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Analise da composi¢ao quimica e atividade antibacteriana do dleo essencial de

Melaleuca alternifolia cultivada em Realeza, no Sudoeste Paranaense

Analysis of the chemical composition and antibacterial activity of the essential oil of

Melaleuca alternifolia cultivated in Realeza, in the Southwest of Parana
Tayna Eloise Lopes de Oliveira', Fagner Luiz Da Costa Freitas'*

RESUMO

A pesquisa avaliou os efeitos antibacterianos do 6leo essencial de melaleuca contra cepas
padrdes de S. aureus e E. coli. A planta foi cultivada no municipio de Realeza, PR, tendo
seu Oleo essencial extraido por meio da técnica de arraste a vapor € sua composi¢ao
cromatografica analisada por cromatdgrafo de fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Nas condigdes experimentais supracitadas, o OEM apresentou rendimento de 1%,
22 componentes quimicos € quimiotipos terpinen-4-ol, a-terpineno e y-terpineno quando
obtido no outono pela técnica de arraste a vapor. A avaliacdo microbioldgica evidenciou
susceptibilidade bacteriana ao OEM dependente da cepa envolvida nos testes laboratoriais.
No caso do S. aureus, as CIMs e CBMs variaram de 2,08% a 10,41% e 3,13% a 12,5%,
respectivamente. Para as cepas de E. coli, os valores de CIMs e CBMs variaram de 6,25%
a 20,83% e de 12,5% a 20,83%, respectivamente. E de suma importancia que técnicas
biotecnoldgicas sejam desenvolvidas para otimizacdo da eficacia dos OEs frente aos
microrganismos que apresentem CIMs e CBMs elevados.

Palavras-chave: Arvore do cha. Staphylococcus aureus. Escherichia coli.

ABSTRACT

The study evaluated the antibacterial effects of tea tree essential oil against standard strains
of S. aureus and E. coli. The plant was grown in the city of Realeza, PR, and its essential
oil was extracted using the steam distillation technique and its chromatographic
composition was analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. Under
the afore mentioned experimental conditions, the OEM presented a yield of 1%, 22
chemical components and chemotypes terpinen-4-ol, a-terpinene and y-terpinene when
obtained in the autumn by the steam distillation technique. The microbiological evaluation
showed bacterial susceptibility to the OEM depending on the strain involved in the
laboratory tests. In the case of S. aureus, the MICs and MBCs ranged from 2.08% to
10.41% and 3.13% to 12.5%, respectively. For E. coli strains, MIC and MBC values

ranged from 6.25% to 20.83% and from 12.5% to 20.83%, respectively. It is extremely
important that biotechnological techniques be developed to optimize the efficacy of EOs
against microorganisms that present high MICs and MBCs.

Keywords: Tea tree. Staphylococcus aureus. Escherichia coli.

1Universidade Federal da Fronteira Sul, CEP: 85770-000, Realeza, PR, Brasil.
*E-mail: fagner.freitas@uffs.edu.br. Autor para correspondéncia



INTRODUCAO

A Melaleuca alternifolia (Myrtaceae), ¢ uma espécie de arvore nativa da costa
subtropical nordeste australiana, encontrada em toda a América do Sul e no Oeste da
fndia'?. A planta floresce, principalmente, em areas pantanosas ou proximas a rios e pode
atingir cerca de sete metros de altura, possui um tronco esbelto com casca fina, suas folhas
sdo longas, estreitas e pontiagudas, sendo comumente conhecida como “arvore de chad” e
“tea tree”™.

O uso terapéutico da planta t€ém seus primeiros relatos pelos povos aborigenes
australianos Bundjalung, do Norte de Nova Gales do Sul, que inalavam folhas esmagadas
da planta para curar resfriados e tosses, além de utilizar a infusdo das suas folhas para
dores de garganta, afecgdes de pele e feridas®.

