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Resumo: Esse estudo visou a extracdo de dOleos
essenciais de plantas utilizadas na culinéria, Zingi-
ber officinalis, Cominum cyminum, Crocus sativus,
Coriandrum sativum, Thymus vulgaris, Ocimum ba-
silicum e Myristica fragrans, através de processo de
destilagdo por arraste a vapor d'agua. Posterior-
mente foi verificada a atividade desses 6leos sobre
diferentes espécies de Candida pela técnica de di-
fusdo em disco e diluigado em caldo como preconi-
zado pelo Clinical and Laboratory Standards Institu-
te (CLSI) M44-A (2004) e CLSI M27- A2 (2002),
respectivamente. Foi observado no teste de difusdo
que os Oleos essenciais que tiveram melhor ativida-
de foram Thymus vulgaris, Ocimum basilicum e
Cominum cyminum obtendo-se halos de inibicdo
que variaram de 30 a 50 mm 30 a 150 mm e 18 a
150mm respectivamente. Foram realizados os tes-
tes de diluicdo com esses dleos e, a atividade de T.
vulgaris frente a C. albicans ATCC 90028 foi CIM =
8100 ug/mL e CFM = 9900 ug/mL e para C.krusei
ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 CIM =
8181 ug/mL e CFM = 14400 ug/mL e 21600ug/mL,
respectivamente. Para dleo de O. basilicum frente a
C. albicans ATCC 90028 obteve-se CIM =
21600ug/mL e CFM = 25200ug/mL, C.krusei ATCC
6258 CIM = 25200ug/mL e CFM = 36000ug/mL e C.
parapsilosis ATCC 22019 CIM = 18000ug/mL, no
entanto ndo apresentou atuacdo antifingica para
essa cepa nas concentragoes testadas. Os dleos T.
vulgaris e O. basilicum evidenciaram atividade anti-
Candida, no entanto T. vulgaris foi o que apresen-
tou menores CIMs. Estudos in vivo devem ser reali-
zados para comprovar a atuagdo na terapéutica.

Palavras-chave: dleos essenciais; atividade anti-
fungica, Candida ssp.

Area do Conhecimento: Ciéncias da Satide- Far-
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1. INTRODUCAO

Candida ssp séo microrganismos oportunistas, es-
tdo amplamente distribuidos na natureza e fazem
parte da microbiota de diversas pessoas. Esa leve-
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dura pode ser transmitida por contato, pela mucosa
oral, via iatrogénica, entre outras, podendo causar
desde doengas cutaneo-mucosas a sistémicas em
pessoas que possuam algum fator predisponen-
te[8]. Freqlentemente causam doengca em pacien-
tes imunossuprimidos e naqueles que fazem trata-
mento prolongado com antibiéticos [7]. O uso di-
fundido e inadequado das drogas antifungicas tem
ocasionado um déficit nos bons resultados dos tra-
tamentos contra candidemias. O principal fator para
o fracasso da terapia é o aumento da resisténcia da
Candida sp aos antifungicos [1].

As plantas sdo de facil acesso, possuem varios
principios ativos e sdo de menor custo para a popu-
lacéo [14].

A Organizagdo Mundial de Saude preconiza o uso
de plantas medicinais, sobretudo em paises em
desenvolvimento, nos programas de saude publi-
ca.[13]

Os condimentos sao de origem vegetal, sendo fre-
gUentemente utilizados para conferir sabor agrada-
vel aos alimentos, no entanto sdo ricos em Gleos
essenciais, que sao misturas naturais complexas de
metabdlitos secundarios volateis, podendo ser iso-
lados de plantas por vapor ou hidrodestilagao [6,14]
Alguns condimentos apresentam atividade antimi-
crobiana, que pode ajudar na conservagao de ali-
mentos [5]. Estudos tém demonstrado o efeito ini-
bidor de condimentos no desenvolvimento de mi-
crorganismos deterioradores e patogénicos veicula-
dos por alimentos. Existe também a perspectiva de
substituir os aditivos sintéticos por conservantes
naturais presentes nos condimentos [14]

