Investigacao da atividade antimicrobiana
do dleo volatil de espécies da familia Myrtaceae

Volatil oil antimicrobial activity investigation from some Myrtaceae family species
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RESUMO - Oleos voliteis de folhas frescas de espécies pertencentes a familia Myrraceae, de ocorréncia no sul do Brasi,
obtidos por extragio através de destilagiio por arraste de vapor foram avaliados quanto  sua atividade antimicrobiana. As
espécies analisadas foram: Acca sellowiana, Calyptranthes lucida, Eugenia bacopari, Eugenia pluriflora, Eugenia uru-
guayensis, Gomidesia schaueriana, Gomidesia sellowiana, Hexachlamys edulis, Marlierea eugeniopsoides, Myrceugenia
cucullata, Myrceugenia myrcioides, Myrceugenia oxysepala, Myrcia lajeana, Myrcia oligantha, Myrcia rostrata, Paramyr-
ciaria delicarula e Siphoneugena reitzii. Este estudo foi realizado pelo método de difusdo em 4gar, avaliando a agfo inibité-
ria frente a Staphilococcus aureus, Staphilococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Candida albicans e Saccharomyces
cerevisae. Os resultados obtidos permitiram observar que os 6leos volateis ensaiados apresentaram atividade antimicrobiana
em diferentes graus de poténcia, sendo que M. eugeniopsoides demonstrou maior atividade frente a todos os microrganismos
testados e M. cucullata inibigao total contra S. cerevisae.

PALAVRAS-CHAVE - Myrtaceae, atividade antimicrobiana, leo volitil, Acca sellowiana, Calyptranthes lucida, Eugenia
bacopari, Eugenia pluriflora, Eugenia uruguayensis, Gomidesia schaueriana, Gomidesia sellowiana, Hexachlamys edulis,
Marlierea eugeniopsoides, Myrceugenia cucullata, Myrceugenia myrcioides, Myrceugenia oxysepala, Myrcia lajeana, Myr-
cia oligantha, Myrcia rostrata, Paramyrciaria delicatula e Siphoneugena reitzii.

SUMMARY ~ In this paper was evaluated the antimicrobial activity of essential oils obtained by hydrodistillation from fresh
leaves of the following species, belonging to the Myrtaceae family, collected from different areas of the south of Brazil: Acca
sellowiana, Calyptranthes lucida, Eugenia bacopari, Eugenia pluriflora, Eugenia uruguayensis, Gomidesia schaueriana, Go-
midesia sellowiana, Hexachlamys edulis, Marlierea eugeniopsoides, Myrceugenia cucullata, Myrceugenia myrcioides, Myr-
ceugenia oxysepala, Myrcia lajeana, Myrcia oligantha, Myrcia rostrata, Paramyrciaria delicatula e Siphoneugena reitzii. The
antimicrobial activity survey was tested using the plate agar gel diffusion method, evaluating the inibitory action against
Staphilococcus aureus, Staphilococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Candida albicans e Saccharomyces cerevisae. The
results obtained allowed us to observe that the volatile oils analysed showed antimicrobial activity in differents potential
levels, considering that M. eugeniopsoides showed most activity against all the microorganisms tested and M. cucullata total
inhibition activity against S. cerevisae.
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Eugenia pluriflora, Eugenia uruguayensis, Gomidesia schaueriana, Gomidesia sellowiana, Hexachlamys edulis, Marlierea
eugeniopsoides, Myrceugenia cucullata, Myrceugenia myrcioides, Myrceugenia oxysepala, Myrcia lajeana, Myrcia oli-
gantha, Myrcia rostrata, Paramyrciaria delicatula and Siphoneugena reitzii.

INTRODUCAO

A familia Myrtaceae compreende cerca
de 100 géneros e 3.000 espécies de drvores
e arbustos, que se distribuem por todos s con-
tinentes, 4 exce¢do da Antirtida, mas com
nitida predominéncia nas regides tropicais
e subtropicais (Marchiori e Sobral, 1998).
As espécies pertencentes 4 familia sdo co-

nhecidas por apresentarem fruto comestivel,
destacando-se a pitangueira (Eugenia uni-
flora), a cerejeira (Eugenia involucrata) e a
jabuticaba (Plinia trunciflora). Na medici-
na popular, as folhas sdo largamente utiliza-
das como diuréticas, adstringentes, antirreu-
midticas, eupépticas, carminativas e, especi-
almente, como antidiarréicas (Corréa, 1984;
Schultz,1985; Simdes, 1986).

