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RESUMO: (Atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso e do 6leo essencial do alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e
do cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L.) frente a cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli). Staphylococcus
aureus e Escherichia coli apresentam fatores de viruléncia que lhes permitem grande capacidade de adaptacao, culminando no
crescente aumento de sua resisténcia antimicrobiana, o que ¢ agravado pelo uso indiscriminado e incorreto dos antibioticos.
Portanto, torna-se essencial a busca por novos compostos para uma terapia antimicrobiana eficaz, sendo as plantas medicinais
possiveis alternativas para esta finalidade. Este trabalho avaliou a atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso e do 6leo
essencial das espécies Rosmarinus officinalis L. (alecrim) e Caryophyllus aromaticus L. (cravo da india) frente a linhagens
padrdo de S. aureus e E. coli. Os dados obtidos permitem concluir que o 6leo essencial de cravo da india apresentou atividade
antimicrobiana para ambas as estirpes analisadas, quando utilizadas metodologias de difusao em disco e difusdo em pogos, nas
diferentes concentragdes avaliadas. O 6leo essencial de alecrim apresentou atividade inibitoria de crescimento sobre a linhagem
de E. coli em todas as metodologias empregadas. Porém, so apresentou atividade sobre S. aureus pelo método de difusao em
pocos. Por outro lado, os extratos de ambas as plantas nao inibiram o crescimento das cepas bacterianas. Foi possivel concluir que
os 6Oleos de alecrim e cravo apresentaram atividade antimicrobiana in vitro, ao passo que 0s extratos aquosos nao apresentaram
atividade inibitoria de crescimento bacteriano. Na literatura consultada, ndo foram encontrados outros estudos que relatam os
efeitos do extrato aquoso de cravo da india sobre linhagens bacterianas.
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ABSTRACT: (In vitro antimicrobial activity of the aqueous extract and essential oil of rosemary (Rosmarinus officinalis L.)
and clove (Caryophyllus aromaticus L.) against strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli). Staphylococcus aureus
and Escherichia coli have virulence factors that provide them with high adaptability, culminating in their ever-increasing
antimicrobial resistance, which in turn is worsened by the indiscriminate and incorrect use of antibiotics. Therefore, the
search for new compounds to be used in an effective antimicrobial therapy is essential, and in that context medicinal plants are
promising alternatives for such purpose. We evaluated the in vitro antimicrobial activity of the aqueous extract and essential
oil of Rosmarinus officinalis L. (rosemary) and Caryophyllus aromaticus L. (clove) against standard strains of S. aureus and E.
coli. Clove essential oil has antimicrobial activity against both analyzed strains, when analyzed by both disc diffusion and well
diffusion methods, at the evaluated concentrations. Rosemary essential oil showed growth-inhibitory activity on the E. coli strain
by all methods used, but it showed activity against S. aureus only by the well diffusion method. On the other hand, extracts of
neither plants inhibited growth of the bacterial strains. We concluded that both clove and rosemary essential oils have in vitro
antimicrobial activity, whereas their aqueous extracts show no growth-inhibitory activity. To our knowledge, this is the first
report of the effects of clove aqueous extract on bacterial strains.

Keywords: Bacterial resistance, antimicrobials, plant extract, susceptibility assays, medicinal plants.

INTRODUCAO

As doengas infecciosas sdo a segunda maior causa de
mortalidade mundial. Esta problematica, atrelada as altas
taxas de resisténcia dos microrganismos, especialmente
em ambientes hospitalares, justifica a urgéncia no
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
(Guimaraes et al. 2010). As doengas infecciosas sdo
consideradas como grave problema de saude coletiva,
em virtude do impacto que geram a sociedade. Sao
provocadas por microrganismos patogénicos que

invadem o organismo do hospedeiro, evitam suas defesas
e provocam danos aos tecidos (Guido et al. 2010).
As infecgdes bacterianas podem ser ocasionadas por
diversas espécies, sendo que os principais patdogenos
encontrados em infecgdes comunitarias e nosocomiais
sdo Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Rodrigues
& Barroso 2011).

