas.

Figura 8 — E. Coli em Oleo de Andiroba Puro
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Nos testes realizados com 6leo de citronela puro procedeu-se de maneira
semelhante aos testes com o 6leo de andiroba. Utilizou-se concentracdes de 25
puL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 yL.mL™, 3,125 pL.mL™, 1,563 pL.mL™ e 0,781 pyL.mL™
do oleo de citronela puro. Quanto a bactéria S. aureus, o teste de Dunnett realizado
(Quadro 5) mostrou que ndo houve diferenca significativa, o que implica que com o
Oleo de citronela puro ndo foi possivel conseguir um crescimento menor da bactéria

do que no controle positivo.

Quadro 5 — Teste de Dunnett para S. aureus em Citronela (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ 0,02683 Nao
CP X 12,5 pL.mL™ -0,07017 Nao
CP X 6,250 pL.mL™ -0,1712 Nao
CP X 3,125 pL.mL™ -0,1988 Nao
CP X 1,563 pL.mL™ -0,1385 Nao
CP X 0,781 pL.mL™ -0,05817 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

A Figura 9 mostra o comportamento da bactéria S. aureus frente ao 6leo de
citronela puro nas diferentes concentracfes testadas. Como pode-se observar, todas
as concentragdes testadas apresentam a letra “a”, igualmente ao controle positivo, o

gue significa que em todas as concentracfes de 0leo de citronela puro a bactéria
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apresentou comportamento estatisticamente semelhante ao controle positivo, ndo

sendo possivel obter crescimento menor do que no controle positivo.

Figura 9 — S. Aureus em Oleo de Citronela Puro
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Na sequéncia, foi testado o Oleo de citronela puro, nas concentracdes de 25
pL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 pL.mL™, 3,125 yL.mL™, 1,563 yL.mL™ e 0,781 pyL.mL™,
na bactéria E. coli. O teste de Dunnett realizado (Quadro 6) indicou que existem
diferencas significativas entre as concentracdes testadas e o CP, o que significa que
com o 6leo de citronela puro foi possivel obter crescimento diferente da bactéria E.

coli do que no controle positivo, em todas as concentragdes testadas.

Quadro 6 — Teste de Dunnett para E. coli em Citronela (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ 0,1127 Sim
CP X 12,5 pL.mL™ 0,1553 Sim
CP X 6,250 pL.mL™ 0,1530 Sim
CP X 3,125 pL.mL™ 0,1663 Sim
CP X 1,563 pL.mL™ 0,1530 Sim
CP X 0,781 pL.mL™ 0,1540 Sim

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Em todas as concentracdes do 6leo de citronela testadas, a bactéria E. coli
apresentou comportamento diferente ao controle positivo, visto que apresentam a letra

“b”, ao contrario do controle positivo que apresenta a letra “a”, conforme a Figura 10.
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Figura 10 — E. Coli em Oleo de Citronela Puro
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Visto que com o 6leo de citronela puro, em todas as concentracdes testadas foi
possivel obter um crescimento da bactéria E. coli menor que no controle positivo,
realizou-se o teste de Tukey, para comparar as médias das concentracdes umas com
as outras. Como pode-se ver no Quadro 7, as comparacdes entre as concentracdes
de 25 yL.mL™ e as demais apresentaram diferenca significativa, enquanto as demais
comparacdes entre as concentragdes umas com as outras ndo apresentaram

diferenca significativa.

Quadro 7 — Teste de Tukey para E. coli em Citronela (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
25X 12,5 yL.mL™ 0,04267 Sim
25 X 6,250 pL.mL™ 0,04033 Sim
25X 3,125 pL.mL™ 0,05367 Sim
25X 1,563 pL.mL™ 0,04033 Sim
25X 0,781 pL.mL™ 0,04133 Sim
12,5 X 6,250 yL.mL™ -0,002333 Nao
12,5 X 3,125 pL.mL™ 0,0110 Nao
12,5 X1,563 pL.mL™ -0,002333 Nao
12,5 X 0,781 yL.mL™ -0,001333 Nao
6,250 X 3,125 pL.mL™ 0,01333 Nao
6,250 X 1,563 pL.mL™ 0,0000 Nao
6,250 X 0,781 pL.mL™ 0,001000 Nao
3,125 X 1,563 pL.mL™ -0,01333 Nao
3,125 X 0,781 pL.mL™ -0,01233 Nao
1,563 X 0,781 pL.mL™ 0,001000 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Entretanto, apesar de o 6leo de citronela ter conseguido um crescimento menor

da bactéria E. coli do que no controle positivo nas concentracdes testadas, quando se
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utilizou uma concentracdo menor do 6leo (0,391 uL.mL™), observou-se que a bactéria
voltou a crescer. Conforme teste de Dunnett houve diferenca significativa entre as
comparacdes das médias das concentracdes testadas e o controle positivo, indicando
gque o comportamento da bactéria E. coli nas concentracdes testadas do 6leo de
citronela puro foi estatisticamente diferente do comportamento da mesma no controle

positivo, como pode-se ver no Quadro 8.

