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RESUMO

A crescente resisténcia de microrganismos patogénicos a formas de tratamento convencionais
vem impulsionando a industria de medicamentos a buscar novas formulacdes eficientes e
seguras. Nesse contexto, as plantas configuram um importante campo de estudo. Uma das
plantas bastante promissora ¢ a Melaleuca alternifolia, conhecida popularmente como “Tea
tree”. Possui significativa relevancia comercial devido as diversas aplicagdes de seu oleo
essencial, que ¢ matéria prima relevante para as indistrias farmacéutica e cosmética, devido a
sua potente atividade antimicrobiana e antifingica. O presente trabalho teve como objetivo
investigar a composi¢do quimica e avaliar a capacidade antimicrobiana de duas marcas
comerciais de Oleo essencial de Melaleuca frente & dois microrganismos patogénicos:
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A andlise por Cromatografia Gasosa Acoplada a
Ionizacdo de Chama (CG-DIC) demonstrou uma presenga expressiva do hidrocarboneto
Terpen-4-ol, seguido por y-Terpineno e a-Terpineno. Os 6leos apresentaram halos de inibi¢ao
de 24 mm e 23 mm frente & Escherichia coli e de 37 mm e 27 mm frente a Staphylococcus
aureus. Tais resultados evidenciam a atividade antimicrobiana do ©6leo essencial,
especialmente em relacdo a microrganismos Gram-positivos, tal como descrito na literatura.
O teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) apontou que uma concentragdo de 10 uL.
do 6leo ¢ suficiente para se ter agdo antimicrobiana satisfatoria. Os registros na literatura
apontam que quantidades ainda menores sao capazes de promover tal acdo, sendo necessario,
assim, novos testes com concentragdes menores do 6leo essencial.

Palavras-chave: Oleo essencial, Melaleuca alternifolia, atividade antimicrobiana,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli.



ABSTRACT

The increasing resistance of pathogenic microorganisms to conventional forms of treatment
has driven the pharmaceutical industry to seek new, effective, and safe formulations. In this
context, plants represent an important field of study. One particularly promising plant is
Melaleuca alternifolia, commonly known as "Tea tree." It holds significant commercial
relevance due to the various applications of its essential oil, which is a key raw material for
the pharmaceutical and cosmetic industries, thanks to its potent antimicrobial and antifungal
activity. This study aimed to investigate the composition and evaluate the antimicrobial
capacity of two commercial brands of Melaleuca essential oil against two pathogenic
microorganisms: Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Analysis by Gas
Chromatography Coupled with Flame Ionization (GC-FID) showed a significant presence of
the hydrocarbon Terpinen-4-ol, followed by y-Terpinene and o-Terpinene. The oils
demonstrated inhibition zones of 24 mm and 23 mm against Escherichia coli and 37 mm and
27 mm against Staphylococcus aureus. These results high light the antimicrobial activity of
the essential oil, especially against Gram-positive microorganisms, as described in the
literature. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test indicated that a concentration
of 10 puL of the oil is sufficient to achieve satisfactory antimicrobial action. Literature records
suggest that even smaller quantities are capable of promoting such action, necessitating
further tests with lower concentrations of the essential oil.

Keywords: Essential oil; Melaleuca alternifolia; antimicrobial activity; Staphylococcus
aureus; Escherichia coli.
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1. INTRODUCAO

Infeccdes ocasionadas por microrganismos patogénicos correspondem a uma
importante questdo de satde publica. Atualmente, ¢ possivel notar um crescimento na
resisténcia de tais microrganismos a antibidticos sintéticos tradicionais, acarretando um
significativo impacto tanto na economia quanto na satde publica de uma populacio
(LUEPKE et al., 2017). A busca por novos compostos seguros ¢ eficientes, caracteriza uma
preocupacdo para a industria farmacéutica (AIT-SIDI-BRAHIM; MARKOUK; LARHSINI,
2018). Nesse contexto, as plantas e seus metabolitos representam um importante campo de

estudo e um relevante recurso economico.