S. aureus, embora presente na microbiota normal do
organismo humano ¢é considerada uma das bactérias
patogénicas mais importantes, pois pode causar uma
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variedade de infecgdes, desde superficiais até disse-
minadas, com alta gravidade. Esse patogeno apresenta
fatores de viruléncia que conferem a ele caracteristicas
peculiares, como os componentes de superficie celular,
toxinas, capacidade de producdo de biofilme, entre
outros, que permitem uma consideravel capacidade de
adaptacdo e resisténcia deste microrganismo (Costa et
al. 2011, Vuong et al. 2016). E. coli é o patdogeno que
mais frequentemente causa infecgdes do trato urinario
(ITU). Este microrganismo apresenta fatores de viru-
léncia relacionados a infecgdes severas invasivas, além
de possibilitar crescente resisténcia aos antimicrobianos
(Costa et al. 2011, Narciso et al. 2010).

Os antimicrobianos sdo drogas com capacidade de
interferir em distintas atividades da célula bacteriana,
eliminando ou inibindo o crescimento do microrganismo
(Frieri et al. 2016). Atualmente, a procura por produtos
naturais derivados de plantas como alternativa para a
utilizagdo em terapias tem aumentado consideravelmente
(Figueredo et al. 2014, Gongalves et al. 2013, Silva et
al. 2008). A partir dessa busca, a fitoterapia ¢ a medicina
alternativa que mais tem se disseminado na sociedade
moderna (Santos et al. 2011). O Brasil € o pais que apre-
senta a maior biodiversidade do planeta, possuindo cerca
de 60.000 espécies vegetais catalogadas. A ampla bio-
diversidade brasileira esta atrelada a longa aceitacdo de
uso de plantas medicinais, visto que, atualmente, cerca de
50% dos medicamentos utilizados sdo originados, direta
ou indiretamente, de produtos naturais, principalmente
de plantas medicinais que s3o muito importantes como
fonte para se obter medicamentos (Silva et al. 2010).

A espécie Rosmarinus officinalis L., conhecida po-
pularmente como alecrim, é uma planta pertencente a
familia Lamiaceae, de origem da regido mediterranea
da Europa (May et al. 2010). Caryophyllus aromaticus
L., popularmente conhecido como cravo da india, ¢ uma
espécie pertencente a familia Myrtaceae, originalmente
da Indonésia. Possui aroma e sabor muito caracteristicos,
devido ao eugenol, um composto fenolico volatil. Pode
ser empregado como aromatizante e também como uma
planta medicinal (Vanin 2014).

Os 0leos essenciais e 0s extratos aquosos podem
ser utilizados sem diferentes segmentos, abrangendo
principalmente a industria alimenticia e a farmacéutica,
de acordo com suas propriedades. Ambos podem ser
obtidos de algumas espécies vegetais, como Rosmarinus
officinalis e Caryophyllus aromaticus. Estudos tém
demonstrado a importancia de extratos aquosos e 6leos
essenciais no desenvolvimento de novos antimicrobianos
e controle de doencas (Vanin 2014, Venturoso et al.
2010).

Em virtude da resisténcia crescente aos antimicrobia-
nos, bem como do alto custo e dificil acesso de algumas
populacdes no Brasil a esses medicamentos, torna-se
fundamental o desenvolvimento de novos medicamentos
que possibilitem uma diminui¢ao de efeitos adversos e
dos riscos de intoxicagdo por uso inadequado, bem como
apresentem um custo acessivel para a populacdo. Neste

contexto, algumas plantas podem representar uma exce-
lente fonte para a busca de novos compostos, visto que
a flora brasileira é altamente diversificada em espécies.
Assim, ¢ primordial a realizacdo de testes que permitam
a avaliagdo da atividade antimicrobiana de plantas como
o cravo-da-india e o alecrim, consideradas popularmente
como terapéuticas, sobre microrganismos de notavel
importancia clinica como S. aureus e E. coli. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antimi-
crobiana in vitro do extrato aquoso e do 6leo essencial
do alecrim (Rosmarinus officinalis) e do cravo-da-india
(Caryophyllus aromaticus) frente a cepas de S. aureus
(ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922).