Quadro 8 — Teste de Dunnett para E. coli em Citronela ampliado (p < 0,05)

Comparagdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ 0,1127 Sim
CP X 12,5 pL. mL™ 0,1553 Sim
CP X 6,250 yL.mL™ 0,1530 Sim
CP X 3,125 pL.mL™ 0,1663 Sim
CP X 1,563 pL.mL™" 0,1530 Sim
CP X 0,781 yL.mL™ 0,1540 Sim
CP X 0,391 pL.mL™" -0,6090 Sim

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Na Figura 11, a ultima coluna, que apresenta a letra “c”, indica que na
concentracdo de 0,391 yL.mL™, a bactéria E. coliteve comportamento diferente ao do
controle positivo, representado pela letra “a”. Pode-se concluir entdo, que utilizando

uma concentracdo menor do Oleo de citronela, a bactéria voltou a crescer.

Figura 11 — E. Coli em Oleo de Citronela Puro (ampliado)
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Na coluna que representa a concentragao de 25 yL.mL™ tem-se as letras “b” e

“d”, que significam que nessa concentragdo do 6leo, embora a atividade da bactéria
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tenha sido menor que no controle positivo, ela se comporta de maneira diferente do
controle positivo, conforme apresenta a Figura 11.

Depois de realizados os testes com os 6leos de andiroba e citronela puro, foram
testadas misturas dos 6leos em diferentes proporc¢des: 1:1 (uma medida de citronela
e uma medida de andiroba), 1:2 (uma medida de citronela e duas de andiroba), e 2:1
(duas medidas de citronela e uma de andiroba). A seguir, apresentam-se os resultados

dos testes realizados com as misturas dos 6leos nas bactérias S. aureus e E. coli.

5.2 Testes das Misturas de Oleos Essenciais

Visto que a citronela apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria E.
coli, realizou-se o teste com misturas dos 6leos de citronela e andiroba, em diferentes
proporgdes (1:1, 1:2 e 2:1) para verificar se a mistura melhora ou ndo o efeito
antimicrobiano através do sinergismo.

Inicialmente, utilizou-se uma mistura entre uma medida do Oleo de citronela e
uma medida do 6leo de andiroba na bactéria S. aureus nas concentracdes de 25
pL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 yL.mL™, 3,125 yL.mL™, 1,563 pL.mL™ e 0,781 pyL.mL™.
Para comparacao entre as meédias das concentracdes e a média do controle positivo
foi realizado o teste de Dunnett, que indicou que houve diferenca significativa nas
concentragbes de 25 pyL.mL™, 12,5 pL.mL™ e 6,250 pyL.mL™, enquanto nas
concentragdes de ,125 pL.mL™, 1,563 uyL.mL™ e 0,781 yL.mL™ ndo houve diferenca

significativa.

Quadro 9 — Teste de Dunnett para S. aureus em Mistura CIT-AND 1:1 (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ 0,1213 Sim
CP X 12,5 pL.mL™ 0,1260 Sim
CP X 6,250 pL.mL™ 0,1880 Sim
CP X 3,125 pL.mL™ -0,06100 Nao
CP X 1,563 pL.mL™ -0,03133 Nao
CP X 0,781 pL.mL™ -0,01300 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Conforme apresenta a Figura 12, com a mistura dos 6leos na proporc¢ao 1:1, foi
possivel obter um crescimento menor que no controle positivo nas concentracdes de
25 puL.mL™, 12,5 yL.mL™ e 6,250 yL.mL™, visto que as respectivas colunas
apresentam a letra “b”, “b” e “b,c”, indicando que o comportamento da bactéria S.
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aureus nessas concentracdes foi estatisticamente diferente do comportamento da
mesma no controle positivo. No entanto, nas concentragdes de 3,125 yL.mL™, 1,583
uL.mL™ e 0,781 pL.mL™, cujas colunas estdo representadas pela letra “a”, o
comportamento da bactéria S. aureus foi estatisticamente semelhante ao
comportamento dela no controle positivo. Na concentragcdo de 6,250 uL.mL™ o
comportamento foi diferente das demais, visto que a respectiva coluna apresenta as

letras “b,c”.

