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RESUMO

0 presente trabalho propde a identificacdo de atividade antimichobiana em GLeos
essencials de plantos odordfenas da negido amazonica. As plantas que fonam seleciona-
das, quarteze ao todo, sac wsadas em banhos aromaticos e como desinfetantes de roupas e
awmanios. Entre nove hactanias patogénicas utifizadas para os ensaios, oh olfecs de Pi-
pen hispidinenvium, Abina nosaeodona o Alpinia speciosa aphesentaram atividade antibac-
teniana contra cinco destas bacternias, pelo menos. Separacac e purificacdo dos componen
tes volateis de P. hispidinervium ¢ A. rosaeodona fevaram a identifdcacae de sagrnof e
Linakol, nespectivamente, como sendo 0b reApensavedls pon esta atividade antimichobiana,
Quante ao oleo de A. speciosd, face a multiplicidade de constituintes na mistuka, mesmo
tendo-se conhecdmento de sua composicdo quimica, nac fod possivel relaciond-£os & ativi
dade antibacteniana chservada.

INTRODUGAD

0 trabalho teve como finalidade promover ensaios antimicrobianos em oleos essenci
ais obtidos de especies vegetais odoriferas usadas em produtos regionais, tipo perfumes
e saquinhos de cheiro artezanais, gue possuem acac desinfetante natural em bens domésti
cos, tais como, armarios, roupas, livros, etc. Estes produtes integram o comércio exis
tente nas principais cidades da regiao, em especial na cidade de Belem. Na pratica tém-
se observado gue preparagoes aromaticas, usadas com este fim, apresentampropriedades an
tibacterianas e antifdngicas. Parametros ambientais, tais como, © alto grau de umidade
e a elevada temperatura da regiao, determinam condicoes adeguadas parao desenvolvimento
de microorganismos. No entanto, estes parametros nac sao determinantes na conservagao
de bens domesticos, guando expostos a acao de microorganismos, se mantidos na presenca

de produtos odoriferos regionais.
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A propriedade germicida de Oleos essenciais € por demais conhecida, Dyche-Teagud
(1924) e Bryant {1924) verificaram que oleos perfunados e¢liminam bactérias patogénicas
secretadas pelas vias naseis. Penfold e Grant {1923 - 1927) estudaram slstematicamente
as propriedades desinfetantes de dleos essenciais australianos, Chofra et al.(1960) ang
lisaram alguns &leos essenciais de plantas medicinais indianas quanto a sua eficacia an
timicrobiana, usando o método do disco de papel de filtro para medir zonas de inibicao.
Maruzzella e Henry (1958) e Maruzzella (1963) investigaram a atividade de um ndmero ele
wado de oleos contra bacteérias ¢ fungos, em diferentes diluigoes e perfodos de tempopre
viamente estabelecidos, Raoc e Nigam (1970) usaram o método de difusao de agar para de-
terminar a eficiéncia antimicrobiana in vitro de Gleos essenciais. Jain & Kar {1972} su
gerem o uso de oleos essenciais com atividade bactericida para compor preparacoes derma
tologicas. Farnsworth (1966) publicou artigo de revisao relacionade com umatriagembio
logica e fitoquimica de plantas medicinais e, entre, varias produtoras de Oleos essen-
ciais.

Nestaetanaquatorse espécies vegetais foram selecionadas, dando énfase aquelas ma-
is difundidas nas cidades de Belem ¢ Manaus. Para os endaios bacteriologicos utilizou-

se nove cepas de bactérias patogénicas, responsaveis por infecgoes comuns.
PARTE EXPERINMENTAL

Material das plantas

A Tabela 1 apresenta dados de coleta e extragao, relativos a identificagdo botani
ca, nome vulgar da planta, orgae utilizado para a extracao, local de coleta e rendimen-
to em oleo essencial. Exemplares das especies vegetais estudadas encontram-se registra
dos e mantidos nos herbarios do INPA, em Manaus, e do MPEG, em Belém. 0 material moldo
e parcialmente seco, foi submetido a hidrodestilagao com vapor, de acordo com técnica
tradicional (Guenther, 1952). 0s Oleos essenciais obtidos foram secos na presenga  de
sulfato de sodio anidro, transferidos para ampolas escuras, fechadas em atmosfera de ni

trogénio e, mantidas em ambiente refrigerado.