Um grande numero de 4leos essenciais e seus
constituintes tém sido investigados por suas propri-
edades contra algumas bactérias, fungos, virus e
protozoarios. Sua atividade antimicrobiana é estri-
tamente ligada a sua composicdo quimica e nao
tem sido relatada a resisténcia de bactérias e fun-
gos aos constituintes dos éleos. [19]

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a
atividade de 6leos essenciais de plantas utilizadas
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na culinaria frente a diferentes espécies de Candi-
da.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Candida albicans ATCC® 10231, Candida é)arapsi-
losis ATCC® 22019 e Candida krusei ATCC® 6258
Amostras obtidas da micoteca do Hospital Materni-
dade Celso Pierro: Candida albicans (n® 422792),
Candida albicans (n° 421888), Candida glabrata
(n°420996), Candida krusei (n°423073). Foram
mantidas em Saboraud Dextrose Agar.

2.2 Amostras testadas

Foram utilizadas 7 plantas utilizadas na culinaria:
Zingiber officinalis (gengibre) e Coriandrum sativum
(coentro), os quais foram obtidos frescos do merca-
do Municipal de Campinas — SP; Cominum cymi-
num (cominho), Crocus sativus (agafrdo) , Thymus
vulgaris (tomilho), e Myristica fragrans (noz mosca-
da), sendo utilizados secos da marca Aroma de
Tempero® ; Ocimum Basilicum (manjericao) foi ob-
tido o 6leo essencial da empresa Linax Extragao de
Oleos Essenciais LTDA (Votuporanga - SP — Bra-
sil), ndo sendo necesséria a extragdo do mesmo.

2.3 Extracdo do Oleo Essencial

Os 6leos essenciais foram obtidos pela técnica de
arraste a vapor d'agua, utilizando-se o aparelho de
Clevenger por 3 horas. A fase aquosa foi extraida
trés vezes com diclorometano. A fase orgéanica foi
tratada com sulfato de sédio anidro, com finalidade
de retirar a 4gua remanescente, posteriormente foi
filtrada e o solvente evaporado até secar utilizando-
se rotavapor.[3]

Os 6leos essenciais extraidos foram acondiciona-
dos em frascos ambar, envoltos com papel aluminio
e mantidos -252 C, até o momento do teste de sus-
cetibilidade.

2.4 Testes de Difusao em Disco

O teste de difusdao em disco foi realizado em dupli-
cata de acordo com método preconizado pela CLSI
M44-A, 2004 [11] com algumas modificagdes para
6leo essencial.

O indculo foi preparado com cultura de 24 horas
dos microrganismos, sendo realizada suspensao
em solugao fisiolégica estéril 0,85%, seguida por
contagem em camara de Neubauer para se obter 1
a 5 x 10° células/mL, posteriormente foi semeado
em placas (90mm) com meio de cultura Mueller
Hinton, nas quais foram colocados discos de papel
de filtro com 6,0mm de didmetro da marca Cefar
diagnostica, sendo imediatamente impregnados
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com 20puL de 6leo essencial deixando a temperatu-
ra ambiente dentro do fluxo até secagem dos dis-
cos. A leitura e medida dos halos foram feitas apds
48 horas de incubagéo a 35°C. Foi realizado contro-
le de crescimento do microrganismo, utilizando-se
placas sem disco com 6leo e um controle negativo
apenas com o meio e os discos para verificar se
nao havia contaminagéo.