Figura 12 — S. Aureus em Mistura de Oleos Essenciais CIT-AND 1:1
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das concentracdes que apresentaram diferenca significativa. O teste de Tukey indicou
gue houve diferencas significativas nas comparacfes entre as meédias das
concentragbes de 25 pL.mL™ e 6,250 yL.mL™ e de 12,5 yL.mL™ e 6,250 pL.mL™,

como mostra o Quadro 10, a seguir.

Quadro 10 — Teste de Tukey para S. aureus em Mistura CIT-AND 1:1 (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
25X 12,5 yL.mL™ 0,004667 Nao
25 X 6,250 pL.mL™ 0,06667 Sim
12,5 X 6,250 yL.mL™ 0,0620 Sim

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

No teste realizado com a bactéria E. coli na mistura dos 6leos de citronela e
andiroba, com uma medida de cada, nas concentracfes de 25 yL.mL™, 12,5 yL.mL™,
6,250 pyL.mL™, 3,125 pL.mL™, 1,563 pyL.mL™ e 0,781 uL.mL™. O teste de Dunnett
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indicou que houve diferengas significativas em todas as concentragdes testadas,
conforme demonstra o Quadro 11.

Quadro 11 — Teste de Dunnett para E. coli em Mistura CIT-AND 1:1 (p < 0,05)

Comparagdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ 0,1597 Sim
CP X 12,5 pL. mL™ 0,1700 Sim
CP X 6,250 yL.mL™ 0,1813 Sim
CP X 3,125 pL.mL™ -0,1690 Sim
CP X 1,563 pL.mL™ -0,1740 Sim
CP X 0,781 yL.mL™ -0,1320 Sim

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Assim, como pode-se ver na Figura 13, o comportamento da bactéria E. coliem
todas as concentragcbes da mistura testada foi estatisticamente diferente do
comportamento da bactéria no controle positivo. Contudo, apenas nas concentracoes
de 25 yL.mL™, 12,5 yL.mL™ e 6,250 yL.mL™, cujas colunas estéo representadas pelas
letras “b”, “b” e “b,d”, a bactéria cresceu menos que no controle positivo, enquanto nas
concentragbes de 3,125 uyL.mL™, 1,563 pL.mL™ e 0,781 pL.mL™, com colunas

[{PRl)

representadas pela letra “c” a bactéria cresceu mais do que no controle positivo. Na

concentracdo de 6,250 yL.mL™ a bactéria apresentou comportamento diferente das

demais concentragdes visto que sua coluna esta representada pelas letras “b,d”.

Figura 13 — E. Coli em Mistura de Oleos Essenciais CIT-AND 1:1
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Realizou-se entdo, o teste de Tukey com as concentracfes em que a bactéria
apresentou crescimento menor que o controle positivo. Como mostra o Quadro 12,
apenas houve diferenca significativa na comparacao entre as concentracdoes de 25
uL.mL™ e 6,250 pyL.mL™.
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Quadro 12 — Teste de Tukey para E. coli em Mistura CIT-AND 1:1 (p < 0,05)

Comparagdes Resultado Diferenca Significativa
25X 12,5 yL.mL™ 0,01033 Néo
25 X 6,250 pL.mL™ 0,02167 Sim
12,5 X 6,250 yL.mL™ 0,01133 Néo

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Foi feito também um teste com a bactéria S. aureus em uma mistura entre uma
medida do 6leo de citronela e uma medida do 6leo de andiroba nas concentracdes de
25 yL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 pL.mL™, 3,125 pL.mL™, 1,563 pL.mL™ e 0,781
pML.mL™. O teste de Dunnett indicou que ndo houve nenhuma diferenca significativa

nas concentracoes testadas, como demonstra o Quadro 13.