Analise dos cleos essencials

0s oleos essenciais de P. hispidinervium, A. rosaeodora e A. speciosa foram subme
tidos a analise por CG Carlo Erba 3160, com ionizagdo de chama, usando uma coluna de si
tica, de 0,25 pm de SE-54. Hidrogenio foi usado como gas de arraste, regulado para for
necer uma velocidade linear de 33 cm/seg {medidos a ISODC) e fluxo compativel com a re-
lagao 20:1. Injecao de 2 pl no modo ''splitless' fol efetuada usando-se uma solugao em
n-hexano na proporgac de 1:1000, sequida de um intervalo de 30 seg para purgar o solven
te. A injecéo foi feita com a temperatura do forno em SOOC. Apos os 3 min iniciais, a
temperatura foi programada para fornecer 6°C/min até 230°. As fragdes 7-8, 10-11 e 14-
15 de P. hispidinervium e 19-24, 29-37 e 38-57 de A. rosaeodora cobtidas da separagac em
coluna de silica, foram analisadas em Varian 2440, com ionizagdo de chama: usando umz co
luna de ago inoxidavel de 3,0 x 0,32 m, empacotada com DEGS (10%) em Chromosorb W/AW,
Nitrogenio foi usado como gas de arraste com fluxo de 30 ml/min. Injegao de 1ul da fra-

¢ao bruta foi efetuada no mede "flash vaparization" A injecan foi feita com a tempera
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tura do forno a 170°C. 0Os Gleos essenciais foram submetidos 2 andlise em um sistema
CG/EM Finnigan 4000 com sistema de dades INCOS. Uma celuna capilar de ={lica, idéntica
aquela usada na analise por CG, foi instalada a partir de un separador tipo Grob =, li-
gada diretamente a fonte de fons do EM. Hélio foi usado coro gas de arraste. 0 nodo de
injegao e o programa de temperatura foram o5 esi0s empregados no (G, exceto a  adogao
¢z up gradiente de 4°C/min, 0 EM foi operado por impacto eletrénico, @ Flev., 0 filtro
dn quadropolo varreu a faixa de 34 a 434 daltons, @ cada sequndo, e o5 dados espectrais
resultantes foram inseridos em discos para posterior re-exame. O sistema CG/EM  utili-
zou um programa interpretativo automatico, derominado OLEO {Ramos et al., 1989), conten
do dados de espectros de massa e terpos de retengao relativos de substancias-padrao au-
ténticas. 0s Oleos essenciais de P. hispidinervium ¢ A. rosaeodora (0,8 e 0,9, respec
tivarente) foram submetidos a separagac cromatogréfica em coluna de silica, usando-w co
me eluente: n-hexano e n-hexano + acelato de etila (8:2). De P. hispidinervium obtive-
ram-se 60 fracoes que foram reunidas en 3 grupos (determinados por cromatografia em ca=-
mada fina) denominados 7-8, 10-11 e 14-15, De A, rosaeodora, por processo semelhante,

obtiveram-se 57 fragoes gue, por sua vez, forneceran os grupos 19-24%, 29-37 e 38-57.
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Tabela 1.

Espécies vegetais: dados de coleta da planta e de extragao do oleo essencial:

NO Reg. Nome Cientifico Nome Vulgar Orgao da Planta Local de Coleta Oleo (%)
055 Eupatorium maximilianii (Asteraceae) Erva de Sao Joao Folhas Estrada Taruma, Manaus (AM) 0,5
049 Stenocalyx michelii (Myrtaceae) Pitanga Folhas Cidade de Manaus (AM) 1,2
i51 Capyptranthes spruceana (Myrtaceae) Laranjinha Folhas Rio Arial, Alto Rio Negro (Am) 1,8
114  Piper aduncum (Piperaceae) Pimenta longa Folhas Rod. Manaus/Caracarai, km 20 0,4
023 Piper hispidinervium (Piperaceae) Pimenta longa Folhas Rod. Manaus/Caracarai, km 60 2,7
067 Piper hostmanianum (Piperaceae) Pimenta branca Folhas Rod. Manaus/!tacoatiara, km 10 0,9
097 Piper marginatum (Piperaceae) Caapeba miuda Folhas itacoatiara (Am) 0,7
059 Annona ambotay (Annonaceae) Envirataia Cascas Estrada Taruma, Manaus (Am) 0,5
064 Siparuna cuspidata (Monimiaceae) Capitid Folhas Rod. Manaus/Porto Velho, km 30 0,4
099 Siparuna amazonica (Monimiaceae) Capitiu Folhas Rod. Manaus/ltacoatiara, km 16 0,3
113 Tetrameranthus duchei (Annonaceae) Envira branca Cascas Rod. Manaus/ltacoatiara, km 14 0,3
071 Alpinia speciosa (Zingiberaceae) Vindica Folhas Cidade de Manaus (Am) 0,3
019 Ocimum micranthum (Lamiaceae) Alfavaca de campo Erva Aripuana, Dardanelos (MT) 0,7
M93 Aniba rosaeodora (Lauraceae)