Os o6leos essenciais (OEs) sao metabolitos secundarios das plantas extraidos em
forma de liquido, naturais, aromaticos e volateis, que podem ser obtidos de varias partes
das plantas, principalmente, folhas e flores®. O 6leo essencial de melaleuca (OEM) possui
atividade  antiinflamatéria, antioxidante, antibacteriana, antifingica, antiviral,
antiprotozodria e antitumoral*®’, sendo utilizado na formula¢do de farmacos e cosméticos
indicados para infec¢des de vias aéreas, pele (tinea e acne), orais (herpes labial e
candidiase oral), vaginais (candidiase), lesdes e queimaduras'’, ou ainda como
antissépticos e repelentes®'.

O OEM contém mais de 100 componentes, tais como monoterpenos,
sesquiterpenos € compostos fendlicos, sendo o terpinen-4-ol a substadncia mais
abundante®®, presente em 30-40% de sua composi¢do®’. As propriedades antibacterianas
do OEM sio atribuidas principalmente ao terpinen-4-ol e sua poténcia varia de acordo com
0 microrganismo, sendo as bactérias gram-positivas mais suscetiveis que as gram-
negativas®.

Nas ultimas décadas, Escherichia coli e Staphylococcus aureus t€m sido
responsaveis pelo maior nimero de surtos de casos e dbitos em escala global. Para mitigar
0s riscos a saude e as repercussdes econOmicas associadas a emergéncia desses patdgenos,
a adocdo de alternativas antibacterianas naturais surge como uma abordagem promissora
para o controle da incidéncia de bactérias patogénicas’.

A Dbactéria S. aureus é uma espécie de bactéria pertencente a familia
Micrococcaceae spp., gram-positiva, possui formato de cocos e arranjo tipo “cacho de
uvas”, imoéveis, anaerobios facultativos, geralmente ndo capsuladas, sdo coagulase

positivos, p-hemoliticos, maltose e manitol positivos e formadores de colonias



pigmentadas®. Possui varios fatores de viruléncia, incluindo a formagio de biofilmes, que
podem conferir resisténcia a antibidticos mais potentes como a vancomicina € a
meticilina®. E um microrganismo comensal da pele, porém oportunista, esta relacionado
com diversos tipos de infec¢des em animais e humanos, sendo a segunda maior causa de
meningite’.

A bactéria E. coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae spp., ¢ gram-
negativa, em forma de bacilo, maioria s3o moveis, aerobias ou anaerobias facultativas e
nao esporuladas. Este grupo de bactérias colonizam o intestino dos mamiferos logo apos o
nascimento sem causar danos, sendo comensal e participando da sintese de vitamina K ¢ B,
porém em situagdo de imunossupressdo ou de violacdo das barreiras gastrointestinais,
mesmo as cepas nao patogénicas podem causar infeccdes. As cepas patogénicas de E. coli
sdao microrganismos de importancia na etiologia de infec¢des hospitalares podendo causar
infecgdo urinaria, gastroenterites e septicemia’.

Frente a crescente resisténcia bacteriana a antibidticos e o potencial antibacteriano
do OEM, faz-se necessario estudos cientificos sobre o cultivo e a colheita da planta,
cromatografia do 6leo essencial, validagao terapéutica e sua aplicabilidade clinica. Além
disso, ha poucos estudos sobre as variaveis que podem afetar os aspectos qualitativos e
quantitativos do OEM em territdrio brasileiro.

Diante do exposto, esse trabalho analisou a composi¢do fitoquimica do OEM e a

sua atividade antibacteriana em cepas padroes de S. aureus ¢ E. coli.

MATERIAL E METODOS
Cultivo e colheita de plantas medicinais

O trabalho foi realizado no periodo compreendido entre Junho/2022 a Julho/2024,
na UFFS, Campus Realeza, PR, Brasil. As mudas de melaleuca (M. alternifolia) foram
instaladas em 5 linhas com 50 m de comprimento, 1,5 m entre plantas e 1,5 m entre linhas.
O solo foi adubado, semestralmente, com 10Mg ha' de matéria organica constituida por
cama de aviario, tendo adubagdo complementar apds a poda (30 kg ha™). A colheita foi

realizada por meio de poda manual com 90 dias durante o periodo de inflorescéncia.