Quadro 13 — Teste de Dunnett para S. aureus em Mistura CIT-AND 1:2 (p < 0,05)

Comparacgdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 yL.mL™ 0,07733 Nao
CP X 12,5 pL. mL™ 0,04200 Nao
CP X 6,250 pL.mL™ -0,09967 Nao
CP X 3,125 pL.mL™ -0,05833 Nao
CP X 1,563 pL.mL™ -0,01700 Nao
CP X 0,781 pL.mL™ 0,05033 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

A Figura 14 mostra que o comportamento da bactéria S. aureus frente a mistura
de Oleos essenciais na proporcao 1:2 foi estatisticamente semelhante ao
comportamento da bactéria no controle positivo, ou seja, essa mistura ndo conseguiu
diminuir o crescimento da bactéria em todas as concentracdes testadas. Todas as
colunas que representam as concentracfes da mistura testada apresentam a letra “a”,

bem como o controle positivo, como € possivel observar na Figura 14, a seguir.
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Figura 14 — S. Aureus em Mistura de Oleos Essenciais CIT-AND 1:2
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Testou-se também a mistura de uma medida de citronela e duas de andiroba,
nas concentracdes de 25 uyL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 pyL.mL™, 3,125 yL.mL™, 1,563
pL.mL™ e 0,781 yL.mL™ na bactéria E. coli. O teste de Dunnett demonstrou que
também nao houve diferencas significativas nas concentragcdes testadas, conforme

apresenta o Quadro 14.

Quadro 14 — Teste de Dunnett para E. coli em Mistura CIT-AND 1:2 (p < 0,05)

Comparacbes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 yL.mL™ 0,1667 Nao
CP X 12,5 pL.mL™ 0,1353 Nao
CP X 6,250 yL.mL™" 0,05633 Nao
CP X 3,125 yL.mL™ -0,02467 Nao
CP X 1,563 yL.mL™" -0,0370 Nao
CP X 0,781 yL.mL™" -0,1763 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

A bactéria E. coli frente a mistura dos Oleos de citronela e andiroba na
proporcao de 1:2, em todas as concentracdes testadas, comportou-se de maneira
estatisticamente semelhante a bactéria no controle positivo. Como pode-se observar
na Figura 15, a bactéria teve um crescimento, visto que todas as colunas estéo

representadas pela letra “a”, igualmente ao controle positivo.
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Figura 15 — E. Coli em Mistura de Oleos Essenciais CIT-AND 1:2
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5 %
E importante destacar que, diante de uma maior quantidade do Oleo de

andiroba, as duas bactérias apresentaram comportamento semelhante ao controle
positivo, 0 que pode ter acontecido devido ao fato de o 6leo de andiroba ter inibido o
efeito do Oleo de citronela, visto que este quando testado puro na bactéria E. coli
conseguiu diminuir o seu crescimento.

Outra mistura entre os 0leos essenciais foi testada, agora com duas medidas
do oleo de citronela e uma do 6leo de andiroba na bactéria S. aureus, nas
concentragdes de de 25 yL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 pyL.mL™", 3,125 yL.mL™, 1,563
ML.mL™ e 0,781 uL.mL™. Conforme o teste de Dunnett apresentado no Quadro 15,

apenas a concentragao de 6,250 uL.mL™" apresentou diferencga significativa.

Quadro 15 — Teste de Dunnett para S. aureus em Mistura CIT-AND 2:1 (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ 0,1227 Nao
CP X 12,5 pL.mL™ 0,1190 Nao
CP X 6,250 pL.mL™ -0,2433 Sim
CP X 3,125 pL.mL™ -0,07983 Nao
CP X 1,563 pL.mL™ -0,06200 Nao
CP X 0,781 pL.mL™ -0,0130 Nao

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

Na Figura 16, tem-se que a concentracdo de 6,250 uL.mL™ apresentou
crescimento diferente das demais, sendo representada pela letra “b”. No entanto,
pode-se observar que esta coluna apresenta crescimento maior que 0 controle

positivo. Este resultado pode ser explicado por uma contaminagao na placa onde
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realizou-se o teste. As outras concentracdes testadas apresentaram comportamento
estatisticamente semelhante ao controle positivo, onde a bactéria apresentou
crescimento. Como o objetivo desse estudo € a diminuicdo do crescimento, esse

resultado foi desconsiderado e nédo foi necessario realizar o teste de Tukey.

Figura 16 — S. Aureus em Mistura de Oleos Essenciais CIT-AND 2:1
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Por ultimo, foi realizado o teste da bactéria E. coli na mistura de duas medidas
de Oleo de citronela e uma medida de 6leo de andiroba, nas concentracdes de de 25
pL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 pL.mL™, 3,125 pL.mL™, 1,563 yL.mL™ € 0,781 yL.mL™.
O teste de Dunnettindicou que as concentra¢des de 25 yL.mL™, 3,125 uL.mL™, 1,563
ML.mL™ e 0,781 uL.mL™ apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao

controle positivo, como pode-se observar no Quadro 16.