Ensaio antimicrobiano dos 6leos essenciais

A Tabela 2 apresenta as cepas de bactérias patojenicas utilizadas.

Tabela 2. Cepas de bactérias utilizadas nos ensaios.

Gram positivas Gram negativas

Staphylococus aureus Pseudomonas aeruginosa
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Escherichia coli
Edwardsiela tarda
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter aerogenes
Salmonella sp.

0s microorganismos mantidos em meio agar nutriente padronizado foram repicados 18
horas antes de se iniciar o ensaio, obtendo-se uma suspensao bacteriana até turvacao
idéntica 3 do tubo n? 2 da Escala de MacFarland (6 x 108 microorganismos por mililitro)
(Lima et al., 1969). Discos de papel de 6 mw de diametro forcm imersos no 6leo essen-
cial concentrado, n3o esterilizado, por 5 segundos. Em seguida foram secos a temperatu
ra ambiente e aplicados sobre agar inoculado das placas de analise. Utilizou-se o méto
do de plantio em profundidade ‘Pour/Plate" (Jawetz et al., 1968). As placas para anall
se foram encubadas a 37°C, por um periodo de 18 horas. A leitura. foi feita medindo-se
o tamanho do halo de inibicao formado em volta dos discos. Ensaios bacteriolégicos fo-
ram feitos com os 6leos essenciais, também em concentragoes diluidas de 1,0 mg/ml; 0,5
mg/m1, 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml e G,625 mg/ml. As fragdes obtidas da separacdo cromato-
grafica em coluna de silica foram submetidas aos ensaios bacteriologicos, utilizando-se

a mesma metodologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos quatorze Oleos essenciais testados, trés apresentaramatividade antimicrobiana
significativa. 0 oleo de P. hispidinervium inibiu o crescimento de cinco diferentes ti
pos de bactérias. Os oleos de A. rosaeodora e A. speciosa mostraram halos de inibicas
para oito das nove bacterias ensaiadas, sendo que o olec de A. rosaeodora foi mais efe-

tivo. 0s resultados destes ensaios estao registrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos oleos essenciais.

Oleos essenciais
055 049 151 114 23 067 097 059 064 099 113 071 019 M93

Bacterias

Staphylococus aureus =% e H (R e S eSS e g L Al e

Pseudomonas aeruginosa - = = = = = - = = = = ~ = -

Proteus mirabilis TSR (S (IS Y~ R T S
Proteus vulgaris S e g ot g B oh wST afow iy =R Ry enl
Escherichia coli T A L -y R SR i PR - R Rt %
Edwardsiella tarda s = A R ES hEL e oS e B e i AP
Klebsiella pneumoniae ST I S - A T S VR T - TR
Enterobacter aerogenes L " S - S T O e TR~
Salmonella sp. - Sy e e W Eer eE o TR P P S
+ = halos de 0,7 a 14 mm; ++ = halos superiores a 14 mm; - = auséncia de halos.

Quanto aos oleas de P. hispidinervium e A. rosaeodora, sabia-se previamente que sa
frol e linalel, respectivamente, predominavam entre os demais constituintes volateis
existentes nas misturas (Maia et al., 1987; Morais et al., 1972). No olec de A. specio
sa, por sua vez, a pr0porg50 de seus componentes guimicos na mistura emais heterogenea,
distinguindo-se especialmente ),8-cineol e 4-terpinecl (Luz et al., 1984).

No casoc de P. hispidinervium comprovou-se que o responsavel pela atividade bacte-
riana € o safrol, constituinte Unico das fragoes 7-8 e componente principal das duas ou-
tras fracoes testadas (10-11 e 14-15). E provavel que o efeitc antibacteriano observa-
do esteja sendo potencializado pela presenga de pequena quantidade de um derivado domen
tol nao identificado e, tambem, pelo d-elementc, devido ter sido mais forte nas fragdes
10-11 e 14-15. 0 cleo essencial e as fragoes de P. hispidinervium nao foram ativos con
tra Pseudomonas aeruginosa.