METODOLOGIA

Preparac¢do dos extratos aquosos

O extrato aquoso de Rosmarinus officinalis (alecrim)
foi obtido por infusdo a 25% (p/v), segundo adaptacdo
de metodologia (Barbosa et al. 2007). Foram utilizados
25 g da folha seca de Rosmarinus officinalis, picados
separadamente, em 100 mL de agua destilada estéril
fervente. Essa mistura permaneceu tampada e em repouso
durante 15 minutos. O extrato aquoso de Caryophyllus
aromaticus (cravo da india) foi obtido por processo de
decocgdo 20% (p/v), conforme adaptagdes dos méto-
dos empregados por Santos et al.(2015) e Venturoso et
al.(2011). Foi realizada a fervura de 20 g do botao floral
em 100 mL de 4gua destilada estéril, durante 15 minutos.
Posteriormente os extratos aquosos de alecrim e cravo
da india foram filtrados, resfriados e acondicionados em
tubos de ensaio nomeados e armazenados sob refrigera-
¢do a 4 °C até sua utilizacdo.

Obtenc¢do dos oleos essenciais

Os 6leos essenciais de alecrim e cravo-da-india foram
adquiridos na forma pronta, em Farméacia de manipula-
¢do na cidade de Campinas, Sao Paulo, Brasil. O 6leo
essencial de Alecrim foi comprado da marca Terraflor
Essencial® (ANVISA n° 25351.680558/2013-39), sen-
do o principal componente o quimiotipo (Qt.) cineol
ou eucaliptol. O método de obtengdo deste 6leo foi de
destilacdo a vapor d’agua. O 6leo essencial de Cravo da
india (ANVISA n°2.04408-3, Lazlo Aromaterapia®) teve
extragdo por destilagdo por arraste de vapor d’agua dos
botdes. Os principais constituintes descritos: eugenol
(65%), B-cariofileno (28-32%), acetato de eugenil (3-
5%), isoeugenol (menos que 1%), a-humuleno (menos
que 1-2%), 6xido de cariofileno (menos que 1-2%).

Testes de sensibilidade bacteriana

Os testes foram realizados no laboratorio de Micro-
biologia da Faculdade de Americana (FAM), Americana,
SP. Para os ensaios de suscetibilidade a antimicrobianos
foram utilizadas bactérias padrao American Type Cultu-
re Collection (ATCC) de S. aureus (ATCC 25923) ¢ E.
coli (ATCC 25922) cedidos pela FAM. Foram utilizadas
placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton para
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semeadura das bactérias por swabs. Para o preparo da
suspensdo bacteriana foram transferidas de trés a cinco
colonias de cada microrganismo para dois tubos de ensaio
com agua estéril, ajustando-se a turbidez do indculo com
padrdo de 0,5 da escala de McFarland, correspondendo
a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL

Teste de difusdo com discos

Os ensaios da atividade antibacteriana foram realiza-
dos pelo método de difusdo em disco de papel de filtro,
utilizando-se o método de Kirby & Bauer (Nardeli et
al. 2014), com alteragdes. Em papéis filtro cilindricos
esterilizados, de 6 mm de didmetro, foram embebidos
10 puL dos extratos e dos 6leos, conforme realizado por
Haida e colegas (2007), e os discos foram aplicados so-
bre os meios de cultura contendo as bactérias semeadas.
Os meios de cultura foram mantidos em estufa por 24
horas a 36,5 °C. Para controle positivo de sensibilidade,
foram utilizados os antimicrobianos Ampicilina (10 pg)
e Sulfazotrim (25 pg) para E. coli e Claritromicina (15
pg) e Penicilina G (10 pn) para S. aureus. Como controle
negativo foi utilizada solugao fisioldgica estéril. Apds a
incubacdo, foi realizada a leitura dos resultados, através
da medi¢do do diametro dos halos de inibi¢do. Os testes
foram realizados em triplicata. Considerou-se como
resultado final a média das trés medidas, expressas em
termos do didmetro (mm) da zona de inibi¢ao do cresci-
mento bacteriano (Azevedo 2014, Guimaraes et al. 2010).

Teste de difusdo em pogos

Para avaliar a atividade antibacteriana, foi realizada a
técnica de difusdo em pogos, com adaptagdes (Moody
et al. 2004, Okeke et al. 2001). Foram confeccionados
pogos de 6 mm em placas previamente inoculadas com
ambas as bactérias. Os pogos foram devidamente identifi-
cados e testados com 60 pL dos extratos e dos 6leos, com
uso de ponteiras esterilizadas. As placas foram incubadas
em estufa, por 24 horas a 36,5 °C. Foi realizada a leitura
dos resultados por meio da medi¢do do diametro dos
halos, cujas medidas foram expressas em milimetros. Os

testes foram realizados em triplicata, sendo considerado
como resultado final de cada extrato e cada 6leo a média
das trés medidas.

