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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi o de verificar efeito antimicrobia-
no do óleo essencial de chá-de-bugre (Casearia sylvestris) sobre bactérias 
Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus mutans) e Gram-negativas 
(Aeromonas sp., Escherichia coli, Klebsiella pneumonae, Proteus mirabilis e 
Salmonella choleraesuis). O óleo essencial foi obtido por hidrodestilação. A 
atividade antimicrobiana foi determinada por difusão em placas com diferen-
tes doses (5, 15 e 30 µL) e determinação da concentração inibitória mínima 
por densidade ótica (490 nm). As menores doses testadas não apresentaram 
atividade para a maioria das bactérias avaliadas. Micrococcus luteus e Sta-
phylococcus aureus apresentaram maior sensibilidade à concentração de 30 
μL, gerando um halo de 14 mm de diâmetro. Apenas Salmonella choleraesuis, 
Proteus vulgaris e Aeromonas sp. não apresentaram sensibilidade ao extrato 
com 30 µL. Na determinação da concentração inibitória mínima (CIM) ,ob-
servou-se que a atividade antimicrobiana foi mais significativa nas bactérias 
Gram-positivas (entre 5 e 10 µL/mL) do que em Gram-negativas (entre 10 e 
25 µL/mL). Conclui-se que o óleo essencial de C. sylvestris possui potencial 
antimicrobiano mais eficiente contra cepas de bactérias Gram-positivas.
Palavras-chave: Resistência. Bactérias. Potencial antimicrobiano.

ABSTRACT: The aim of this study was to assess the antimicrobial effect of 
essential oil from Casearia sylvestris on Gram-positive (Enterococcus faeca-
lis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 
and Streptococcus mutans) and Gram-negative (Aeromonas sp., Escherichia 
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coli, Klebsiella pneumonae, Proteus mirabilis e Salmonella choleraesuis) 
bacteria. The essential oil was obtained by hydrodistillation.  The antibacterial 
activity was assessed by plate difusion of different dosage (5, 15 and 30 µL) 
and Minimal Inhibitory Concentration  determination by optical density (490 
nm). The lowest doses tested showed no activity for most of the evaluated 
bacteria.Micrococcus luteus and Staphylococcus aureus showed increased 
sensitivity to concentrations of 30 µL generating a halo of 14 mm diameter. 
Only Salmonella choleraesuis, Proteus vulgaris and Aeromonas sp., showed 
no sensitivity to the extract with 30 µL. In determining the minimum inhibi-
tory concentration (MIC) it was noted that the antimicrobial activity was most 
significant in Gram-positive (between 5 and 10 µL/mL) than in Gram-nega-
tive bacteria (between 10 and 25 µL/  mL). It is concluded that C. sylvestris 
essential oil has a more efficient antimicrobial potential against strains of 
Gram-positive bacteria.
Keywords: Resistance. Bacteria. Antimicrobial potential.

Introdução 

Desde os primórdios, o homem percebeu o 
efeito curativo de plantas medicinais, notando 
que a forma pela qual o vegetal medicinal era 
administrado (pó, chá, banho, entre outros) 
proporcionava a recuperação da saúde do in-
divíduo (MATOS, 1999). Plantas medicinais 
que são utilizadas há milhares de anos servem 
de base para estudos na produção de novos 
fármacos (MACEDO et al., 2002). Em nosso 
país, a utilização de plantas no tratamento de 
doenças apresenta fundamental influência 
das culturas indígena, africana e europeia, 
e a base da formação da medicina popular 
é hoje retomada pela medicina natural, que 
aproveita seu conhecimento prático, dando-
-lhe caráter científico na tentativa de restituir 
a saúde ao ser humano, de forma natural (DE-
-LA-CRUZ-MOTA; GUARIM NETO, 1996; 
BORGES; CARVALHO, 2001). 

A resistência de micro-organismos a múl-
tiplas drogas têm aumentado nos últimos anos 
devido ao uso indiscriminado de antibióticos, 
gerando a necessidade de novas fórmulas para 
fármacos em geral. Extratos e óleos essenciais 
vegetais podem ser uma alternativa ao com-

bate a micro-organismos, pois são fonte de 
vasta diversidade molecular com diferentes 
mecanismos antimicrobianos. Assim sendo, 
a procura por propriedades antimicrobianas 
em extratos de plantas tem sido intensificada 
e incentivada (YAP et al., 2014).