Figura 1 — Cultivo de Melaleuca alternifolia no Setor de Areas Experimentais da Universidade Federal da
Fronteira Sul, Campus Realeza, sudoeste paranaense, Brasil.
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Extragdo do dleo essencial, Densidade Relativa e Analise Cromatogrdfica

A massa vegetal fresca foi submetida a técnica de destilacdo por arraste a vapor
para obtencdo do 6leo essencial. A densidade relativa do OEM foi realizada em triplicata
pela divisdo da massa pelo volume (Densidade = massa/volume) a 20 °C, conforme a
metodologia ISO 279:1998. O OE foi analisado com cromatografo de fase gasosa Agilent

MSD 5977, acoplada a espectrometria de massas.
Culturas e microrganismos

Foram usadas duas cepas padroes de Staphylococcus aureus: NP0O038 e NP0023;
quatro cepas padrdes de Escherichia coli: NP0022, ATCC25922, LB25922 e IC,
provenientes oriundos do Laboratorio de Pesquisas NB2 da Universidade Federal da

Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza, PR.
Padronizacdo do Inoculo

As culturas previamente estocadas em ultrafreezer (-85°C) em caldo BHI (Brain
Heart Infusion Broth) glicerinado (60%) foram reativadas e enriquecidas em BHI.
Posteriormente foram transferidas para caldo Mueller Hinton (CMH) e padronizadas para

turbidez equivalente 0,5 da escala de McFarland, correspondendo a 1,5 x 10* UFC mL™".
Determinagdo da susceptibilidade aos antimicrobianos (teste de disco-difusdo)

O teste de disco-difusdo, também conhecido como antibiograma, foi realizado



conforme metodologia desenvolvida por Kirby-Bauer de 1975, e preconizado pelo Clinical
Laboratory Standards Institute'’. O supramencionado teste, tem como principio basico a
difusdo do composto em teste na superficie de um agar a partir de um disco impregnado
com o mesmo, fornecendo resultados qualitativos ao categorizar as cepas bacterianas em
suscetiveis, intermediarias ou resistentes''. E um método fisico, onde o meio de cultura
solido contendo o microrganismo a ser testado ¢ desafiado pela substancia biologicamente
ativa, formando um halo de inibi¢do de crescimento do microrganismo'?. Os seus
resultados também sdo utilizados para orientar a terapia antimicrobiana adequada na
clinica médica e veterinaria®.

Para tal, o in6culo com o microrganismo a ser desafiado foi padronizado em 0,5
na escala McFarland (1,5 x 10* UFC mL") e foi semeado em toda extensdo da placa
contendo Agar Mueller-Hinton (AMH). Discos brancos estéreis com 6 mm de didmetro
contendo 10uL do OEM, assim como os discos de controle positivo e negativo, foram
alocados no meio de cultura, respeitando distancia adequada. O controle positivo foi
realizado com discos PEN10 (Penicilina G. 10UI) e a TET30 (Tetraciclina 30 mcg); o
controle negativo foi realizado com discos brancos estéreis contendo 10uL de agua
destilada estéril.

Para maior credibilidade, os testes foram realizados em triplicata. A incubacao foi
realizada a temperatura de 36 °C, durante 24 horas. A leitura foi realizada por meio de um
paquimetro digital (Vonder, Brasil) e comparada com valores padronizados nos manuais "
para indicacao de cepas bacterianas sensiveis (halo de inibigdo > 8 mm), intermediarias (6

— 8 mm) ou resistentes (< 6 mm) ao OEM.
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

A CIM ¢ definida como a menor concentragdo de um composto para inibir o
crescimento de um determinado microrganismo, ¢ um parametro farmacodindmico quase
hegemonico e muitas vezes o Unico usado para projetar a antibioticoterapia'®.

E conhecido que o método de preparagdo do indculo, tipo de meio, tamanho do
in6culo, temperatura e tempo de incubagdo podem influenciar nos valores de CIM, devido
a isso houve padronizagao do teste conforme as diretrizes do Clinical Laboratory Standards
Institute com modifica¢des'’.