Analises Estatisticas

O software Prism (versao 5.0, Graph Software, Inc. San
Diego, CA, EUA) foi utilizado para a analise estatistica.
As comparagdes estatisticas foram realizadas pelo one-
way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Bonferroni.
Os dados sdo apresentados como a média + erro padrao
da média (S.E.M). Probabilidade valor (p) menor que
0,05 sdo considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

As analises dos efeitos dos dleos essenciais demons-
traram que o 6leo de cravo da india apresentou maior
capacidade inibitoria sobre as cepas bacterianas de S.
aureus ¢ E. coli, em todos os métodos avaliados (Tabs. 1
e 2). O oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis)
demonstrou atividade inibitdria sobre ambas as cepas
testadas, quando utilizado o método de orificio em Agar,
com impregnacao de 60 pL do composto (Tab. 2) mas
nao pelo método de difusdo em disco, quando avaliadas
as culturas de S. aureus (Tab. 1). Ja para E. coli, foi veri-
ficada sensibilidade a este composto também no método
de disco difusdo (Tab. 1).

Dessa forma, os dados apresentados na figura 1 permi-
tem inferir que os didmetros dos halos de inibi¢do apre-
sentados nas culturas de S. aureus foram discretamente
maiores do que os encontrados nas culturas de E. coli
pelo método de difusdao com discos (Tab. 1). Contudo,
quando utilizada a analise pelo método de difusdo em
pocos, a medi¢do do halo inibitorio para E. coli foi con-
sideravelmente maior do que para S. aureus.

O ¢leo essencial de alecrim, por sua vez, apresentou
maior potencial inibitério sobre bactérias Gram negati-
vas, pela maior sensibilidade de E. coli, sendo observados
halos inibitdrios em ambas as metodologias empregadas
(Fig. 1 e Tabs. 1 e 2). E possivel concluir que os dados
obtidos demonstram que 6leo essencial de cravo da india

Tabela 1. Média dos halos de inibi¢ao (mm) apresentados pelos compostos testados pelo método de difusdo em discos.

Extrato aquoso

Oleo essencial

Cepa Rosmarinus Caryophyllus Rosmarinus Caryophyllus
officinalis L. aromaticus L. officinalis L. aromaticus L.

Escherichia coli (ATCC 25922) 0 0 8 11

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0 0 0 12

Dados representativos de dois ensaios independentes.

Tabela 2. Média dos halos de inibi¢do (mm) apresentados pelos compostos testados método de orificio em Agar.

Extrato aquoso

Oleo essencial

Cepa Rosmarinus Caryophyllus Rosmarinus Caryophyllus
officinalis L. aromaticus L. officinalis L. aromaticus L.

Escherichia coli (ATCC 25922) 0 0 11 19

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0 0 10 17

Dados representativos de dois ensaios independentes.
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Figura 1. Atividade inibitoria do 6leo essencial de cravo da india
sobre E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 25923). A. Difusdo
em discos. B. Difusdo em pogos.

e de alecrim apresentaram agdo antimicrobiana sobre as
culturas avaliadas (Fig. 1 e Tabs. 1 ¢ 2).

A avaliacao dos efeitos antimicrobianos dos extratos
aquosos de cravo da india e alecrim demonstrou que
esses ndo apresentaram potencial inibitério sobre E.
coli e S. aureus por nenhuma das metodologias aqui
empregadas. A auséncia de atividade antimicrobiana no
presente estudo, para os extratos aquosos de cravo da
india e alecrim pode ser decorrente da concentragdo dos
extratos, do modo de obtencao (decocgao e infusdo), da
parte das plantas utilizadas para a producao dos extratos

Gumaraes et al.

(folha seca de alecrim e botao floral de cravo da india),
da quantidade de compostos impregnada nos meios de
cultura.

Os controles positivos apresentaram atividade anti-
microbiana para as cepas analisadas, compativeis com
os valores esperados previstos na literatura, conforme
evidenciado na Tabela 3.