Quadro 16 — Teste de Dunnett para E. coli em Mistura CIT-AND 2:1 (p < 0,05)

Comparacdes Resultado Diferenca Significativa
CP X 25 pL.mL™ 0,1707 Sim
CP X 12,5 pL.mL™ 0,1403 Nao
CP X 6,250 pL.mL™ -0,05150 Nao
CP X 3,125 pL.mL™ -0,3623 Sim
CP X 1,563 pL.mL™ -0,4320 Sim
CP X 0,781 pL.mL™ -0,1757 Sim

Fonte: Pesquisa de Campo (2017).

No entanto, apenas na concentracdo de 25 pL.mL™ a bactéria E. coli
apresentou crescimento menor do que no controle positivo, representado pela letra
“b”, que indica comportamento diferente do controle positivo. Nas concentragdes de

12,5 yL.mL™ e 6,250 yL.mL™ a bactéria apresentou comportamento semelhante ao
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controle positivo representados pela letra “a”, enquanto as concentragcbes de 3,125
pL.mL™, 1,563 pL.mL™ e 0,781 yL.mL™ o comportamento foi diferente do controle
positivo, representados pela letra “c”. Contudo, o Unico resultado que interessa a esse
trabalho é o encontrado na concentracdo de 25 yL.mL™, onde se obteve um
crescimento menor da bactéria do que no controle positivo. Deste modo, ndo foi
necessario realizar o teste de Tukey, visto que ndo h& outra concentracao para ser
comparada. A Figura 17 apresenta o comportamento da bactéria E. coli na mistura de

Oleos essenciais na proporgéo 2:1.

Figura 17 — E. Coli em Mistura de Oleos Essenciais CIT-AND 2:1
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Diante de tais resultados, pode-se constatar que: o 6leo de citronela puro
obteve melhores resultados com relacdo a diminuicdo do crescimento da bactéria E.
coli, nas concentragdes de 25 yL.mL™, 12,5 yL.mL™, 6,250 yL.mL™", 3,125 pL.mL™,
1,563 yL.mL™ e 0,781 pL.mL™; a mistura dos Oleos de citronela e andiroba na
proporcao 1:1 obteve melhores resultados na diminui¢cdo do crescimento das bactérias
S. aureus e E. coli nas concentragfes de 25 uyL.mL™, 12,5 yL.mL™ e 6,250 yL.mL™; e
a mistura dos Oleos de citronela e andiroba na proporcédo de 2:1 obteve melhores
resultados na diminuicdo do crescimento da bactéria  E. coli na concentracdo de 25
ML.mL™.

No estudo realizado por Machado, Pereira e Seixas (2016) o 6leo de andiroba
nao apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, e Salmonella entérica. Segundo os autores, varios fatores podem ter

contribuido para esses resultados, como a extracdo inadequada do 6leo, adicdo de
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outros 6leos, 0 mau armazenamento do 6leo ou até a oxidacao devido a presenca de
luz e exposicao ao oxigénio do ambiente.

Em outro estudo, realizado por Packer e Luz (2007), o 6leo de andiroba também
ndo apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. No estudo de
Goncalves (2007) as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri e Staphylococcus spp,
apresentaram resisténcia ao extrato hidroalcodlico de andiroba.

Rodrigues et al. (2016) também ndo encontraram atividade antimicrobiana do
oleo de andiroba frente a bactéria S. aureus. Deste modo, pode-se concluir que uma
grande diversidade de bactérias apresenta resisténcia ao 0leo de andiroba. Todos os
estudos mencionados reforgcam os resultados encontrados no presente estudo, visto
gue o oOleo de andiroba ndo conseguiu obter um crescimento menor do que o do
controle positivo das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Com relacéo ao Oleo de citronela, o estudo de Oliveira et al. (2011) encontrou-
se atividade antimicrobiana do Oleo de citronela frente a bactéria Listeria
monocytogenes. No estudo de Silveira et al. (2012) o 6leo essencial de citronela
apresentou inibicdo nas seguintes bactérias: S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus,
B. subtilis, E.faecalis, Y.enterocolitica e P.vulgaris. As maiores zonas de inibicdo foram
encontradas nas espécies gram-positivas (S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus e
B. subtilis), e a atividade antimicrobiana na S. aureus foi equivalente a da ampicilina.