Para a determinag¢do da CIM, foram utilizadas placas de 96 pogos, composta por

oito linhas indicadas em ordem alfabética de A-H e doze colunas numeradas de 1-12,



utilizando trés linhas de doze pocos para cada cepa de bactéria, conferindo em trés
triplicatas para cada cepa. Cada placa comportou duas cepas bacterianas. Foram pipetados
100uL de caldo BHI em cada um dos pogos utilizados de n°1-12, 100uL de OEM a 50%
nos pogos n°2, onde foram realizadas dilui¢cdes seriadas até pogo n°11, em que cada pogo
contétm metade da concentragdo do OEM do pogo anterior. Posteriormente, foram
pipetados 10uL da cepa bacteriana nos pogos 1-11. Sendo assim, os pogos da coluna n°l
foram utilizados como o controle positivo para o inéculo e a coluna n°12 foi utilizada
como controle negativo conferindo esterilizagao do meio de cultura.

Ap6s diluicdes e pipetagem do indculo ajustado a 0,5 na escala McFarland, a
absorbancia foi medida em espectrofotdometro na densidade dptica (D.O.) de 625 nm para
obtencdo da absorbancia inicial. Em seguida as placas foram incubadas em estufa de
crescimento microbiano durante 24 horas a 36 °C com posterior leitura em
espectrofotometro com D.O 625nm.

A CIM foi representada pela diferenca na absorbancia do OEM na leitura final em
comparagdo a inicial no espectrofotometro. Tal diferenga indica o crescimento e
consequentemente a viabilidade da cepa. Para uma confirmacdo da CIM, foi utilizado a
resazurina como indicador de crescimento. Quando a resazurina (azul) ndo for reduzida a
resorufina (rosa) fica constatado o efeito inibitdrio e quando o corante sofreu modificacao
para a cor rosa, indicou uma reacao de 6xido-redugdo evidenciando a viabilidade celular; a
mudanga de coloragdo do azul para rosa foi registrada como crescimento bacteriano'>'®. Os
procedimentos foram realizados em triplicata e o resultado se deu por média aritmética
simples.

A CBM ¢ a estimativa mais comum para avaliar a atividade bactericida e ¢
definida como a menor concentracao de um composto capaz de produzir 98% - 99,99% de
efeito letal quando comparado a populagdo microbiana inicial’’. O teste do CBM foi
realizado a partir dos pogos onde nao houve crescimento no CIM. Aliquotas com 10puL
foram semeadas em agar Mueller Hinton (AMH), seguido de incubagdo a 35+ 2°C/24 h
(triplicata). Apos incubacdo foram enumeradas as unidades formadoras de colonias (UFC).
A concentracdo mais baixa na qual ndo houve crescimento bacteriano visivel em agar foi

considerado o CBM.
RESULTADOS

O OEM apresentou rendimento de 1%, densidade de 0,890 g mL™ e 22 (vinte e

dois) componentes quimicos: o-tujeno, a-pineno, B-tujeno, P-pineno, P-mirceno, o-
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felandreno, o-terpineno, p-cimeno, limoneno, eucaliptol (1,8 cineol), vy-terpineno,
fenchona, terpinen-4-ol, a-terpineol, a-gurjuneno, [-cariofileno, aromandendreno,

aloaromadendreno, viridifloreno, d-cadineno, cubeneno e 6xido de cariofileno.

Tabela 1 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) cultivado no municipio de Realeza, sudoeste paranaense, ¢ colhidas no
outono, Brasil 2023.

Constituintes quimicos Area relativa (%)

Cubeneno 0,12
Oxido de Cariofileno 0,17
B-Tujeno 0,33
B-Cariofileno 0,34
a-Gurjuneno 0,38
Aloaromadendreno 0,45
o-Felandreno 0,58
B-Pineno 0,77
B-Mirceno 0,79
Viridifloreno 1,02
a-Tujeno 1,27

&-Cadineno 1,3
Aromandendreno 1,31
a-Terpineol 2,07
Eucaliptol 2,19
Limoneno 2,24
p-Cimeno 3,16
o-Pineno 3,17
Fenchona 422
v-Terpineno 21,81
a-Terpineno 24,71
Terpinen-4-ol 26,91

Total 99,31%

Em relacdo as concentragdes encontradas de cada componente quimico na amostra
de OEM, o terpinen-4-ol foi o componente que obteve a maior concentraciao (26,91%),
seguido pelo a-terpineno (24,71%) e y-terpineno (21,81%).