DISCUSSAO

Os dados aqui observados para avaliacao dos efeitos
antimicrobianos dos 6leos essenciais de cravo da india
e de alecrim corroboram com os dados apresentados na
literatura.

Os estudos de Silvestri et al. (2010), por metodologia
de difusdo com discos de 7 mm de didmetro, confirmaram
aacdo antimicrobiana do dleo essencial de cravo da india,
corroborando com os dados aqui apresentados. Esses
autores utilizaram doses de 5, 10 e 15 pL de impregnagdo
do composto nos discos, obtendo halos de inibigdo de
19,00; 19,75 e 20,50 mm, respectivamente. Entretanto,
o método de extrag@o do 6leo utilizado foi por hidrodes-
tilacdo, distinta da empregada neste trabalho, que foi por
arraste de vapor d’agua. Nesse contexto, Busato et al.
(2014) afirmam que a composigdo quimica do 6leo pode
apresentar notavel variacdo dependendo do método de ex-
tracdo empregado. A extracdo por arraste de vapor d’agua
produz compostos mais volateis em curtos intervalos de
tempos de extracdao (Gomes 2012). Assim, a diferenga de
rendimento do 6leo essencial de cravo da india utilizado
neste trabalho pode ter culminado na distingao dos halos
de inibi¢ao observados (Tabs. 1 e 2) quando comparados
aos estudos de Silvestri e colegas (2010).

Xu e colaboradores (2016) confirmaram a ago inibi-
toria do 6leo essencial de cravo da india sobre S. aureus.
A metodologia aplicada em seus estudos foi de Oxford
Cup. Os halos de inibi¢ao obtidos foram de 16,5 mm e
20,4 mm quando as concentragdes do composto foram de
25% e 50%, respectivamente. Esses autores verificaram
também o potencial inibitorio dos principais compo-
nentes presentes nesta planta: eugenol e B-cariofileno.
Para o eugenol os halos de inibi¢cdo encontrados foram
de 17,1 mm e 21,2 mm e para o B-cariofileno, 12,3 mm
e 15,8 mm. Outros trabalhos descrevem que o potencial
antimicrobiano do cravo da india ¢ atribuido, principal-
mente, a agdo do eugenol. O eugenol inibe a produgio

Tabela 3. Valores dos halos de inibi¢cdo (mm) obtidos no presente trabalho, em comparag@o com os controles positivos realizados com antibi-

oticos descritos na literatura (CLSI 2013).

Escherichia coli (ATCC 25922)

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Agente Resultados obtidos Controle de Qualidade* Resultados obtidos Controle de Qualidade*
Solugao fisiologica estéril 0 0 0 0
Sulfazotrim (25 mcg) 27 23-29 - -
Ampicilina (10 mcg) 17 16-22 - -
Claritromicina (15 mcg) - - 28 26-32
Penicilina G (10 un) - - 37 26-37

*Fonte: CLSI (2013).
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de amilase e proteases pela célula, promovendo sua lise
e degradacdo (Pereira et al. 2008, Xu et al. 2016). Se-
gundo Dalmarco (2012), o cineol, também presente no
cravo da india, apresenta propriedades farmacologicas
caracteristicas como: efeito expectorante, anestésico,
bactericida e antisséptico.

Pesquisa atual aponta que o 6leo essencial de cravo
da india pode deteriorar a parede celular do S. aureus,
levando ao aumento da permeabilidade celular ¢ ao
extravasamento dos componentes intracelulares. Além
disso, o 0leo essencial pode invadir o citoplasma celular e
inibe a sintese de DNA e proteinas, culminando na morte
celular (Xu et al. 2016). Estes resultados confirmam os
dados aqui apresentados.