Quanto ao tratamento cromatografico efetuado no oleo de A, rosaeodora, observou-se
que uma das fragoes obtidas (19-24) mostrou atividade contra oito das bacterias submet |
das aos ensaios antimicrobianos. O Gnico constituinte quimico existente nesta fragao
foi identificade como sendo o linalol e, a semelhanga dos testes efetuados com safrol, a
Unica bactéria que nao produziu halos de inibigao foi, novamente, Pseudomonas aeruginoc-
sa. As demais fragoes (29-37 e 38-57), alem de linalol, continham pequenas quantidades
de oxido de linalal e a-terpineol, que ocorrem em menor ou mafor proporgac no oleo de
A. rosaeodora, de acordo com & idade da arvore e estacao de coleta. A atividade antibac
teriana observada para as fragoes contendo oxido de linalol e a-terpineol, além de lina
lol, foi menos intensa e apresentou-se de forma irregular entre as bactérias ensaiadas.
As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados obtidos com as fragoes de P. hispidinervium e
A. rosaeodora.

Somente apos estes resultados, em consulta a literatura, verificou-se que Kellner

e Kober (1955) haviam testado cerca de 175 6leos essenciais a ensaios de acao bactericida,
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visando a desinfecgao de ambientes domesticos e hospitalares. Entre os grupos de subs-
tancias responsaveis pelas atividades antibacterianas observadas, estavam alcoois mono-
terpénicos tipo linalel, geraniel e aterpinel, alem de oxidos como ascaridol e 1,8-cine
ol. Fencis tipo timol e carvacrol e alilfencis tipo eugenel e safrol apresentaram tam-

bem elevada atividade antimicrobiana.

Tabela 4. Atividade antibacteriana das fracoes de Piper hispidinervium.

Bacterias Fracoes

7-8 L 10-11 14-15

Staphylococus aureus +4+ 4 5
Pseudomonas aeruginosa
Proteus mirabilis
Proteus wvulgaris
Escherichia coli
Edwardsiella tarda
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter aerogenes
Salmonella sp.

]
|
¥

1
1

- o+
- ++

o4+ o+ o+ o+
1
1

+ = halos de 0,7 a Y4mm; ++ = halos superiores a |4 mm; - = ausencia de ha
los.

Tabela 5. Atividade antibacteriana das fracoes de Aniba rosaeodora.

Bacterias | Fracoes

‘ 19-24 29~37 38-57
Staphylococus aureus ++ + -
Pseudomonas aeruginosa = = =
Proteus mivabilis 4+ = =
Proteus vulgaris + = =
Escherichia coli ++ = e
Edwardsiella tarda ¥ & 4ot
Klebsiella pneumoniae ++ +4 A
Enterobacter aerogenes i+ - ++
Salmonella sp. 4 Yo e
+ = halos de 0,7 a 14 mm; ++ = halos superiores a |4 wm; - = auséncia de

halos.

0 oleo de Alpinia speciosa nac foi submetido ac tracionamento cromatografico devi
do a pequena guantidade de material existente e porgue este pessui um numero elevado de
constituintes volateis em sua mistura. Portanto, torna-se diffcil atribuir a atividade
antimicrobiana desta espécie. No entanto, estao presentes na mistura oxidos e alcoois
terpénicos tipo 1,8-cineol, linalol, 4-terpinecl, n-terpinol, além de p-cimeno, todos pos
suindo reputagao bactericida, ja descrita na literatura.

0s ensajos bacteriolagicos realizados com os Gleos essenciais, em concentragoes di

luidas em n-hexano, nao apresentaram atividade antimicrobiana
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SUMMARY

Fourteen amazonian plant species, commomly wsed in the prepanation o0f aromatic
waterns and household desinfection agents, were selected. Thein essential oils wene fed
ted fon antibactenical activity. The oils of Pipen hispidinervium Aniba rosaeodora and
Alpinia speciosa were found to be active against at Least fdve owt of ndne pathogenic
bacteria. Separation of the velatife comstituents of the fonmen two species Led fo Sa-
frofe and Linalol, respectively. The analogous analisis of the ol from Alpinda wad im
possible in view of the complexity of Lts constitution. Safrole and Linalel were shown
to be nesponsdble fon the antimichobial activity of the hespective essential olls.
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