Óleos essenciais que são extraídos de plan-
tas medicinais e seus componentes são co-
nhecidos por serem ativos contra uma ampla 
variedade de micro-organismos. A atividade 
antimicrobiana dos óleos essenciais é atribu-
ída a um número pequeno de terpenóides e 
compostos fenólicos que, também, na forma 
pura têm mostrado atividade antifúngica e 
antibacteriana (PERRICONE et al., 2015). 

A espécie alvo deste estudo é Casearia 
sylvestris Swartz (Salicaceae) popularmen-
te conhecida como chá-de-bugre, a qual 
apresenta propriedades como antisséptica, 
anestésica tópica para o tratamento de lesões 
de pele (MATTOS, 2007), efeito citotóxico 
contra células tumorais (OBERLIES et al., 
2002; MAISTRO et al., 2003), e como agen-
te antiofídica frente ao veneno de cobras do 
gênero Bothrops, em que promove a neutra-
lização da atividade hemorrágica, além de 
atividade antioxidante (BORGES et al., 2000; 
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BORGES et al., 2001), anti-úlcera gástrica 
e anti-inflamatória (ESTEVES et al. 2005; 
SASSIOTO et al. 2004).

A C. sylvestris apresenta-se distribuída 
em quase todo território nacional. Embora 
não seja restrita apenas ao território brasilei-
ro, a mesma é uma planta pioneira rústica e 
produtora de grande quantidade de sementes, 
sendo bastante comum em beira de estradas. 
Apresenta um porte de dois a mais de dez me-
tros de altura em média. Ela aparece nas mais 
variadas formações florestais, com ênfase no 
sul do país, especialmente nos estados de São 
Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande 
do Sul (LORENZI, 1992). 

Nesse sentido, este trabalho teve por 
objetivos verificar se o óleo essencial de C. 
sylvestris possui efeito antimicrobiano contra 
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-
-negativas, através da difusão em placas, e 
posteriormente, verificação da concentração 
inibitória mínima.

Material e Métodos 

Obtenção dos Extratos
Foram utilizadas folhas de Casearia syl-

vestris, coletadas na área urbana da cidade 
de Erechim, em pontos aleatórios da cidade, 
no período do final do inverno até o início 
da primavera, posteriormente, foram secas à 
temperatura ambiente em estufa de circulação 
de ar até peso constante. O óleo essencial foi 
extraído pelo método de hidrodestilação em 
Clevenger. O tempo para extração do óleo foi 
de três horas a partir do início da ebulição (até 
não ocorrer mis extração). 

Teste da Atividade Antibacteriana por 
Difusão em Placas

Os micro-organismos submetidos à ava-
liação da atividade antimicrobiana foram 

bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Salmonella chole-
raesuis, Proteus vulgaris e Aeromonas sp.), 
e Gram-positivas (Enterococcus faecalis, 
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus 
mutans) pertencentes ao banco de cepas do 
Laboratório de Biotecnologia da URI e ge-
ralmente associados a infecções transmitidas 
por alimentos.

  Os experimentos de difusão em placas, 
utilizando as diferentes bactérias, foram reali-
zados em meio Agar Mueller - Hinton (Merck) 
com discos de papel Watmann nº 3, com 7 
mm de diâmetro. Estes experimentos foram 
realizados em triplicata, sendo que cada placa 
continha um disco de controle negativo, um 
disco de controle positivo com o antibiótico 
selecionado e um disco com uma determinada 
concentração de óleo essencial (05, 15 ou  
30 µL). As placas foram incubadas a 35°C 
por 48 horas, e posteriormente, medido o halo 
de inibição de crescimento, considerando o 
diâmetro total do halo em mm (CANSIAN 
et al., 2010).