Neste trabalho foi analisada a ativida-
de antimicrobiana das seguintes espécies:

* Acca sellowiana (Berg) Burret (goia-
ba-da-serra): drvore pequena (até 5 m de al-
tura) ou arbusto, nativa do Uruguai, Argen-
tina e campos do planalto sul-brasileiro;

« Calyptranthes lucida Mart. ex DC.
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(guamirim): drvore (10-15 m de altura) da
floresta ombroéfila densa (mata atlantica) do
litoral do Brastl, tendo sido coletada desde
o Maranhio até o Rio Grande do Sul (Le-
grand e Klein, 1971);

* Eugenia bacopari Legrand (guami-
rim): drvore de 4-15 m de altura, ocorrente
na mata ombréfila densa do sul do Brasil,
desde Parani até Rio Grande do Sul (Le-
grand e Klein, 1969a);.

* Eugenia pluriflora DC. (guamirim):
arvoreta de 3-6 m de altura, ocorrente em
diversas formagdes vegetais desde Minas
Gerais até o Rio Grande do Sul (Legrand e
Klein, 1969a); no Rio Grande do Sul sua
distribuicio € restrita ao planalto, onde
ocorre nas formacgdes de floresta ombrofi-
la mista (mata de araucdria);

* Eugenia uruguayensis Camb. (guami-
rim): drvore de porte pequeno a médio (até
10 m de altura), habitando as florestas cili-
ares do Uruguai, Rio Grande do Sul e 4re-
as adjacentes da Argentina;

* Gomidesia schaueriana Berg (guami-
rim): arvore 6-15 m de altura de mata om-
bréfila densa e formagdes pioneiras (res-
tingas), ocorrendo no litoral do Brasil des-
de a Bahia até o Rio Grande do Sul (embo-
ra Legrand e Klein (1967) citem sua ocor-
réncia apenas até o Rio de Janeiro, a espé-
cie foi coletada posteriormente mais ao nor-
te). No Rio Grande do Sul, a espécie limi-
ta-se ao litoral norte do estado;

» Gomidesia sellowiana Berg (guami-
rim): arvoreta 4-8 m de altura, ocorrente
em florestas ombréfilas mista e densa des-
de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul
(Legrand e Klein, 1967). No Rio Grande
do Sul ocorre somente na mata ombréfila
mista do planalto;

* Hexachlamys edulis (Berg) Kausel et
Legr. (péssego-do-mato): arbusto entoucei-
rado ou drvore de até 10 m de altura, origina-
ria do Paraguai ¢ nordeste argentino, irradi-
ando-se até o Uruguai e Rio Grande do Sul;

* Marlierea eugeniopsoides (Legrand
et Kausel) Legrand (guamirim-branco): ar-
voreta de 3-8 m de altura das florestas om-
bréfilas densas do Parand ao Rio Grande
do Sul (Legrand e Klein, 1971, sob Calyp-
tranthes eugeniopsoides Legr. et Kaus.);

* Myrceugenia cucullata Legrand (gua-
mirim): arvoreta de 2-5 m de altura, ocor-
rendo nas matas ombréfilas densas do Para-
nd ao Rio Grande do Sul (Landrum, 1981);
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* Myrceugenia myrcioides (Camb.)
Berg (guamirim): arvoreta de até 6 m de
altura de diversas formagdes vegetais, ocor-
rendo desde Minas Gerais até Rio Grande
do Sul (Landrum, 1981). No Rio Grande
do Sul, ocorre nas florestas ombrofilas mis-
ta e densa;

* Myrceugenia oxysepala (Burret) Le-
grand et Kausel (guamirim): arvoreta de 2-
6 m de altura, crescendo na mata ombrofi-
la mista, desde o Paran4 até o Rio Grande
do Sul (Landrum, 1981);

* Myrcia lajeana Legrand (camboim):
arvoreta de 3-6 m de altura ocorrente na
floresta ombréfila mista, desde o Parand até
o Rio Grande do Sul (Legrand & Klein,
1969b);

* Myrcia oligantha Berg (guamirim):
arvoreta de 4-6 m de altura, ocorrente nas
formagdes florestais do sudeste e sul do
Brasil, desde Rio de Janeiro até o Rio Gran-
de do Sul (Legrand & Klein, 1969b, sob o
nome de Myrcia richardiana var. fenzlia-
na; sobre a nomenclatura, ver Marchiori e
Sobral, 1998). No Rio Grande do Sul, sua
ocorréncia € restrita a floresta ombréfila
mista, no planalto nordeste do estado;

* Myrcia rostrata DC. (guamirim): ar-
voreta de 3 a 10 m de altura, de diversas
formagbes vegetais, desde savanas (cam-
pos cerrados) até florestas ombréfilas.
Ocorre na Bolivia, Paraguai e Brasil (Bahia
até Rio Grande do Sul; Legrand e Klein,
1969b). No Rio Grande do Sul, ocorre uni-
camente na floresta ombroéfila densa do li-
toral norte do estado;

* Paramyrciaria delicatula (DC) Kau-
sel (camboim): pequena 4rvore de 3 a 15
m de altura, crescendo desde a Bolivia até
a regido costeira do Brasil;

« Siphoneugena reitzii Legr. (camboim):
arvore de até 12 m de altura, com distribui-
¢do geogrifica estendendo-se do Rio Gran-
de do Sul até Parana.

