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Analise da composicao quimica e atividade antibacteriana do éleo essencial de

Rosmarinus officinalis contra cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Analysis of the chemical composition and antibacterial activity of Rosmarinus officinalis

essential oil against strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli
Luan Carlos Machado', Fagner Luiz da Costa Freitas'*

RESUMO

A pesquisa avaliou os efeitos antibacterianos do 6leo essencial de alecrim (OEA) contra
cepas padroes 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 e sua composi¢ao
cromatografica analisada por cromatdgrafo de fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Nas condi¢cdes mencionadas, o OEA apresentou rendimento de 1%, 25 componentes
quimicos e quimiotipo o-pineno (43,94%) e eucaliptol (20,31%) quando obtido no outono
pela técnica de arraste a vapor. A avaliagdo microbioldgica evidenciou susceptibilidade
bacteriana ao OEA conforme a cepa envolvida nos testes laboratoriais. O OEA apresentou
rendimento de 1%, com 25 compostos quimicos, tendo o a-pineno (43,94%) e 1,8 cineol
(20,31%) como os dois majoritarios. Nesta pesquisa, todas as cepas testes de S. aureus
apresentaram CIMs satisfatorios, porém as CBMs foram elevadas. Em relagdo as cepas de E.
coli, houve variagdo nos valores de CIMs e CBMs conforme a cepa, havendo cepas mais
sensiveis (LB25922 e ATCC25922) a acdo bacteriostatica e bactericida; e cepas mais
resistentes (NP0022 e IC) cujos valores, tanto inibitdrios quanto bactericidas, foram elevados.

Palavras-chave: Alecrim. S. aureus. E. coli.

ABSTRACT

The research evaluated the antibacterial effects of rosemary essential oil (OEA) against
standard strains of S. aureus and E. coli. The plant was cultivated in the municipality of
Realeza, PR, Brazil, and its essential oil was extracted by steam dragging technique and its
chromatographic composition was analyzed by a gas chromatograph coupled to mass
spectrometry. Under the conditions mentioned, AEO showed a yield of 1%, 25 chemical
components and chemotype a-pinene (43.94%) and eucalyptol (20.31%) when obtained in
the autumn by the steam drag technique. The microbiological evaluation showed bacterial
susceptibility to AEO according to the strain involved in the laboratory tests. OEA showed a
yield of 1%, with 25 chemical compounds, with a-pinene (43.94%) and 1.8 cineole (20.31%)
as the two majoritarians. In this study, all test strains of S. aureus showed satisfactory MICS,
but MBCs were high. Regarding the E. coli strains, there was variation in the values of MIC

and MBC according to the strain, with strains that were more sensitive (LB25922 and
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ATCC25922) to bacteriostatic and bactericidal action; and more resistant strains (NP0022

and IC) whose values, both inhibitory and bactericidal, were high.

Keywords: Rosemary . S. aureus. E. coli.

INTRODUCAO

O alecrim (Rosmarinus officinalis) é uma planta da familia Lamiaceae’,
caracterizado por ser um arbusto perene, ereto, de formato arredondado, com folhas em
formato de agulha que sdo aromaticas e flores azuis claras a brancas mintsculas. A planta ¢
nativa de locais secos e rochosos em dreas mediterraneas do sul da Europa ao oeste da Asia,
se desenvolve bem em solos rochosos, bem drenados, de neutro a alcalino e com fertilidade
média’.

Compostos naturais a base de plantas sdo usados desde a antiguidade e, como os
efeitos colaterais sdo limitados, foram realizados varios estudos para desenvolvimento de
medicamentos com o passar do tempo. Além do alecrim ser um candidato potencial em
tratamentos Ayurvédicos, também ¢ utilizado como erva culinaria devido a sua fragrancia, e
pode ser utilizado na industria alimenticia como conservante natural, tendo também uso
medicinal e decorativo.’

Muitas biomoléculas sdo encontradas no oOleo essencial de alecrim (OEA),
destacando-se os polifendis, terpenos e flavondides, porém ¢ dificil associar suas
propriedades a compostos isolados, sendo a a¢do destes sinérgica’.