2.5 Teste de Microdiluicao

Foi realizado teste de microdiluigio como preconi-
zado pelo CLSI M27-A2, 2002 [12] para os 6leos de
Thymus vulgaris e Ocimum basilicum. O in6culo foi
preparado com cultura de 24 hs dos microrganis-
mos, sendo realizada suspensdo em solugao fisio-
I6gica estéril 0,85%, seguida por contagem em ca-
mara de Neubauer. Esse procedimento fornece
uma suspensao- padrao de levedura contendo 1 x
10% a 5 X 10% A suspensao de trabalho foi produzida
fazendo- se uma diluicdo 1:100 seguida de uma
diluicao 1:20 da suspensao padrdao com meio liqui-
do RPMI 1640, resultando em concentragéo de 5,0
x 10% a 2,5 x 10° células/mL. Os testes foram reali-
zados em duplicada, sendo as solugbes estoque
dos 6leos dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSQO)
0,1% e diluidos em RPMI 1640 (Sigma) com L-
glutamina, sem bicarbonato de sédio e tampao com
0,165 mol/L 3-morpholinopropanesulfonic acid
(MOPS) em pH 7.0, obtendo- se a faixa de concen-
tracao de 7200ug/mL a 15380ug/mL e se nao obti-
dos resultados nesse intervalo, foram testados na
faixa de 3600 pg/mL a 36000 pg/mL; 180uL de ca-
da diluicao foram transferidos para os 10 primeiros
orificios da placa de microdiluicdo e em seguida
20uL do in6culo. Os 2 ultimos orificios foram prepa-
rados como controles positivos e negativos. Para
validagao dos testes foi utilizado o, Fluconazol nas
concentragdes entre 128 e 0,25 pug/mL. As placas
de microdiluicdo foram incubadas a 35°C, sendo
realizadas leituras visuais apés 24 e 48hs. A con-
centragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como
menor concentracdo do 6leo que ndo permitiu o
crescimento visivel do microrganismo. A concentra-
cao fungicida minima (CFM) foi definida como a
menor concentracdo do 6leo que ndo permitiu o
crescimento visivel na subcultura do microrganis-
mo, a qual foi obtida através da retirada de uma
aliquota de 10uL dos orificios onde nao havia cres-
cimento visivel da levedura, sendo essa semeada
em meio 4gar Sabouraud-Dextrose e incubadas a
35°C por 48h.[8]
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi pesquisada a atuagao de diferen-
tes Oleos essenciais obtidos de plantas que sao
utilizadas como condimentos e, com exceg¢ao dos
Oleos de Coriandrum sativum, Crocus sativus e Zin-
giber officinalis todos os 6leos tiveram boa atuagao
frente a diferentes espécies de Candida pela técni-
ca de difusdo em disco. Crocus sativus teve atua-
¢do somente para uma cepa de C. albicans e Zingi-
ber officinalis para duas cepas de C. albicans e uma
de C. krusei (Tabelas | e Il).

Os 6leos de Cominum cyminum e Ocimum basili-
cum foram os que tiveram melhor atuacao frente a
C. glabrata apresentando halos de inibicado = 150
mm. Para C. parapsilosis e C. krusei, o Cominum
cyminum que apresentou maior atividade, obtendo-
se halos de inibicdo de 90 mm, no entanto frente a
diferentes cepas de C. albicans houve variagdo no
tamanho dos halos de inibicdo para os diferentes
6leos testados, demonstrando-se que existe varia-
cdo susceptibilidade entre as linhagens de um
mesmo microrganismo (Tabelas | e Il). Nascimento
et al.(2007) [10] também verificou variagdo na ativi-
dade antimicrobiana frente a diferentes cepas
quando testou Thymus vulgaris.

Tabela I: Atividade antimicrobiana de 6leo essencial
de condimentos frente a diferentes cepas de Candida
ATCC utilizando-se técnica de difusdo em disco.
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Tabela Ill: Atividade antimicrobiana de dleo essencial
de condimentos frente a diferentes cepas de Candida
da micoteca do HMCP utilizando- se a técnica de di-
fusao em disco

Cepas ] ) ] ]
Candida | Candida Candida Candida
Oleos albicans | albicans | glabrata Krusei
422792* 421888* 420996* 423073*
Crocus sati- 0 14 0 0
vus
Coriandrum
sativum 0 0 0 0
Cominum
cyminum 18 34 =150 110
Zingiber 0 0 11 0
officinalis
Ocinum
basilicum 50 33 =150 41
Myristica
fragrans 19 19 0 8
Thymus 34 50 33 40
vulgaris