Todas as cepas bacterianas foram sensiveis ao OEM no teste disco-difusdo e
seguiram para a microdilui¢do para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Bactericida Minima (CBM).

A Tabela 2 apresenta os valores de CIM e CBM do OEM contra as cepas testes de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. No caso do S. aureus, as CIM’s e CBM’s
variaram de 2,08% a 10,41% e 3,13% a 12,5%, respectivamente. Para as cepas de E. coli,
os valores de CIM e CBM variaram de 6,25% a 20,83% e de 12,5% a 20,83%,
respectivamente.

A cepa gram-positiva mais sensivel ao OEM foi a S. aureus NP0038 apresentando
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CIM de 2,08% e CBM de 3,13%. As cepas LB25922 e a IC foram as duas cepas de E. coli
mais sensiveis ao OEM, ambas apresentando CIM de 6,25% e CBM de 12,5%.

Tabela 2 - Valores de Concentraggo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) do OEM, expressos em porcentagem (%) e ug/ul, contra cepas padroes de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, Realeza, Estado do Parand, Brasil, 2024.

. ) CIM CBM
Microrganismos

% (ng/nl) % (ng/nl)
Cepas de S. aureus
NP0023 10,41 92650 12,5 112500
NP0038 2,08 18510 3,13 27850
Cepas de E. coli
NP0022 9,37 83450 17,71 127600
LB25922 6,25 55625 12,5 111250
ATCC25922 20,83 185380 20,83 185400
IC 6,25 55625 12,5 111250

DISCUSSAO

O OEM utilizado no presente estudo apresentou 22 componentes quimicos com
destaque para maior quantidade de componentes terpénicos, principalmente, o terpinen-4-
ol (26,9%) que, somado ao y-Terpineno (21,81%) e a-Terpineno (24,71%), representaram
73,42% da composi¢do. E importante ressaltar que a Organizagdo Internacional de
Padronizagdo (ISO)'® preconiza que o OEM apresente, no minimo, 15 componentes
quimicos com predominancia de terpinen-4-ol (35 a 48%), sendo notério que o OEM
testado apresenta qualidades compativeis com as normativas internacionais, exceto para o
teor de terpinen-4-ol que apresentou menor porcentagem quando comparado com a ISO™.
Entretanto, se considerarmos as concentragdes dos trés componentes majoritarios, veremos
que o OEM avaliado no presente estudo apresentou valores superiores (73,42%) aos
autores supracitados nos quais apresentaram concentragdes variando entre x e y%. Trata-se
de um resultado relevante, tendo em vista que estes componentes terpénicos apresentam
acdo antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, antifungica, antiviral, antiprotozoaria,
antitumoral, diaforética, expectorante e inseticida’”*”.

Embora tenha uma vasta extensao, o territério brasileiro apresenta poucos estudos
relacionados ao cultivo e extragdo do OEM, sendo a maior parte das pesquisas
desenvolvidas com OEs comerciais de origem internacional. Na andlise de doze amostras
de o6leo essencial no trabalho realizado por Castelo ef al. (2013)', no Distrito Federal —
Brasil, foram identificados os seguintes compostos como principais: terpinen-4-ol (36,6%),

y-terpineno (18,2%), a-terpineno (7,1%), p-cimeno (5,5%), a-terpinoleno (3,0%), e a-
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terpineol (2,5%), eucaliptol (1,4%), limoneno (1,1%).

A composi¢do quimica do OEM depende do método de extracdo utilizado e da
regido de cultivo das amostras, porém variagdes ambientais que ocorrem tanto ao longo do
ano quanto ao decorrer do dia, tais como mudangas na taxa de umidade relativa do ar,
intensidade da luz solar ou concentragao dos nutrientes do solo podem afetar a producao de
Oleos essenciais alterando a concentragdo de seus compostos'2.