Determinação da Concentração 
Inibitória Mínima

Sobre as bactérias com sensibilidade ao 
óleo essencial de C. sylvestris, foi determi-
nada a concentração inibitória mínima (CIM) 
pela avaliação do crescimento microbiano em 
meio líquido, contendo diferentes concentra-
ções do óleo, avaliando-se a densidade óptica 
da cultura em espectrofotômetro a 490 nm 
(CANSIAN et al., 2010). 

Foram inoculados em microtubos com  
1 mL de caldo Luria Bertani - LB (10 g/L de 
triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 5 
g/L de NaCl) acrescido de 1% do emulsifi-
cante dimetilsulfóxido (DMSO) e contendo 
diferentes concentrações do óleo essencial 
(MALOZ, 2005). Posteriormente ao processo 
de inoculação, os microtubos foram incubados 
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sob agitação eletromagnética (60 Hz), por 24 
horas à temperatura de 32 ºC.

Nos períodos de incubação de 0 e 24 ho-
ras, foram transferidas alíquotas de 100 µL da 
cultura bacteriana para microplacas de fundo 
chato, realizando-se três repetições de leitura 
para cada concentração do óleo estudado. 
Com o objetivo de avaliar o crescimento 
bacteriano (densidade ótica) para determinar 
a CIM do óleo essencial sobre determinada 
bactéria, submeteu-se a leitura da microplaca 
através do leitor automático de microplacas 
(Marca Bio-Tec Instruments Inc., modelo 
EL800), acoplado em computador com pro-
grama Kcjunior, com comprimento de onda 
pré-selecionado de 490 nm. As concentrações 
de óleo essencial, testadas, no experimento 
para o conjunto dos sete micro-organismos 
selecionados, foram 50, 25, 10, 7,5, 5,0 e 2,5 
µL, respectivamente, e o microtubo controle, 
sem óleo essencial. A inibição do crescimen-
to foi determinada pela diferença entre as 
leituras realizadas em 24 horas pela leitura 
realizada em 0 horas. Os valores médios de 
densidade ótica foram analisados estatisti-
camente pelo teste de Tukey (p < 0,05) para 
determinar a CIM.  (programa SPSS student 
version).

Resultados e Discussão

Difusão em Placas
Óleos essenciais e seus componentes 

são conhecidos por serem ativos contra 
uma ampla variedade de micro-organismos, 
incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-
-negativas (HELANDER et al., 1998). A 
atividade antimicrobiana dos óleos essenciais 
é atribuída a um número pequeno de terpe-
noides e compostos fenólicos que, também, 
na forma pura têm mostrado atividade anti-
fúngica e antibacteriana (HELENDER et al., 
1998). Investigações sobre atividade antimi-

crobiana, modo de ação e uso potencial de 
óleos voláteis de plantas têm recebido novo 
impulso (DORMAN; DEANS, 2000). Tendo 
em vista que as propriedades físico-químicas 
do óleo essencial é que irão determinar sua 
viabilidade como antimicrobiano, tornando 
sua avaliação particularmente difícil de ser 
padronizada, chega-se à conclusão de que 
a difusão em placas ainda é a técnica mais 
comum para avaliação de antibacterianos e 
antifúngicos de óleos essenciais porque é de 
fácil execução e requer pequenas quantidades 
de amostra (KATZUNG, 2003).

A Tabela I apresenta os resultados de ati-
vidade antimicrobiana do óleo essencial de 
C. sylvestris sobre diferentes bactérias Gram 
positivas e Gram negativas.

Sete das dez cepas testadas (70%) foram 
sensíveis ao óleo essencial de C. sylvestris. 
A maior atividade antimicrobiana do óleo 
essencial sobre as bactérias testadas foi obser-
vada sobre as bactérias Micrococcus luteus e 
Staphylococcus aureus (14 mm) em 30 μL. A 
menor atividade foi constatada sobre as bac-
térias Streptococcus mutans, Enterococcus 
faecalis e Escherichia coli com a formação 
de halo de 11 mm em 30 μL, e Klebsiella 
pneumoniae e Staphylococcus epidermidis 
com formação de halo de 12 mm em 30 μL, 
já Aeromonas sp., Proteus vulgaris e Salmo-
nella choleraesuis não apresentaram nenhum 
halo de inibição (Tabela I).