Os fitocompostos presentes no alecrim apresentam propriedades quimiopreventivas,
antiinflamatdrias, antimicrobianas e anti proliferativas, o OEA ¢ bactericida e antioxidante,
seu extrato atua como agente antifingico, antiviral e anti inflamatério que sdo atividades
conferidas pelos compostos fenolicos, ao passo que a acdo antioxidante e antimicrobiana ¢
conferida pela presenca de flavonoides, terpenoides e acidos fendlicos, mais especificamente
do 4cido carndsico e rosmarinico”.

A composi¢do quimica dos fitocompostos de alecrim varia de acordo com o
genotipo do alecrim, sendo influenciada por condicdes de cultivo, condigdes ambientais e de
extragdo, além da época da colheita’. Dentre a diversidade quimica de metabdlitos
secundarios, duas classificacdes de compostos se destacam, terpenos e fenois sdo moléculas
deficientes em oxigénio ao passo que élcalis sdo ricos em oxigénio. *

Os oleos essenciais (OEs) sao resultantes do metabolismo secundario de plantas, e



por terem componentes variados podem exercer maior atividade antimicrobiana se
comparados com componentes isolados, assim fica mais dificil de desenvolver resisténcia
bacteriana, uma vez que os OEs atingem diferentes alvos nos patdgenos °. E importante
ressaltar que os OEs agem de duas formas como agente antimicrobiano: bacteriostatico,
inibindo o crescimento de bactérias; bactericida, quando adicionado em grande quantidade,
leva a morte dos microrganismos, sendo o efeito bacteriostatico reversivel pela neutralizacido
do agente bacteriano; e o efeito bactericida, irreversivel pois causa a morte do
microrganismo. °

O objetivo deste trabalho foi determinar o perfil quimico e avaliar o potencial do
OEA como bacteriostatico e como bactericida contra cepas padrdo de Staphylococcus aureus
E Escherichia coli, como o OEA possui alta concentracdo de compostos como o mirceno,
pineno e eucaliptol que atuam como antimicrobianos, este pode ser uma alternativa frente aos
problemas de resisténcia bacteriana pelo uso indiscriminado de antibidticos na saude humana

¢ animal.

MATERIAL E METODOS
Cultivo e colheita de plantas medicinais

O trabalho foi realizado no periodo compreendido entre Junho/2023 a
Dezembro/2023, na UFFS, Campus Realeza, PR, Brasil. As mudas de alecrim (Rosmarinus
officinalis) foram instaladas em 5 linhas com 50m de comprimento, 1,5m entre plantas e
1,5m entre linhas. O solo foi adubado, semestralmente, com 10Mg ha-1 de matéria organica
constituida por cama de aviario, tendo adubagdo complementar apds a poda (30kg ha-1). A

colheita foi realizada por meio de podador elétrico.
Extragdo do odleo essencial, Densidade Relativa e Analise Cromatogrdfica

A massa vegetal fresca foi submetida a técnica de destilagdo por arraste a vapor para
obtencdo do oleo essencial. A densidade relativa do OEA foi realizada em triplicata pela
divisdo da massa pelo volume (Densidade = massa/volume) a 20 °C, conforme a metodologia
ISO 1342:1998. O OEA foi analisado com cromatdgrafo de fase gasosa Agilent MSD 5977,

acoplada a espectrometria de massas.



Culturas e microrganismos

Foram usadas cepas padrdes de Staphylococcus aureus (NP003S8, , LB25923, B24 ¢
NP0023) e de Escherichia coli (NP0022, ATCC25922 e LB25922) e uma cepa de E. coli
(isolado clinico - IC) provenientes do Laboratorio de Pesquisas NB2 da Universidade Federal

da Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza, PR.
Padronizacado 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.
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

A CIM ¢ definida como a menor concentracdo de um composto para inibir o
crescimento de um determinado microrganismo, ¢ um pardmetro farmacodindmico quase
hegemonico e muitas vezes o tnico usado para projetar a antibioticoterapia.® E conhecido
que o método de preparagcdo do indculo, tipo de meio, tamanho do indculo, temperatura e
tempo de incubagdo podem influenciar nos valores de CIM, devido a isso houve
padronizagdo do teste conforme as diretrizes do Clinical Laboratory Standards Institute com
modificagdes.