Diversos estudos, embora utilizando-se de metodolo-
gias distintas da aplicada aqui, confirmaram a¢ao anti-
microbiana do 6leo essencial de cravo da india sobre E.
colie S. aureus (Pereira et al. 2008, Oussalah et al. 2007,
Scherer et al. 2009). Em concordancia com os dados aqui
obtidos, dentre as plantas testadas nessas pesquisas, 0s
melhores resultados de inibigdo para ambos os microrga-
nismos foram atribuidos ao cravo-da-india. Prabuseeni-
vasan et al. (2006) confirmaram a acdo inibitoria do 6leo
essencial de cravo da india e alecrim, por metodologia
de difusdo em discos em que foram impregnados 50
pL dos compostos em diferentes concentragdes. Foram
considerados como positivos halos de inibigdo com valor
superior a 7 mm de diametro. A zona inibitoria obtida
para o dleo essencial de cravo da india na concentragdo
de 1:1 sobre E. coli e S. aureus foi de, respectivamente,
17,4 mm e 16,3 mm; e para o 6leo essencial de alecrim
os valores obtidos para E. coli e S. aureus foram de 17,5
mm e 12,5 mm.

No método de difusdo com discos ocorreu discreta sen-
sibilidade de E. coli. Hussain et al.(2010) confirmaram a
atividade inibitoria do 6leo essencial de alecrim sobre .
colie S. aureus. A metodologia empregada para a extra-
¢do do 6leo foi por hidrodestilagdo, distinta da utilizada
neste trabalho, que foi por arraste de vapor d’agua. O teste
de suscetibilidade antimicrobiana foi realizado através de
difusdo com discos de 6 mm de didmetro, semelhante a
este trabalho, e impregnagdo de 15 pL. do composto. Os
halos de inibi¢ao obtidos foram de 14,3 mm para E. coli
e 22 mm para S. aureus.

Por metodologia distinta da utilizada neste trabalho,
Silva et al.(2009) verificaram a atividade antimicrobiana
de 6leos essenciais, como o alecrim, sobre estirpes de E.
colie S. aureus isoladas de casos clinicos humanos, atra-
vés da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). S. aureus
apresentou maior suscetibilidade frente a agdo dos demais
6leos, enquanto que para a inibi¢do do crescimento de
E. coli foram necessarias maiores concentragdes do
composto. Estes resultados foram distintos dos obtidos
neste trabalho e nos estudos de Prabuseenivasan et al.
(2006), em que E. coli foi mais sensivel ao 6leo essencial
de alecrim do que S. aureus.

As variagdes na composi¢do quimica do 6leo essen-
cial de alecrim sdo dependentes de fatores como: regido

de cultivo, metodologia de extracdo e analise, parte da
planta utilizada e preparo da matéria prima (seca ou in
natura) para a extracdo. Estes fatores podem auxiliar na
justificativa da variacdo de halos inibitérios observada
neste trabalho e nos estudos citados, sendo primordial que
a composi¢do do 6leo essencial de alecrim utilizada seja
conhecida, pois, as alteragdes de composicdo quimica
podem modificar o teor do principio ativo presente no
oleo (Ribeiro et al. 2012).

As propriedades antimicrobianas do alecrim sdo
atribuidas aos compostos pinenos, 1-8 cineol, borneol,
canfeno e canfora. Estes, geralmente, estdo presentes
no 6leo essencial (Ribeiro et al. 2012, Teixeira 2012). O
oleo essencial utilizado neste trabalho apresentava como
principal quimiotipo o cineol, que pode ser considerado
como o responsavel pela agdo inibitoria encontrada. Silva
et al. (2008) afirma que o 6leo essencial pode atuar sobre
a estrutura lipidica externa das bactérias Gram positivas
e Gram negativas, apresentando capacidade de inibi¢do
do crescimento bacteriano e sintese de glucano.

As discrepancias apresentadas entre os resultados ob-
servados em estudos ja existentes com os obtidos neste
trabalho evidenciam a complexidade de comparagdo com
pesquisas anteriores, pois, mesmo utilizando-se de meto-
dologias semelhantes, a sensibilidade de estirpes distintas
de determinado microrganismo pode ser diferente para
um mesmo produto antimicrobiano vegetal. A auséncia
de valores pré-determinados para a positividade ou nega-
tividade também dificulta relacionar os resultados obtidos
com os estudos relatados. Algumas hipdteses explicam
a diferenca entre a acdo antimicrobiana dos 6leos, entre
elas, as caracteristicas estruturais das bactérias Gram
positivas e negativas; a concentracdo e composi¢ao dos
oleos e a interferéncia na concentracdo dos compostos
apos o processo de extracdo e obtengao do 6leo (Barbosa
etal. 2015). Estudos demonstram que bactérias Gram po-
sitivas apresentam uma maior sensibilidade frente a 6leos
essenciais, quando comparadas com Gram negativas.
Isso ocorre devido & membrana de lipopolissacarideo,
encontrada na parede das bactérias Gram negativas, que
proporciona uma maior resisténcia, dificultando a disse-
minagdo e acumulo do 6leo essencial na célula bacteriana
(Barbosa et al. 2015, Sivasothy et al. 2011).