Os dleos essenciais (OE) sdao um dos diversos produtos que podem ser obtidos a partir
de espécies vegetais. Sao compostos volateis e aromaticos, obtidos por hidrodestilagao ou
destilacdo por arraste de vapor (BAKKALI et al., 2008). Sdo quimicamente constituidos
principalmente por terpenoides e fenilpropanodides (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Possuem
uma ampla gama de aplicacdes em diferentes industrias, aparecendo na formulagdo de
perfumes, dermocosméticos e produtos de limpeza (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). Sua
aplicacdo na terapéutica se da devido a suas atividades antifungicas, antivirais e

antimicrobianas (BAKKALI et al., 2008).

Uma importante fonte de 6leos essenciais sdo as plantas pertencentes a familia
“Myrtaceae”. A familia compreende cerca de 121 géneros e mais de 3000 espécies (ANJOS
DA SILVA et al., 2023), com predominancia em 4reas tropicais e subtropicais (GRESSLER;
PIZO; MORELLATO, 2006). Divide-se em duas grandes subfamilias: Myrtoidea, com
prevaléncia nas Américas e Leptospermoideae, com prevaléncia na Australia, Malasia e
Polinésia (VIEIRA et al., 2004). As plantas dessa familia possuem forte presenca na medicina
popular, sendo utilizadas como medicamentos naturais antimicrobianos, antidiarreicos,
diuréticos ¢ antinflamatérios (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Estima-se
que tal gama de atividades se dé por conta dos flavonoides em sua composicdo (DA VEIGA
CORREIA et al., 2022). A Melaleuca alternifolia, popularmente conhecida como “Tea
Tree” ou “arvore do cha”, ¢ uma planta cujo 6leo essencial estd presente em diversas
formulagdes. Pertencente a familia “Myrtaceae” ¢ um arbusto aromético de folhas pequenas
e pontiagudas originario de areas pantanosas da Australia; podendo atingir 5 metros de altura

(SILVA et al., 2003) (Figural). Sdo vastos os relatos de uso medicinal da Melaleuca ao longo



da historia e, desde meados de 1800 D.C nativos australianos utilizavam extratos da planta
como antisséptico para o tratamento de feridas na pele e de mordidas de insetos (IACOVELLI
et al., 2023); soldados australianos durante a Segunda Guerra Mundial carregavam o 6leo
essencial de Melaleuca para o tratamento de feridas superficiais na pele (CORREA et al.,
2020).

Atualmente ¢ bastante utilizado pelas industrias farmacéutica e de cosméticos em
formulagdes topicas que visam o manejo da acne, lesdes cutaneas, cicatrizacdo de feridas
(BOROTOVA et al., 2022), além de ser também utilizada na odontologia por suas
propriedades antimicrobianas potentes (OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 1. Melaleuca alternifolia
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O oleo essencial de Melaleuca (TTO — tea tree oil) ¢ obtido através da
destilacdo a vaporou da hidrodestilagdo e ¢ um composto rico em terpenos, sendo os mais
notaveis o Terpinen-4- ol, o y-Terpineno, o a-Terpineno e o 1,8 — cineol (eucaliptol)
(CARSON; HAMMER; RILEY,2006). Tais compostos sdo responsaveis pela agdo anti-
inflamatoria, antifungica, antioxidante e antimicrobiana do 6leo (NASCIMENTO et al.,
2023). A atividade antimicrobiana deste OE vem sendo extensamente estudada como uma via
de tratamento para diversas cepas de bactérias resistentes e potencialmente patogénicas
(LOPEZ-ROMERQO et al., 2015) como as de Escherichia coli. e Staphylococcus aureus.
Desta forma, o presente trabalho visa analisar quimicamente a composi¢ao de dois TTO’s de
duas marcas disponiveis comercialmente, avaliar a atividade antimicrobiana, bem como a
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos mesmos perante microrganismos Gram- positivos

(Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli).



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Analisar a composicdo e atividade antimicrobiana de duas marcas comercializadas
de 6leo essencial de Melaleuca 100%.

2.2. Objetivos especificos

¢ Identificar, por meio de Cromatografia Gasosa, os principais compostos presentes em
dois oleos essenciais de Melaleuca disponiveis comercialmente;

e Aplicar o teste de difusdo em 4gar para avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo de
Melaleuca frente a bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) Gram-negativas
(Escherichia coli).