Para a maioria das bactérias avaliadas, 
não observou-se variação significativa no 
diâmetro dos halos com o aumento da dosa-
gem do óleo essencial. Considerando a média 
de diâmetro dos halos, observa-se um maior 
poder antimicrobiano sobre Gram-positivas 
em relação a Gram-negativas.

Determinação da Concentração 
Inibitória Mínima

A concentração inibitória mínima (CIM) 
é citada por muitas pesquisas como uma 
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medida de performance dos óleos essenciais 
(BURT, 2004). A determinação da CIM en-
volve um teste semi-quantitativo que dá um 
valor aproximado da menor concentração ne-
cessária para prevenir o crescimento bacteria-
no (LAMBERT e PEARSON, 2000). É quali-
tativo no sentido de que a CIM é dependente 
de muitos fatores, tais como temperatura de 
incubação, tamanho do inóculo e inóculo 
teste. Ainda, muitos desses fatores não têm 
sido ativamente pesquisados, mas o método 

tem evoluído para reduzir suas influências em 
uma tentativa de racionalizar comparações 
entre os inibidores (LAMBERT, 2001).

As CIM foram avaliadas a partir da den-
sidade ótica com comprimento de onda de 
490 nm em microplacas. As análises foram 
realizadas através de testes com concentra-
ções que variam de 2,5 a 50 µL/mL somente 
com as bactérias que mostraram-se sensíveis 
na avaliação da atividade antibacteriana 
por difusão em placas (Tabela I). De forma 
representativa, os resultados obtidos a partir 
das diferenças de absorbância nas diferentes 
concentrações testadas do óleo essencial de 
C. sylvestris sobre Klebsiella pneumoniae e 
Sthaphylococcus epidermidis estão apresen-
tados na Figura 1. 

A 

B

Figura 1: Determinação da concentração 
inibitória mínima do óleo essencial de Case-
aria sylvestris sobre Klebsiella pneumoniae 
(A) e Sthaphylococcus epidermidis (B).

As menores concentrações capazes de ini-
bir o crescimento bacteriano (sem diferença 
significativa em relação à maior concentração 
testada) foram de 10 e 5 µL para Klebsiella 

Tabela I - Halos médios (em mm) obtidos pelo método 
de difusão de placas do óleo essencial de chá de bugre 
(Casearia sylvestris) sobre bactérias Gram-positivas e 
Gram-negativas.

Bactérias Diâmetro Total dos Halos (mm)* 
Gram-positivas 05 µL 15 µL 30 µL
Enterococcus 
faecalis  
(ATCC 19433)

-- -- 11b ± 0,9

Micrococcus 
luteus  
(ATCC 10240)

12 ± 0,7 14 ± 0,8 14a ± 1,1

Staphylococcus 
aureus  
(ATCC 6538)

-- -- 14a ± 0,9

S. epidermidis 
(ATCC 12228) -- -- 12b ± 0,7

Streptococcus 
mutans  
(ATCC 5175)

-- -- 11b ± 0,8

Média 2,4 2,8 12,4 ± 1,5
Gram-negativas
Aeromonas 
sp. ** -- -- --

Escherichia coli 
(ATCC 25922) -- -- 11b ± 0,9

Klebsiella 
pneumonae 
(ATCC 13883)

-- -- 12b ± 1,0

Proteus vulgaris 
(ATCC 25933) -- -- --

Salmonella 
choleraesuis 
(ATCC 10708)

-- -- --

Média 11,5 ± 0,7

*Médias seguidas de mesmas letras não diferem 
significativamente pelo teste de Tukey com 95% de 
confiança.
ATCC: American Type Culture Collection – (U.S.A.);
** Obtida a partir do Instituto Biológico – Campinas, SP.
-- Sem ocorrência de halo de inibição.
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pneumoniae e Staphylococcus epidermidis, 
respectivamente.

Na avaliação dos resultados das CIM 
(Tabela II), observa-se que, em média, as 
bactérias Gram-positivas apresentaram uma 
menor CIM (7,0 µL/mL) em relação às 
bactérias Gram-negativas (17,5 µL/mL), 
corroborando com os resultados obtidos 
na técnica de difusão em placas (Tabela I). 
Normalmente, as bactérias Gram-positivas 
apresentam uma maior sensibilidade quan-
do expostas aos óleos essenciais in vitro 
que as bactérias Gram-negativas, pois as 
Gram-negativas possuem parede bacteriana 
diferenciada (PROBST, 2012).