Nos estudos de Ushimaru et al. (2007) também nao
foi comprovada maior acdo dos componentes em Gram
positivas. O extrato metandlico de cravo-da-india de-
monstrou maior eficacia para as bactérias Gram positivas
e os extratos metanolicos de alho foram mais eficazes
contra as bactérias Gram negativas estudadas.

Nao foram encontrados estudos em que foi investigada
a atividade inibitoria do extrato aquoso de cravo da india
sobre bactérias, como as estirpes analisadas neste traba-
lho. Venturoso e colaboradores (2010) confirmaram o
potencial antifingico do extrato aquoso de cravo da india
sobre o crescimento de Fusarium solani e Marcondes e
colegas (2014) analisaram a influéncia deste composto no
desenvolvimento dos fungos Colletotrichum gloeospo-
rioides e Fusarium moniliforme. Em ambos os estudos,
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o0 extrato aquoso de cravo da india apresentou potencial
inibitorio de crescimento fingico.

Ushimaru et al. (2007) comprovaram a a¢ao antimi-
crobiana do extrato metanolico de cravo da india sobre
S. aureus e E. coli por diluigdo em Agar e CIM. Pandey
& Singh (2011) analisaram o potencial antibacteriano do
extrato etanolico e metanolico do cravo da india sobre
E. coli e S. aureus, através da metodologia de difusdo
em pocgos, com impregnacao de 50 pL dos compostos.

Haida et al. (2007) avaliaram a suscetibilidade de di-
ferentes microrganismos, como E. coli ¢ S. aureus, para
distintos tipos de extratos de oito plantas, dentre elas
Rosmarinus officinalis. A metodologia empregada foi a
de difusdo com discos, de 6 mm de didmetro com 10 pL
dos compostos, a mesma apresentada neste trabalho. O
extrato aquoso de alecrim apresentou halos de inibigdo
menores do que 7 mm de didmetro para as estirpes F.
coli e S. aureus e assim os autores nao consideraram agao
inibitoria deste composto. Os extratos etandlico, cetonico
e cloroférmico apresentaram inibi¢@o no crescimento de
S. aureus, sendo o extrato cloroféormico o mais eficiente.
Nenhum dos extratos de alecrim utilizados apresentaram
resultado positivo para inibicdo do crescimento de E.
coli. Koztowska e seu grupo (2015) verificaram a agao
antibacteriana dos extratos etandlico e metanolico do
alecrim sobre 20 microrganismos, dentre eles E. coli e
S. aureus, através do método de difusdo com discos. E.
colindo foi sensivel a nenhum dos compostos, enquanto
que S. aureus apresentou halos de inibigdo de 17 mm
em ambos.

Em estudos em que se analisa a a¢do antimicrobiana
de produtos naturais é importante avaliar a metodologia
utilizada. Miranda e seu grupo (2013) afirmam que o teste
de orificio em Agar apresenta eficiéncia para substancias
soluveis a agua, facilitando a difusdo destas pelo meio
de cultura, sendo que diversos fatores podem dificultar
a difusdo do composto através do meio, como a compo-
si¢dao deste, enzimas bacterianas, densidade do inoculo,
periodo de incubagdo, peso molecular, dentre outros

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos permitem concluir que os 6leos
essenciais do alecrim (Rosmarinus officinalis) e do
cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus) apresentaram
atividade inibitdria in vitro sobre as cepas de S. aureus e
E. coli. Ja os extratos aquosos dessas mesmas espécies
de plantas ndo apresentaram efeito inibitorio sobre os
microrganismos avaliados. Até onde é de nosso conhe-
cimento, esse ¢ o primeiro estudo que relata os efeitos
do extrato aquoso de cravo da india sobre linhagens
bacterianas. Andlises detalhadas sdo necessarias para
avaliar e quantificar os componentes ativos presentes
nesses extratos e 6leos.
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