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos o6leos frente aos dois

microrganismos supracitados.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Oleos essencias

As marcas de 6leo essencial adquiridas para o desenvolvimento deste trabalho foram
Needs® (Oleo 1) e WNF® (Oleo 2). O rétulo de ambos informava que ambos eram 100%
6leode Melaleuca, sem a adi¢cao de qualquer outra substancia, ndo sendo informada a forma

de obtencao do oleo essencial.

3.2. Cepas bacterianas
Foram utilizadas as cepas bacterianas Escherichia coli. (INCQS 00379) e
Staphylococcus aureus. (INCQS 00402).

3.3. Identificacdo do perfil quimico dos dleos essencias por CG-DIC

A identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais analisados neste trabalho
foi realizada por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a Ionizagdo de Chama (CG-DIC). As
amostras a serem analisadas foram preparadas por meio de uma dilui¢do na escala 1:1000;
pesou-se aproximadamente 10 mg (1 gota) de cada 6leo em frascos de vidro, em seguida foram
adicionados 10 mL do solvente hexano ao frasco contendo os 6leos. Com o auxilio de uma
pipeta volumétrica, transferiu-se ImL dessa primeira solugdo para um novo frasco de vidro
vazio, que foi completado com 9 mL de hexano. As amostras foram entdo transferidas para
vials de 1,5 ml para terem seu perfil quimico analisado no cromatografo. O aparelho utilizado
neste experimento foi um cromatografo GC-FID, Shimadzu® GC-2010 Pro; Coluna SH-5
30mM 0,25mm x 0,25 um. Injetor Split 250 °C. Volume de injecdo: 1.0 pl. Gas de arraste:



Nitrogénio (N2) a 2,43 mL/min. A temperatura inicial (50°C) se manteve durante os primeiros
minutos da andlise, alcangando 180 °C aos 7 minutos, 220 °C aos 16 minutos e 260 °C aos 17

minutos, perfazendo um total de 24,42 minutos.

3.4. Avaliacao da atividade antimicrobiana

3.4.1. Teste de difusdo em agar

Foi preparada uma suspensdo bacteriana a partir da transferéncia de uma aliquota de
repique dos microrganismos testados para tubos de vidro contendo solugdo salina estéril 0,9%
até que a turbidez adequada fosse alcangada. A padronizagdo do indculo foi realizada a partir

da escala 1,0 Mc Farland (3,0 x 108 UFC/mL).

Foram preparadas nove placas de Petri contendo 25mL do meio de cultura agar
Mueller Hinton (MHA) estéril (Kasvi®). Transferiu-se 300 uL das solu¢des bacterianas
padronizadas para as placas contendo o meio de cultura j4 solidificado. As solu¢des foram
entdo espalhadas uniformemente com o auxilio de swab estéril. Transferiu-se 10 uL de cada
um dos dois 6leos essenciais (OE) testados para discos de papel 0,6 mm estéreis. Os discos
foram posicionados nas placas de Petri utilizando uma pinga estéril. Foram utilizados também
discos contendo o padrao Gentamicina (Diagndsticos microbioldgicos especializados -
DME). Todas as placas foram incubadas por 24 horas em estufa a a 35+2°C. A atividade
antimicrobiana foi avaliada a partir da medida dos halos de inibi¢do (em mm) formados ao
redor dos discos com uma régua milimetrada.

3.4.2. Concentra¢ao Inibitoria Minima

Preparou-se uma suspensdo bacteriana a partir do repique dos microrganismos
selecionados para o estudo. A aliquota contendo a bactéria foi transferida para tubos de vidro
contendo salina estéril 0,9 %. A suspensdo foi padronizada até que se atingisse a turbidez
adequada segundo a escala 1,0 Mc Farland (3,0 x 108 UFC/mL) e incubada em uma estufa a
35+2°C por 48h. Para esse trabalho foram empregadas as seguintes concentragdes de dleo
essencial: 100%, 75%. 50%, 25%, 10%, 5%, meio de cultura MHB com 0,5% de Tween 80
da Dindmica® (a concentragdo de meio de cultura utilizada variou de acordo com a
concentragdo de Oleo) e 10 pl. da suspensdo bacteriana contendo o microrganismo,
totalizando 160 puL em cada pogo. Foram utilizadas duas microplacas estéreis com 96 pogos;
uma para cada OE a ser analisado. O branco foi representado pelos pogos Al e A2, onde foi

pipetado apenas MHB (160 pL+ Tween).