As CIM apresentaram correlação com os 
diâmetros dos halos para M. luteus, e parcial-
mente, para S. aureus e S. epidermidis, onde 
os maiores halos correspondem à baixas con-
centrações inibitórias mínimas. Entretanto, 
principalmente em bactérias Gram-negativas, 
não se observa esta correlação. A menor CIM 
encontrada foi de 5µL/mL para M. luteus e 
S. epidermidis e a maior CIM foi para E. coli 
(25 µL/mL).

Esses resultados demonstram que o mé-
todo de avaliação antimicrobiana por difusão 
em placas pode ser utilizado como método 
de avaliação prévio, por ser reconhecido e 
determinar a sensibilidade de muitos micro-
-organismos a determinados óleos essenciais, 
produzindo resultados semi-quantitativos, 
ainda que de acordo com alguns autores 
só qualitativos e nem sempre reprodutíveis 
(JANSSEN et al., 1987). No entanto, ainda 
é a técnica mais comum para a avaliação de 
antibacterianos e antifúngicos de óleos es-
senciais, por ser de fácil execução e requerer 
pequenas quantidades de amostra (JANSSEN 
et al.,1987; KALEMBA; KUNICA, 2003; 
KATZUNG, 2003). 

Métodos de atividade antimicrobiana (di-
fusão e diluição) não são necessariamente 
comparáveis. Isso porque o método de dilui-

ção mostra-se ser o que melhor disponibiliza 
dados quantitativos, enquanto a difusão em 
placas se constitui em um método qualitativo 
(NASCIMENTO et al., 2007). Os resultados 
obtidos por cada um desses métodos podem 
diferir devido a fatores que podem interferir 
nos valores da CIM obtidos através de mé-
todos de difusão e diluição como: condições 
de cultivo (tempo de incubação, temperatura, 
taxa de oxigênio), meio de cultura, concen-
tração das substâncias testadas dispersão 
e emulsificação dos agentes utilizados na 
emulsão óleo-água (RÍOS e RECIO, 2005). 

A ação antimicrobiana dos componentes 
dos óleos essenciais pode ocorrer de três 
formas: pela interferência na dupla camada 
fosfolipídica da parede celular; pelo aumento 
da permeabilidade e perda dos constituintes 
celulares e por alteração de uma variedade 
de sistemas enzimáticos, incluindo aqueles 
envolvidos na produção de energia celular 
e síntese de componentes estruturais ou por 
inativação e destruição do material genético 
(KIM et al.,1995; SVOBODA; DEANS, 
1995; BARATTA et al., 1998; COWAN, 
1999; COX et al., 2000; KALEMBA; KU-
NICKA, 2003; BAGAMBOULA et al., 2004; 
DELAMARE et al., 2007).

Tabela II - Concentração inibitória mínima (CIM) do óleo 
essencial de Casearia sylvestris.

Bactérias Gram-positivas CIM (µL/mL)
Enterococcus faecalis 7,5c ± 0,1
Micrococcus luteus 5,0d ± 0,2
Staphylococcus aureus 7,5c ± 0,1
Staphylococcus epidermidis 5,0d ± 0,1
Streptococcus mutans 10b ± 0,1
Média 7,5 
Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli 25a ± 0,3
Klebsiella pneumoniae 10b ± 0,2
Média 17,5

*Médias seguidas de mesmas letras não diferem 
significativamente pelo teste de Tukey com 95% de 
confiança.
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Conclusões 

Conclui-se que o óleo essencial de Casea-
ria sylvestris apresentou atividade antimi-
crobiana perante 70% das bactérias testadas, 

sendo a atividade antibacteriana maior sobre 
bactérias Gram-positivas em relação à Gram-
-negativas. Houve relação parcial entre a 
atividade antibacteriana (obtida pelo método 
de difusão em placas) e a determinação da 
concentração inibitória mínima (CIM). 
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