No artigo publicado por Castelo ef al. (2013)', ¢ elucidado que o deficit hidrico
diminui a produgdo de biomassa e, consequentemente, diminui o rendimento do 6leo,
sendo os periodos mais imidos e com pluviosidade mais alta, aliados ao fato da espécie ser
de areas pantanosas, as melhores condi¢des para a producdo do OEM. Desta forma, ¢
possivel que a extragdo do OEM no outono seja o responsavel pela concentragdo reduzida
de terpinen-4-ol (26,9%), anteriormente mencionado nesta discussdo, sendo necessario
estudos que relacionem a composicao quimica do OEM com as diferentes estagdes do ano
na area utilizada para o cultivo da planta.

No trabalho realizado na provincia chinesa por Zhang et al. (2018)?, os principais
componentes do OEM foram o terpineno-4-ol (31,11%), y-terpineno (25,30%) ¢ a —
terpineno (12,70%).

A atividade antimicrobiana do OEM ¢ conferida pelo terpinen-4-ol, que devido a
sua forte hidrofobicidade, interage com os lipideos da membrana dos microrganismos
patogénicos® e induz a inibi¢do da respiragdo bacteriana, a perturbacdo na integridade
estrutural da membrana celular, e também a inducdo de vazamento de ions potéssio,
interferindo na fisiologia bacteriana e resultando na morte celular’’. Entretanto, ndo
podemos desconsiderar os demais constituintes do OEM que, por menor que sejam suas
concentracdes, sao fundamentais para uma acdo sinérgica e efetiva contra os
microrganismos™* ",

Os nossos resultados evidenciaram que a susceptibilidade da bactéria ao OEM
depende da cepa envolvida nos testes laboratoriais. Isto pode ser observado nas duas cepas
testes de S. aureus, nas quais apresentaram valores de CIMs, completamente distintos,
sendo a cepa NP0038 mais sensivel ao OEM quando comparado com a cepa NP0023. O
mesmo foi observado para as cepas de E. coli LB25922 e IC que apresentaram maior
sensibilidade quando comparado com as cepas NP0022 e ATCC25922. Em relagdo aos
efeitos bactericidas, nota-se que a maior CBM obtida para as cepas de S. aureus (12,5%
NP0023) foi igual a menor CBM obtida para E. coli (LB25922 e IC). As bactérias gram-

positivas sdo mais suscetiveis aos agentes antimicrobianos, pois possuem apenas uma
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camada exterior facilitando a interagdo entre agentes externos com a membrana plasmatica,
tornando-as mais frageis, entretanto, as gram-negativas possuem uma membrana adicional
de protecdo da membrana plasmatica interior, com mais lipopolissacarideos tornando-as
mais resistentes”. A diversidade de compostos quimicos do OEM reduz a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos, tendo em vista a necessidade de
varias mutagdes simultaneas para superar as agdes antimicrobianas dos seus componentes

contra a parede bacteriana®.

CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais supracitadas, o OEM oriundo de plantas cultivadas no
municipio de Realeza, sudoeste paranaense, apresenta rendimento de 1%, 22 componentes
quimicos e quimiotipos terpinen-4-ol, a-terpineno e y-terpineno quando obtido no outono
pela técnica de arraste a vapor. A avaliagdo microbiologica evidenciou susceptibilidade
bacteriana ao OEM dependente da cepa envolvida nos testes laboratoriais. No caso do S.
aureus, as CIMs e CBMs variaram de 2,08% a 10,41% e 3,13% a 12,5%, respectivamente.
Para as cepas de E. coli, os valores de CIMs e CBMs variaram de 6,25% a 20,83% e de
12,5% a 20,83%, respectivamente. E de suma importancia que técnicas biotecnologicas
sejam desenvolvidas para otimizagdo da eficacia dos OEs frente aos microrganismos que

apresentem CIMs e CBMs elevados.
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