Para o controle positivo (pogos E1-H1 e E2-H2), foi utilizado 110 uL de MHB + 10 pL do
indculo bacteriano. As seguintes colunas (3 a 8) foram utilizadas para as concentracdes de
100% a 5%. As linhas de A até D foram utilizadas para a andlise com S. aureus; enquanto as
linhas E até H para a andlise com E.coli. Apos a pipetagem, as placas foram entdo incubadas
em estufa a 35+2°C por 24. Para a leitura de resultados, utilizou-se o indicador de oxirredugao
Resazurina; o processo foi realizado em um ambiente com luz minima. A placa com o agente

de oxirreducao foi incubada por 3 horas.

Tabela 1. Distribui¢ao dos volumes de OE, MHB+Tween 80 e suspensdo bacteriana

nas microplacas.

Concentragio  YOlumedeOE  Volume de MHB + mi‘c’ l‘f;‘r‘;“aflifllo
(u) TW 80 (uL) i
100% 150 0 10
75% 120 30 10
50% 80 70 10
25% 40 110 10
10% 15 135 10
5% 8 142 10

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais analisados foi realizada
inicialmente através da comparagao dos perfis cromatograficos obtidos por CG-DIC com o
Indice de Kovats (IK) bem como com o perfil cromatografico de outras amostras do 6leo
essencial de Melaleuca analisados anteriormente no laboratério. A partir dos tempos de
retengdo obtidos, foi calculado os Indices de Kovats (IK) com o auxilio de uma planilha
automatizada no Microsoft Office Excel®. Os IK calculados foram entdo comparados com
IK encontrados na literatura para que fosse possivel confirmar a identidade dos compostos.
Foi possivel identificar a presenga de 7 compostos diferentes. Apenas um dos compostos
(referente ao tempo de retengdo de 6,377 segundos) ndo foi identificado, devido a area
referente ao seu pico de retengdo ser muito pequena. Essa pode ser considerada uma das
limitacdes desse método — a baixa sensibilidade do equipamento perante analitos em baixas
concentragdes  (HINSHAW, J. V, 2005). Nas figuras 2 e 3 pode se observar os perfis
cromatograficos obtidos dos OE 1 ¢ OE2 por CG-DIC, bem como a série homdloga

de padrdes de hidrocarbonetos.



Figura 2. Perfis cromatograficos por CG-DIC. (A) Série homoéloga de padrdes de
hidrocarbonetos, C8 a C20, (B) Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Needs®).
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Figura 3. Perfis cromatograficos por CG-DIC. (A) Série homoéloga de padrdes de
hidrocarbonetos, C8 a C20, (B) Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (WNF®).
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Tabela 2. Demonstra¢ao dos Tempos de Retencao (Tr.) de cada composto identificado,
seus Indices de Kovats calculados (IK calc.) e encontrados na literatura (IK lit.) bem
como suas porcentagens em cada OE analisado. Em negrito estdo os compostos com

maior expressividade na composicao.

N° Nome do componente Tr. IKcale. IKlit. % (N) % (F)
1 a -Terpineno 6,1 1020 1018 11,04 9,10
2 p -Cymeno 6.3 1028 1028 3,79 3,20
3 1,8-Cineol 6.5 1038 1038 2,12 2,01
4 y-Terpineno 7.0 1062 1060 24,10 20,40
5 a -Terpineno 7.6 1093 1090 4,25 3,64
6 Terpinen-4-ol 9.5 1184 1184 49,06 55,90
7 a-Terpineol 9.8 1198 1193 4,17 4,84

Figura 4. Estruturas quimicas dos compostos identificados no 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia.

a-Terpineno p-Cimeno 1.8-Cineol y-Terpineno

a -Terpinoleno Terpinen-4-ol a-Terpmeol
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A concentragdo maxima e minima de cada composto presente nos 6leos essenciais ¢
determinada pela Organizacdo Internacional de Normaliza¢do ou Organizagao Internacional
de Padronizacdo (ISO) e demonstram a qualidade do dleo. As concentragdes expressas na

ISO- 4730, referente ao OE de Melaleuca alternifolia estao representadas na tabela 3:

Tabela 3. Concentragdes minimas e maximas dos componentes do 6leo essencial de

Melaleuca alternifolia expressas em porcentagem (%) segundo a ISO-4730.

