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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar
a composicio quimica e avaliar a atividade
antimicrobiana dos éleos essenciais obtidos das folhas
(frescas e secas) e flores da Callistemon viminalis.
Os dleos essenciais foram analisados por CG/EM. A
concentracfo inibitéoria minima (CIM) foi determinada
utilizando o método de microdiluicio em caldo frente
a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. De um
total de 96,72%, 98,70% dos compostos identificados
nos o6leos essenciais foram monoterpenos. O 1,8-cineol
foi o componente majoritirio no o6leo essencial das
folhas frescas (70,43%), folhas secas (71,71%) e flores
(42,39%), seguido do tricicleno com 12,97% nas folhas
frescas, 8,20% nas folhas secas e 28,08% nas flores. A
CIM para todos os micro-organismos testados foi > a
2.000 pg/mL. Esse estudo é o primeiro relato sobre a
composi¢cio quimica e atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das flores de C. viminalis.

Palavras-chave: Callistemon viminalis. Myrtaceae. Oleo
essencial. 1,8-cineol, tricicleno. Atividade antimicrobiana.

INTRODUCAO

Callistemon viminalis (sol. ex Gaertn.) G. Don
ex. Loudon (Mobot, 2011), espécie aromatica da familia
Myrtaceae, ¢ conhecida popularmente como escova de
garrafa (Souza & Lorenzi, 2005). De origem australiana
¢ largamente cultivada como planta ornamental (ANBG,
2003; Paiva et al., 2004). Dados etnobotanicos relatam sua
utilizacdo na forma de cha, no tratamento de gastroenterites,
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diarreias e infeccdes de pele (Cowan, 1999). Na China C.
viminalis ¢ utilizada para o tratamento de hemorroidas (Ji,
2009).

Oyedeji et al. (2009) identificaram 20 constituintes
no 6leo essencial das folhas de C. viminalis e relataram
como componentes principais: 1,8-cineol (83,2%),
a-pineno (6,4%) e a-terpineol (4,9%). Ndormo et al., (2009)
identificaram 13 constituintes no 6leo essencial das folhas
de C. virminalis (85%), destacando como majoritarios os
monoterpenos oxigenados 1,8-cineol (58,49%) e a-terpinol
(5,83%) e os hidrocarbonetos monoterpénicos 3-carene
(8,61%) e limoneno (7,01%). Enquanto Silva et al. (2010)
identificaram como componentes principais do o6leo
essencial das folhas de C. viminalis o 1,8-cineol (65%),
a-terpineol (13%) e a-pineno (12%).

O oleo essencial das folhas de C. viminalis apresentou
eficacia contra parasitas intestinais, sendo as atividades
sobre nematddeos e cestodeos superiores ao do fosfato de
piperazina e a atividade contra os ancilostomideos similar
a do hexilresorcinol (Garg & Kasera, 1982). Foi relatada
também atividade inseticida contra o caruncho do feijdo
Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera; Bruchidae)
(Ndormo et al., 2009).

Delahaye et al. (2009) verificaram atividade
antimicrobiana dos extratos brutos (aquoso, metanolico
e hexanico) das folhas de C. viminalis frente a bactérias
Gram-positivas (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
e Streptococcus pyogenes), Gram-negativas (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis
e Shigella sonnei) e frente a levedura Candida albicans.
Oyedeji et al. (2009) verificaram atividade antimicrobiana
do 6leo essencial da C. viminalis frente B. cereus, Bacillus
pumilus, S. aureus, Streptococcus faecalis, Enterobacter
cloacae, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
com CIM variando de 0,08 a 2,50 mg/mL.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a
composi¢do quimica e a atividade antibacteriana dos
oleos esséncias das flores e das folhas secas e frescas de
Callistemon viminalis.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas e flores foram coletadas em setembro de
2008 no Municipio de Goiania- Goias- Brasil (768 m de
altitude, 16,0°40°33,3”’S; € 49,0°14°39,5”W). A amostra foi
identificada pelo Dr. José Realino de Paula e uma exsicata
foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Goias (UFG) sob n°. 41.404.

Parte das folhas foi seca ao ar, em temperatura
ambiente, durante cinco dias.

Obtencio e analises dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais das folhas secas e frescas e flores
frescas foram extraidos por hidrodestilagdo empregando o
aparelho de Clevenger modificado (Farmacopeia Brasileira,
2010) durante duas horas.