Para a determinagdo 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 pogos 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 OEA a 50% nos pogos n°2, onde foram
realizadas diluigdes seriadas até pogco n°ll, em que cada poco contém metade da
concentragdo do OEA do poco anterior. Posteriormente, foram pipetados 10uL da cepa
bacteriana nos pogos 1-11. Sendo assim, os pocos da coluna n°1 foram utilizados como o
controle positivo para o inoculo e a coluna n°l12 foi utilizada como controle negativo

conferindo esterilizagao do meio de cultura.



Apo6s diluigdes e pipetagem do indculo ajustado a 0,5 na escala McFarland, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro na densidade optica (D.O.) de 625nm 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 espectrofotdometro. Tal diferenga indica o crescimento e
consequentemente a viabilidade da cepa. Para uma confirmagdo da CIM, foi utilizado a
resazurina como indicador de crescimento. Quando a resazurina (azul) nao for reduzida a
resorufina (rosa) fica constatado o efeito inibitorio e quando o corante sofreu modificacio
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 concentragao de um composto capaz de produzir 98% - 99,99% de efeito letal
quando comparado a popula¢do microbiana inicial.’ O teste do CBM foi realizado a partir dos
pogos onde ndo houve crescimento no MIC. Aliquotas com 10uL foram semeadas em agar
Mueller Hinton (AMH), seguido de incubagdo a 35+ 2°C/24h (triplicata). Apos incubacao
foram enumeradas as unidades formadoras de colonias (UFC). A concentragdo mais baixa na

qual ndo houve crescimento bacteriano visivel em agar foi considerado o CBM.

RESULTADOS

Na analise quimica, o OEA apresentou 1% de rendimento, densidade 0.9 e 25
compostos quimicos (Tabela 1), destacando-se o o-pineno (43%) e eucaliptol (20%) por

serem os dois componentes majoritarios.

Tabela 1 - Perfil cromatografico do 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis cultivado no municipio
de Realeza, sudoeste paranaense, e colhidas no
outono, Brasil 2024.

Constituintes quimicos Area relativa (%)

Tricicleno 0,22




a-tujeno 0,24
Dihidrosabineno 0,69
B-pineno 2,84
B-mirceno 1,70
o-felandreno 0,29
o-terpineno 0,64
o-felandreno 0,58
p-Cimeno 2,01
y-Terpineno 1,24
Fenchona 1,02
Crisantenona 1,24
Canfora 1,84
Endo-Borneol 1,31
Acetato de isononila 0,33
Terpinen-4-ol 0,62
a-Terpineol 1,43
Geraniol 0,95
Acetato de bornila 0,8
B-cariofileno 1,38
Verbenona 3,4
Limoneno 421
Canfeno 5,74
1,8 cineol 20,31
0-pineno 43,94
Total 99,78%
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Na Tabela 2, ¢ possivel observar as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) e
Bactericidas Minimas (CBM) do OEA sobre as cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. No caso das cepas de S. aureus, o OEA apresentou CIMs variando entre
2,8% e 6,25%; e CBMs variando entre 16,6% e 25%. Ja para as cepas de E. coli, os valores
de CIMs variaram entre 3,13% e 25%; e CBMs variando entre 4,17% e 25%, conforme a

cepa.

Tabela 2 - Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida
Minima (CBM) do OEA, expressos em porcentagem (%) e pug/ul, contra cepas padrdes de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, Realeza, sudoeste paranaense, Brasil, 2024.

] , CIM | CBM
Microrganismos

Yo (ng/nh) Yo (ng/ph)
Cepas de S.aureus
LB25923 6,25 56250 16,6 149400
NP0038 3,13 28170 25 225000
B4 2,8 25,200 25 225000
Cepas de E.coli
NP0022 12,5 112500 12,5 112500
LB25922 4,17 37530 4,17 37530
ATCC25922 3,13 28170 4,17 37530
IC 25 225000 12,5 225000

DISCUSSAO

O OEA avaliado no presente trabalho apresentou rendimento e densidade satisfatorios
para o desenvolvimento das analises microbioldgicas. De maneira geral, o OEA preconizado
pela ISO 1342 apresenta o a-pineno e 1,8 cineol como componentes majoritarios, alterando
suas concentragcdoes e quantidade de componentes quimicos conforme o pais. No presente
estudo, o OEA apresentou os mesmos componentes quimicos majoritarios preconizados pela
ISO 1342, tendo quimiotipo a-pineno (43,94%) cujas concentragdes foram superiores quando

comparadas com o OEA espanhol (18 a 26%), Tunisiano ¢ Marroquino (9 a 14%). Embora o
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1,8 cineol (20.31%) esteja dentro dos limites estabelecidos para o OEA espanhol (17 a 25%)),
suas concentragdes foram inferiores ao preconizado para o OEA tunisiano e marroquino (38 a
55%).