O estudo realizado por Scherer et al. (2009) encontrou uma acdo antimicrobiana
de moderada a forte nas bactérias S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. Thyphimurium
e C. perfringens. Oussalah et al. (2007) realizaram estudo onde o 6leo essencial de
citronela apresentou inibicdo das bactérias S. aureus, E. coli, e S. Thyphimurium. Bem
como no presente estudo, as pesquisas citadas apresentaram resultados positivos
guanto a atividade antimicrobiana do Oleo de citronela, que conseguiu obter um
crescimento da bactéria E. coli menor que no controle positivo. Assim, estes estudos

confirmam os resultados encontrados neste trabalho.

6 CONSIDERACOES FINAIS
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O objetivo geral desse estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de citronela e andiroba em cepas clinicas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Através dos experimentos realizados foi possivel analisar a atividade
dos 6leos de citronela e andiroba e das misturas entre eles, nas diferentes propor¢des
e concentracdes testadas, no crescimento das bactérias. Pode-se observar com esses
experimentos que em algumas concentragdes dos 6leos o crescimento da bactéria foi
menor que no controle positivo, enquanto houve concentragées em que o crescimento
foi semelhante ao do controle positivo, e também houve concentracdes em que este
crescimento foi maior que no controle positivo. Desse modo pode-se concluir que o
objetivo geral do estudo foi alcangado.

Quanto ao objetivo especifico “Avaliar a atividade antimicrobiana do o6leo
essencial de andiroba em cepas clinicas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli”, foi possivel observar que o 6leo de andiroba nao apresentou resultados
significativos quanto a diminuicdo do crescimento das bactérias S. aureus e E. coli,
gue apresentaram crescimento estatisticamente semelhante ao controle positivo em
todas as concentracoes testadas.

Com relagao ao objetivo especifico “Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de citronela em cepas clinicas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli”,
foi possivel verificar que o Oleo de citronela em todas as concentracdes testadas nao
apresentou resultados significativos com relacdo a diminuicdo do crescimento da
bactéria S. aureus, visto que essa apresentou crescimento estatisticamente
semelhante ao controle positivo. No entanto, o 6leo de citronela apresentou resultados
significativos no que diz respeito ao crescimento da bactéria E. coli, onde conseguiu
obter um crescimento menor que no controle positivo em todas as concentracdes
testadas.

No que diz respeito ao objetivo especifico “Avaliar os efeitos sobre a atividade
antimicrobiana individual, da mistura dos 6leos essenciais de citronela e andiroba nas
proporcoes de 1:1, 1:2 e 2:1 sobre as cepas clinicas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli”, verificou-se que a mistura dos 6leos de citronela e andiroba na
proporcao 1:1 obteve resultados significativos quanto a diminuicdo do crescimento das
bactérias S. aureus e E. coli apenas nas concentragdes de 25 yL.mL™, 12,5 yL.mL™
e 6,250 uL.mL™, onde estas cresceram menos que no controle positivo. A mistura dos

Oleos de citronela e andiroba na proporcédo 1:2 ndo obteve resultados significativos na
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diminuicdo do crescimento das bactérias S. aureus e E. coli em todas as
concentragdes testadas, visto que cresceram de maneira estatisticamente semelhante
ao controle positivo. A mistura dos 6leos de citronela e andiroba na proporcéo de 2:1
obteve resultados significativos na diminuicdo do crescimento da bactéria E. coli
apenas na concentragao de 25 yL.mL™, onde esta cresceu menos que no controle
positivo, enquanto na bactéria S. aureus nao foi possivel diminuir o seu crescimento
em todas as concentracoes testadas.

Assim, pode-se concluir que, no que se refere aos testes realizados com os
Oleos essenciais puros, apenas o 6leo de citronela em todas as concentracdes
testadas na bactéria E. coli apresentou resultado positivo para esse estudo. O 6leo de
andiroba nao apresentou resultados positivos para nenhuma das bactérias. Contudo,
0 sinergismo entre o0 6leo de andiroba e o 6leo de citronela obteve resultados positivos
para esse estudo em algumas das proporcbes testadas. A propor¢cao de 1:1
apresentou resultado positivo para esse estudo nas bactérias S. aureus e E. coli. E a
proporcao de 2:1 apresentou resultado positivo na bactéria E. coli. Na proporgéo 1:2
nao foi possivel obter resultado positivo, o que pode ter acontecido por conta da maior

guantidade de 6leo de andiroba, que pode ter inibido o efeito do dleo de citronela.
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