Os Oleos essenciais foram submetidos a
analise cromatografica, em fase gasosa, acoplada a
espectrofotometria de massas (CG/EM) em aparelho
SHIMADZU QP5050A. Utilizou-se uma coluna capilar
de silica fundida (CBP- 5; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um),
com um fluxo de 1 mL/min de Hélio, como gas de arraste,
aquecimento com temperatura programada (60°C por 2
min.; 3°C por minutos até 240°C; 10°C por min. até 280°C
e 280°C durante 10 minutos), e energia de ionizagao de 70
eV. O volume de injegdo foi de 1 uL de amostra diluida em
CH,Cl, na proporgdo de 1:5. Os componentes quimicos dos
oleos essenciais foram identificados por comparagdo dos
espectros de massas ¢ indices de retengdo com os relatados
na literatura para os componentes mais comuns de 6leos
essenciais (Adams, 2007). Os indices de retengdo (IR)
foram calculados através da coinje¢do de uma mistura de
hidrocarbonetos (C9—C22), e utilizagao da equagdo de Van
Den Dool e Kratz (Dool & Kratz, 1963; Ferracini, 1995).

Atividade antibacteriana

A determinacdo da concentra¢do inibitdria minima
(CIM) foi realizada pelo Método de Microdiluigdo em
caldo conforme recomendagdo do NCCLS (2003).

As linhagens bacterianas utilizadas nesse estudo
foram cepas padrao American Type Culture Collection
(ATCC) e de isolados clinicos fornecidos pelo Laboratorio
de Bacteriologia Médica do Instituto de Patologia Tropical
e Saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP-
UFG). Foram utilizadas bactérias Gram-—positivas: S.
aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 6538, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12229, Micrococcus Iluteus ATCC
9341, Micrococcus roseus ATCC 1740; Gram—positivas
esporuladas: B. cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis
ATCC 6633; Gram-—negativas: E. coli ATCC 11229,
E. coli 8739, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, E.
cloacae HMA/FT 502, Serratia marcescens ATCC 14756,
Salmonella spp ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 27483, P,
aeruginosa SPM1. As bactérias foram reativadas em Caldo
Casoy por 15 horas a 37°C e, posteriormente, semeadas em
agar MH inclinado.
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Os indculos bacterianos foram preparados em
solugdo salina estéril (NaCl 0,85%), de modo a se obter
uma turvagdo correspondente a metade da escala 1 de
McFarland (leitura em espectrofotometro a 625 nm com
79,4% a 83,2% de transmitancia). Posteriormente, esses
inoculos foram diluidos 1:10 em salina de forma a obter-
se uma concentragdo de células de 10" UFC mL-1. Em
seguida, 5 pL dos inéculos, foram colocados nos orificios,
obtendo-se concentragdo final de 5 x 103 UFC/mL.

Foram adicionados a microplaca estéril contendo
96 orificios 100 puL de caldo Muller Hinton (CMH) e 200
puL do dleo essencial, preparado na concentragdo de 2000
pg/mL em dimetil sulfoxido (DMSO) a 10% e Twen 80
a 0,02%. Diluicdes seriadas foram realizadas obtendo-se
concentragdes do oleo essencial variando de 2000 pg/mL
a 1,95 pg/mL. Foram realizados os seguintes controles:
solvente (CMH, 10% de DMSO ¢ 0,02% de Twen 80), meio
(apenas CMH), negativo (CMH e 6leo essencial), positivo
(CMH e bactérias), controle positivo com antibidtico
[CMH e vancomicina (Sigma; 32 ug mL™" para bactérias
Gram-positivas e gentamicina (Sigma; 128 g mL™") para
bactérias Gram-negativas].

As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas
(estafilococos e enterococos) e 18 horas (demais bactérias).
Apds a incubagdo, 20 puL de solugdo aquosa de TTC
(cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5% foram adicionados
a cada um dos orificios e as placas incubadas por mais 30
minutos a 35°C. Apds este periodo a presenca de coloragao
avermelhada, independente da intensidade, foi considerada
prova de crescimento bacteriano.

A CIM foi definida como a menor concentra¢do do
oleo essencial capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os
testes foram realizados em duplicata, com uma repeticao.

RESULTADOS

Os rendimentos dos 6leos essenciais foram: para
folhas frescas, 1,42%; para folhas secas, 1,33% e para
flores frescas, 0,30%. Foram identificados 25 compostos
quimicos no o6leo essencial das folhas frescas, e 20 nos
oleos das folhas secas e das flores. O 1,8 cineol, tricicleno e
a-terpineol foram os componentes majoritarios para folhas
frescas, folhas secas e flores (Tabela 1).

Os monoterpenos a—felandreno (6,64%) e limoneno
(5,46%) também foram identificados no o6leo essencial
das flores, enquanto endo-fenchol, trans-pinocarveol,
pinocarvona, isoborneol, trans-carveol e geranial foram
encontrados no 6leo das folhas frescas e secas, mas ndo no
6leo das flores de C. viminalis.