A variagdo na composi¢cdo e concentracdo do OEA ¢ influenciado pela estacdo
climatica, periodo da colheita, partes da planta colhidas (folhas, caule, partes aéreas e flores),
condi¢des ecoldgicas da area de cultivo e processos pds-colheita, tais como armazenamento e
transporte. No trabalho realizado por Kogaq et al.* analisando OEA turco, os autores
observaram quimiotipo 1,8 cineol (35,36%), porém sem a presenca de o-pineno na
composi¢do. Considerando que o OEA teste foi obtido no outono, existe a possibilidade de
alteracdo dos componentes quimicos, € suas respectivas concentragdes, numa colheita
realizada em outra estagdo climatica.

O a-pineno ¢ o 1,8 cineol sd3o monoterpenos que representam os principais compostos
organicos volateis emitidos pelas plantas da familia Lamiaceae '®". Neste trabalho, o a-
pineno e o f-pineno, encontrados nesta pesquisa representando 46,78% da composi¢ado total,
sdo dois isdmeros estruturais do pineno com diversos relatos de efeitos antibioticos contra as
bactérias S. aureus e E. coli '"*. O 1,8-cineol também demonstrou atividade antibacteriana
contra vdarias cepas patogénicas Gram-positivas, incluindo S. aureus, assim como cepas
Gram-negativas, como E. coli, devido a sua capacidade de comprometer a permeabilizacdo
da membrana celular, além de causar regulacdo negativa de genes relacionados ao
metabolismo de carboidratos e proteinas de membrana no nivel de mRNA "?°. Na pesquisa
de Liu ", o 1,8-cineol mudou a forma e o tamanho da célula bacteriana Gram-negativa e
positiva, havendo apoptose (S. aureus) e necrose (E. coli). Os estudos desses autores
mostraram que o 1,8-cineol tem um efeito melhor contra E. coli porque, ao contrario do S.
aureus, suas c€lulas romperam a parede celular e a membrana devido a sua hidrofobicidade,
tornando as bactérias com membrana externa de lipopolissacarideo suscetiveis a esse
composto.

Nesta pesquisa, todas as cepas testes de S. aureus apresentaram CIMs satisfatorios
(2,8% a 6,25%), porém consideramos a CBMs elevada (16,6% a 25%), principalmente,
quando projeta-se o desenvolvimento de produtos medicamentosos sem comprometer a
estabilidade das formulas. No caso das cepas de E. coli, houve variagdo nos valores de CIMs
e CBMs conforme a cepa, sendo evidente que as cepas LB25922 e ATCC25922 foram mais
sensiveis a agdo bacteriostatica e bactericida do OEA quando comparadas com as cepas

NP0022 e IC cujos valores, tanto inibitorios quanto bactericidas, foram elevados.
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O baixo custo de producao associado a facil adaptacao da planta ao solo brasileiro e
consideravel atividade antimicrobiana comprovada, cientificamente, torna o OEA um
importante produto para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, podendo agir
como antimicrobiano natural ou restaurar a eficacia de medicamentos com acgao
comprometida ao longo dos anos, diminuindo sua CIM e ativando, novamente, seu efeito

terapéutico.

CONCLUSAO

O OEA proveniente das plantas cultivadas no municipio de Realeza, sudoeste do
Parana, apresentou rendimento de 1% na técnica de extragdo por arraste a vapor no periodo
de outono, com 25 compostos quimicos, tendo o a-pineno (43,94%) e 1,8 cineol (20,31%)
como os dois constituintes majoritarios. Nesta pesquisa, todas as cepas testes de S. aureus
apresentaram CIMs satisfatorios, porém as CBMs foram elevadas. Em relagdo as cepas de E.
coli, houve varia¢do nos valores de CIMs e CBMs conforme a cepa, havendo cepas mais
sensiveis (LB25922 e ATCC25922) a agdo bacteriostatica e bactericida; e cepas mais

resistentes (NP0022 e IC) cujos valores, tanto inibitdrios quanto bactericidas, foram elevados.
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