A investigacdo das atividades antibac-
teriana e antifingica de Gleos volateis t€ém
sido objeto de muitos estudos (Meeker e
Linke, 1988; Lemos et al., 1990; Barel et
al., 1991; Jedlickova, 1992; Carson e Ri-
ley,1995; Kuhnt ez al., 1995 Titrillini,
1996). Apesar de serem diversos os traba-
Ihos realizados com 6leos voliteis e sua
possivel atividade antimicrobiana, poucas
sdo as informagdes a respeito deste tipo de
estudo envolvendo a familia Myrraceae
(Adebajo et al., 1989; Fratini et al., 1991;

Miranda er al., 1991, Silveira et al., 1991;
Lima et al.,1993).

Como parte de um estudo sistematico
da composiciio quimica e avaliagio da ati-
vidade biol6gica de espécies da familia
Mpyrtaceae (Henriques et al., 1993; Scha-
poval ez al., 1994; Henriques et al., 1997),
neste trabalho foram avaliadas a atividade
antimicrobiana de Sleos volateis obtidos
por extragdo por arraste de vapor de folhas
frescas de espécies de ocorréncia no sul do
Brasil.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As folhas das espécies foram coletadas
das popula¢Ges nativas nos meses de abril
e maio de 1997, no litoral, na campanha e
na regido serrana do Rio Grande do Sul.
As espécies foram identificadas por M.
Sobral (Curso de P6s-Graduagio em Cién-
cias Farmacéuticas da UFRGS). Um exem-
plar de cada planta foi depositado no Her-
bario do Departamento de Botinica da
UFRGS (ICN). Os dados de coleta das es-
pécies encontram-se descritos na Tabela I.

Obtengao do dleo voldtil

O 6leo volitil foi obtido a partir das
folhas frescas, reduzidas com o auxilio de
triturador mecénico e submetidas a desti-
lagdo por arraste de vapor em processo con-
tinuo com aparelho Clevenger, durante 5
horas. A quantificagdo foi realizada por
leitura do volume coletado no frasco flo-
rentino do aparelho de Clevenger (Farma-
copéia Brasileira 1988; OMS, 1992).

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi testada
em placas de Petri pelo método de difusio
em 4gar com discos de papel filtro estéreis
de 6,35 mm de didmetro (Schapoval et. al.,
1988).

Atividade antibacteriana

Foram realizados repiques de cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphilo-
coccus aureus (ATCC 6538p), Staphylo-
coccus epidermidis (ATCC 12228) e Mi-
crococcus luteus (ATCC 9341), para meio
n° 1 de Grove-Randall (1955) em tubos
inclinados e incubados a 37°C, por 24 ho-
ras. A partir destas semeaduras, foram rea-
lizados novos repiques para meio n° 3 de
Grove-Randall e incubados por mais 24
horas, a 37°C, para obter a suspensio de
bactérias para o preparo dos in6culos a 1%
(v/v) em meio n° 11 de Grove-Randall. Este
meio também serviu de camada base no
preparo das placas.
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~Tas,a 37°C.

. Espécie

Ensaio em placas
Para os experimentos, cada placa rece-
beu 20 ml de meio n°® 11 de Grove-Randall
e, apos solidificagdo da camada base, 5 ml
de inéculo. Solidificado o indculo, foram
- distribuidos seis discos em cada placa. Para
cada amostra ensaiada foram utilizados gru-
pos de 4 placas de cada microrganismo.
Os discos de papel foram previamente
" impregnados com as amostras e mantidos
em dessecador a vacuo, por 24 horas, sob
refrigeracio. Os volumes aplicados foram
" 20 ml de 6leo volatil, branco e padrdo. Foi
utilizado como branco igua estéril.

O padrio utilizado foi cloranfenicol na
concentracdo de 400 mg/ml. As placas fo-
ram incubadas por 24 horas, a 37°C, com
posterior leitura dos resultados.

A. sellowiana

C. lucida

E. bacopari
E. pluriflora
‘ E. uruguayensis
- sellowiana

G. schaueriana

M. myrcioides

M. lajeana

M. ol igantha

M. rostrata

P, delicatula

S. reitzii

M. eugeniopsoides
M. cucullata .

R

M.oxysepala | Sobraleral 8345

~ Sobraleral 8348
Sobral et al. 8368

Atividade antifiingica

Foram utilizadas cepas de Candida albi-
cans (ATCC 10231) e Saccharomyces cere-
visae (ATCC 1600), desenvolvidas em agar
Sabouraud (tubo inclinado) por 48 horas, a
25°C. A partir desta solugfo foi preparado o
- indculo a 1% (v/v) em dgar Sabouraud.