A secagem das folhas alterou o teor e a composi¢ado
quimica dos 6leos essenciais em relagdo as folhas frescas.
O o—tujeno, 5-metil-3-heptano, y-terpineno, silfineno,
espatuleno, cubeban-11-ol foram detectados apenas nos
oleos essenciais das folhas frescas, enquanto o limoneno
foi identificado apenas no 6leo essencial das folhas secas.

Em relacdo a atividade antibacteriana, as CIM foram
>2.000 pg/mL para as trés amostras de 6leo essencial, frente
as bactérias Gram positivas e Gram negativas (Tabela 2).
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Tabela 1: Componentes dos 6leos essenciais das folhas (frescas e
secas) ¢ flores frescas de C. viminalis

Componentes :izl)has frescas lizlhas secas Fafres KI
isobutilisobutirato 0,31 0,27 0,25 9N
a-tujeno 0,15 - 0,47 930
tricicleno 12,97 8,20 28,08 926
5-metil-3-heptano 0,11 - - 944
B-pireno 0,43 0,22 0,87 979
mirceno - - 0,76 990
o-felandreno 0,31 0,27 6,64 1002
isoamilisobutirato 0,21 0,39 0,38 1009
a-terpineno - - 0,45 1017
p-cimeno 2,51 2,31 0,92 1026
Limoneno - 3,31 5,46 1029
1,8-cineol 70,43 71,71 42,39 1031
(z)-B-ocimeno - - 0,31 1037
y-terpineno 0,29 - 0,85 1059
p-mentha-2,4(8)-dieno - - 1,23 1088
Linalol 0,28 0,30 0,66 1096
endo-fenchol 0,21 0,41 - 1116
trans-pinocarveol 1,46 1,85 - 1139
pinocarvona 0,23 0,35 - 1164
isoborneol 0,41 0,64 - 1160
terpinen-4-ol 0,78 0,80 0,96 M"77
trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,17 0,26 - 1189
a-terpineol 5,17 6,56 6,67 1188
trans-carveol 0,28 0,56 - 1216
geranial 0,60 0,30 1267
silfineno 0,30 - - 1347
flavoneoe 0,51 0,52 0,34 1547
espatulenol 0,56 - - 1578
cubeban-11-ol 0,39 - - 1595
10-epi-y-eudesmol 0,36 0,30 0,39 1623
allo-aromadendreno-epoxide - - 0,18 1641
Monoterpenos Oxigenados 80,02% 83,44% 50,68%
Monoterpenos ndo-oxigenados 16,66% 14,31% 46,04%
Sesquiterpenos 1,82% 1,27% 0,73%
Rendimento 1,42% 1,33% 0,30%

KI = Indice de Kovatz

Tabela 2 - CIM, expressa em pg/mL, para os 6leos essenciais das
folhas secas e frescas e flores de C. viminalis.

Bactérias Gram-positivas Folhas Secas  Folhas Frescas  Flores

S. aureus ATCC 6538 2000 2000 2000
S. aureus ATCC 25923 >2.000 >2.000 >2.000
S. epidermidis ATCC 12229 2.000 2.000 2.000
M. luteus ATCC 9341 >2.000 >2.000 >2.000
M. roseus ATCC 1740 >2.000 >2.000 2.000

Bactérias Gram-positivas espoluladas

B. cereus ATCC 14579 2.000 >2.000 2.000
B. subtilis ATCC 6633 >2.000 >2.000 >2.000
Bactérias Gram-negativas

E. coli ATCC 11229 >2.000 >2.000 >2.000
E. coli ATCC 8739 >2.000 >2.000 >2.000
E. aerogenes ATCC 13048 >2.000 >2.000 >2.000
E. cloacae HMA/FTA 502 >2.000 >2.000 >2.000
S. marcescens ATCC 14756 >2.000 >2.000 2.000
Salmonella ATCC 6538 2.000 2.000 2.000
P. aeruginosa ATCC 27483 2.000 2.000 >2.000
P. aeruginosa SPM 1 2.000 2.000 2.000
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DISCUSSAO

O rendimento do dleo essencial das folhas de C.
viminalis, coletadas em Goiania, Goias, Brasil foi superior
ao relatado por Brophy et al. (1997), para amostras
coletadas na Australia (0,08% a 0,63%) e por Srivastava
et al. (2003), para amostras coletadas na India (0,45%).
Variagdes tanto no teor, quanto na composicdo quimica
de oleos essenciais de espécies vegetais sdo comuns e
podem estar relacionados com: fatores genéticos (Tavares
et al., 2005), demandas fisiologicas (crescimento, defesa e
reproducdo) (Nogueira et al., 2007; Masetto et al., 2011)
e fatores ambientais (temperatura, altitude, umidade,
incidéncia solar, nutrientes, entre outros) (Castellani et al.,
20006; Castro et al., 2010; Deschamps et al., 2012; Gobbo-
Neto & Lopes, 2007; Morais, 2009; Souza et al., 2005).