Cepas ) , Candida
Candida | Candida o
Oleos albicans krusei parapsilosis
ATCC ATCC
10231* | 6258 ATCG
22019*
Crocus sativus 0 0 0
Coriandrum
sativum 0 0 0
Cominum
cyminum 35 90 90
nglgslr/ Sofﬂc:— 10 10 8
Ocinum basili- 30 37 26
cum
Myristica fra- 10 21 12
grans
Thymus vul-
garis 40 38 38

*valores expressos em mm

*valores expressos em mm

Foi realizado teste de diluicdo em caldo e determi-
nagao da concentragdo fungicida minima para Oci-
mum basilicum e Thymus vulgaris frente as diferen-
tes cepas testadas os resultados encontram-se na
Tabela lll.

Excetuando-se uma cepa de C. albicans, Thymus
vulgaris evidenciou melhor atividade que o Ocimum
basilicum, obtendo-se valores de CIMs e CFMs infe-
riores para todas as cepas testadas.

Sartoratto et al. (2004) [18] e Duarte et al.(2005) [3]
compararam atividade antimicrobiana de 6leos es-
senciais obtidos de plantas aromaticas brasileiras e
obtiveram para os 6leos de Thymus vulgaris e O-
cimum basilicum CIMs de 2.000 ug/mL e > 2.000
pug/mL, respectivamente para Candida albicans
(ATCC 10231). Rahimifard, et al,(2008) [16] encon-
tram para essa mesma cepa CIM de 0.30ug/mL
para Thymus vulgaris. Esses resultados foram me-
nores do que os encontrados no presente estudo,
no entanto as cepas de C. albicans foram diferen-
tes.

Em estudo realizado por Pozatti et al (2008) [15]
com Thymus vulgaris encontrou-se CIMs de 400 a
3.200 pg/mL para diferentes espécies de Candida,
sendo para C.albicans 1.600ug/mL; C.glabrata
1.400ug/mL e C.krusei 1.800ug/m, sendo avaliados
pela metodologia preconizada pela CLSI M27[12].
Essas CIMs foram menores do que as encontradas
nessa pesquisa Essas CIMs foram menores do que
as encontradas nessa pesquisa, mas as cepas utili-
zadas foram diferentes, como também a composi-




¢ao quimica de uma mesma espécie de planta pode
variar dependendo das caracteristicas genéticas da
planta e de varios fatores que envolvem as condi-
¢bes de cultivo, local e armazenamento.[2,519]

Em estudo realizado por Pozatti et al (2008) [15]
com Ocimun basilicum verificou-se que as CIMs
foram consideradas insignificantes (teste Mann-
Whitney valores inferiores a P 0.05), semelhante o
que ocorreu no presente estudo em que as CIMs
para diferentes 6leos de Candida foram maiores
que as encontradas para Thymus vulgaris.

Os resultados obtidos no presente estudo demons-
traram que os 6leos essenciais de Thymus vulgaris
foi o efetivo contra as cepas de Candida. Estudos in
vivo devem ser realizados para se verificar a utiliza-
¢ao desse 6leo na terapéutica.

Tabela lll: Atividade antimicrobiana dos oleos frente
as cepas de Candida

Ocimun Thymus
Cepas basilicum vulgaris
CIM* CFM* CIM* CFM*
C. albicans
ATCC 21600 | 25200 | 8.100 9900
10231
A?'ckcmas;ég 25200 | 36000 8181 14400
C. parapsi-
losis ATCC | 18000 | >36000 | 8181 >15380
22019
%gjg’z’f;‘;’;s >36000 | >36000 | >36000 | >36000
C,;gjg’;%ag';s >36000 | >36000 | 11700 12762
ﬁ,j;g’gg; >36000 | >36000 | 9162 12762
%92’2‘%;? >36000 | >36000 | 9162 28800

*valores expressos em pg/mL
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