A preparagdo das placas e distribuicdo
¥ das amostras foi realizada conforme descri-
X" to no item anterior. O padrao utilizado foi a
nistatina na concentragdo de 3 mg/ml.

As placas foram incubadas por 48 ho-

.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento dos dleos volateis obti-
dos variaram entre 0,06 e 0,84% e estdo
apresentados na Tabela IL.

Os diversos 6leos voldteis obtidos das
folhas frescas de espécies da familia Myr-
taceae foram analisados quanto a sua ati-
vidade inibitdria do crescimento de micror-
ganismos utilizados na metodologia clds-
sica, ¢ os didmetros das zonas de inibigdo

formados foram medidos com o auxilio de .

um paquimetro. Os resultados estdo suma-
rizados na Tabela III.

O estudo da atividade antimicrobiana,
realizado pelo método de difusdo em 4gar,
permitiu observar que todos 6leos voléteis
ensaiados demonstram atividade antimicro-
biana, sendo o melhor resultado apresen-
tado por M. eugeniopsoides, com excelen-
te atividade inibitdria frente a todos os mi-
crorganismos, destacando-se sua a¢do con-
tra S. epidermidis, S. aureus, M. luteus e S.
cerevisae.

A E. coli foi o microrganismo que de-
monstrou maior resisténcia frente aos éle-
os testados, sendo inibido moderadamente
(++) apenas por M. eugeniopsoides e leve-
mente (+) por P. delicatula.

A M. cucullata apresentou boa (+++)
atividade inibitéria frente a S. aureus e ini-
bigdo total (IT) contra S. cerevisae, demons-

TABELA 1

Inscricio Herbério
Sobral et al. 8363
Sobral ¢ Apel 8384a

Sobral e Apel 8376
~ Sobral ez al. 8349
Sobral e Apel 8379

~ Sobral et al. 8357
Sobral et al. 8367

Sobral e Apel 8611

\Sobral ev Apel 8383a

Sobral ez al. 8364

Sobral evApel 8378

Sobral et al. 8365

Dados de coleta e rendimento do éleo volitil das espécies em estudo*

Local da coleta
Aparados da Serra

- Dom Pedro deA'fcﬁntara

Dom Pedro de Alcintara

; Aparados daSerra

Torres
Aparados da Serra
Torres

Lami

Dom Pedro de Alcintara

Aparadosda Serra

Torres

~ Aﬁarados daSerra ,

Aparados da Serra

Aﬁarados da Serra

trando apresentar potencial atividade anti-
microbiana. -

A E. pluriflora, E. uruguayensis, M.
oxysepala e S. reitzii apresentaram leve a
moderada agfo antimicrobiana frente a to-
dos microrganismos testados, com exce¢ao
de E. coli.

A P. delicatula apresentou leve a¢ao an-
timicrobiana frente a todos microrganismos
testados, com excecdo de C. albicans.

Os dleos volateis de A. sellowiana, C.
lucida, G. sellowiana, G. schaueriana, H.
edulis, M. myrcioides € M. rostrata apre-
sentaram leve a moderada atividade contra
S. aureus, S. epidermidis, M. luteus ¢ S.
cerevisae, enquanto que M. oligantha de-
monstrou moderada atividade contra S.
aureus e S. epidermidis e leve agio frente
M. luteus, sendo inativa contra fungos. E.
bacopari e M. lajeana apresentaram, am-
bas, leve agdo frente S. aureus e a M. lu-
teus e S. epidermidis, respectivamente.

Em trabalhos anteriores (Jedlickova et
al., 1992; Barel et al., 1991; Carson e Ri-
ley, 1995), a presenca de substincias com
acdo antimicrobiana na composi¢io quimi-
ca do 6leo volitil de diversas espécies fo-
ram identificadas, destacando-se os seguin-
tes constituintes: terpinen-4-ol, terpinole-
no, 1,8 cineol, linalool ¢ alfa-terpineol,
eugenol, timol e citral. Investiga¢cdes da
composicdo quimica do 6leo volatil das

TABELA 11
Rendimento em éleo volatil

M. eugeniopsoides 0,32
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TABELA III

Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar dos éleos voliteis das espécies analisadas

A. sellowiana

E. bacop;zri

S. reitzii

+

Média de 3 a 4 determinagGes. (R)-resistente; (NT)-ndo testado; (+)- 7-11mm; (++)- 11-16mm; (+++)- 16-20mm; (++++).20-24mm,; IT- inibigio total.

espécies analisadas neste trabalho, inclu-
indo outras espécies da familia Myrtace-
ae, estdo sendo realizadas, bem como a sua
relacdo com a atividade antimicrobiana
através da técnica de bioautografia.
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