Nesse experimento, o teor de 6leo essencial obtido
das folhas secas foi inferior ao das folhas frescas. Segundo
Pimentel et al. (2012), essa diminuicao do teor de 6leo
essencial apos a secagem da amostra pode ser decorrente
da perda de compostos volateis que foram arrastados pelos
vapores de agua. Por outro lado, o processo de secagem
pode causar lesdes na parede das células com ruptura
de estruturas secretoras resultado no extravasamento
dos compostos presentes no seu interior, incluindo os
constituintes volateis.

O 1,8-cineol (eucaliptol) foi o componente
majoritario nos o6leos essenciais da C. viminalis obtidos
nesse estudo, enquanto o a-terpineol, identificado nos trés
o6leos, apresentou teores relativamente mais elevados no
oleo das flores. A presenca do 1,8-cineol como composto
majoritario nas folhas de C. viminalis também foi relatada
por Oyedeji et al. (2009), Ndormo et al. (2009) e Silva et
al. (2010). Em relagdo a outros componentes, 0 a-pineno
foi descrito por Oyedeji et al. (2009) e por Silva et al.
(2010); 3-careno (8,61%) e limoneno (7,01%) por Ndormo
et al. (2009) nos 6leos essenciais das folhas dessa espécie
coletadas em outras localidades. Essa variabilidade
no teor ¢ na composicao de Oleos essenciais estd bem
documentada na literatura cientifica e se deve a influéncia
de fatores genéticos, edafoclimaticos, bem como, daqueles
decorrentes do cultivo e processamento (Gobbo-Neto &
Lopes, 2007; Santos et al., 2004; Silva et al., 2003).

Acerca da atividade bioldgica dos componentes
do 6leo essencial, Juergens et al. (2004) relataram que o
1,8-cineol apresentou atividade anti-inflamatdria, sendo
forte inibidor de TNF-a e IL-1p, enquanto Estanislau et al.
(2001) concluiram que o eucaliptol era responsavel pela
atividade antisséptica dos oleos essenciais de Eucaliptus
mycrocorys e Eucaliptus globulus. Relato semelhante foi
feito por Pereira et al. (2004), para justificar a atividade
antibacteriana do Salvia officinalis. Esses dados justificam
a utilizagdo popular da C. viminalis nas gastroenterites,
diarreias e infecgdes de pele.

Os resultados de CIM obtidos para os oOleos
essenciais de C. virminalis foram semelhantes aos
encontrado por Oyedeji et al. (2009) frente as bactérias
Gram positivas e negativas. Em relagdo aos extratos de C.
virminalis, Delahaye et al. (2009) relataram CIM de 1600
pg/mL para o extrato aquoso, 800 pg/mL para o extrato
metanodlico e 1600 pg/mL para o extrato hexanico.
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Conclui-se que o 1,8-cineol foi o composto
majoritario dos 6leos essenciais das folhas frescas e secas
e das flores de C. virminalis, coletadas em Goiania/GO.
Observou-se que a CIM obtida para os 6leos essenciais
de C. virminalis foi igual ou superior a 2000 pg/mL, nas
condicdes utilizadas nesse estudo.

O bom rendimento do o6leo essencial das folhas
justifica a investigagao de outras atividades biologicas para
Callistemon viminalis. Esse ¢ o primeiro estudo sobre o
componente do dleo essencial das flores dessa espécie.

ABSTRACT

Chemical composition and antimicrobial activity of
essential oils of leaves and flowers of Callistemon
viminalis (sol ex Gaertn.) G. Don ex. Loudon (Myrtaceae)

The aim of this study was to determine the chemical
composition and the antimicrobial activity of essential
oils of Callistemon viminalis leaves (fresh and dried)
and flowers. The essential oils were analyzed by GC/
MS and the minimum inhibitory concentration (MIC)
against Gram-positive and Gram-negative bacteria was
determined by the broth microdilution method. Between
96.72% and 98.70% of the compounds identified in the
essential oils were monoterpenes. 1,8-Cineole was the
major component in the essential oils of fresh leaves
(70.43%), dried leaves (71.71%) and flowers (42.39%),
followed by tricyclene: 12.97% in the fresh leaves, 8.20%
in the dried leaves and 28.08% in the flowers. The MIC
for all microorganisms tested was > 2,000 pg/mL, for all
the essential oil samples. This study is the first report on
the chemical composition and antimicrobial activity of
essential oil from the flowers of C. viminalis.

Keywords: Callistemon viminalis. Myrtaceae. Essential
oil. 1,8-cineole. tricyclene. Antimicrobial activity.
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