Nome do componente Concentra¢ao Minima Concentracao Maxima (%)
(%)

o-Pineno 1,0 4.0
Sabineno <0,01 3,5
a-Terpineno 6,0 12,0
Limoneno 0,5 1,5
p-Cymeno 0,5 8,0
1,8-Cineol <0,01 10,0
y-Terpineno 14,0 28,0
Terpinoleno 1,5 5,0
Terpinen-4-ol 35,0 48.0
a-Terpineol 2,0 5,0
Aromadendreno 0,2 3,0
Ledeno 0,1 3,0
0-Cadineno 0,2 3,0
Globulol <0,01 1,0
Viridiflorol <0,01 1,0

O Terpinen-4-ol nas amostras analisadas demonstrou estar em concentragdes maiores
do que a concentracdo maxima apresentada pela ISO 4730 (TABELA 3). O y-Terpineno € o
1,8-Cineol estavam de acordo com os limites expressos pela ISO-4730, enquanto a
porcentagem de a-Terpineno se encontrava abaixo do minimo tabelado. E importante
ressaltar que diversos fatores podem influenciar nas composigdes dos dleos essenciais como
as condigdes ambientais durante o cultivo, condigdes geograficas, a propria genética da planta

€ 0s processos extrativos empregados para a sua obtengdo (MAHBOUBI, 2019).

O OE 1 apresentou halos de inibi¢do de 23,3 mm e 37 mm para E. coli. e S. aureus,
respectivamente; enquanto os valores do halo de inibi¢do para o OE 2 foram de 22,6 mm e
26,6mm para os mesmos microrganismos (Figuras 5 e 6). Ambos os 6leos apresentaram halos
com medidas superiores & 14 mm, o que indica que a capacidade antimicrobiana das

formulacdes estudadas ¢ satisfatoria (ANVISA, 2019). O padrio Gentamicina (G)
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proporcionou a forma¢ao de um halo de inibi¢do de 32,6 mm frente a E. coli € 32 mm frente

a S. aureus (TABELA 4).

A inibi¢dao de ambos 0Oleos testados foi superior frente a S. aureus. Tal resultado esta
compativel com outros dados encontrados na literatura, sendo relatado que alguns 6leos
essenciais possuem uma atividade antimicrobiana maior perante microrganismos Gram-
positivos (OUSSALAH et al., 2007). A razdo na diferenca de suscetibilidade de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, ainda ndo foi totalmente elucidada, porém pressupde-se
que a composicao da parede celular desses microrganismos exerca um papel importante nesse
resultado (SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998). Bactérias Gram-positivas possuem
paredes celulares menos complexas, enquanto a membrana celular de bactérias Gram-
negativas ¢ constituida principalmente por uma camada de lipopolissacarideo (LPS)
(NAZZARO et al., 2013). No entanto, sdo necessarios mais estudos para confirmar esta

hipotese.

Tabela 4. Valores médios dos halos de inibi¢cdo (mm) apresentados pelos 6leos essenciais

e pelo padrdo frente aos microrganismos.

Amostra Halo de inibi¢ao (mm)
Oleo 1 em Escherichia coli 23,30
Oleo 2 em Escherichia coli 22,60
Oleo 1 em Staphylococcus aureus 37,00
Oleo 2 em Staphylococcus aureus 26,60
Padrao (G) em Escherichia coli 32,60

Padrao (G) em Staphylococcus aureus 32,00
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Figura 5. Leitura dos halos de inibigdo em S. aureus.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos essenciais foram avaliadas para

as concentragoes de 100%, 75%, 50%, 25% e 10%.

Os pocos contendo o meio de cultura e microrganismo apresentaram coloragdo

rosada, indicando o crescimento microbiano.

Com ambas as amostras de 6leo, as colunas referentes as concentragoes de 100% e
75% do 6leo apresentaram uma coloracdo alaranjada, o que apontaria para crescimento
microbiano. No entanto, para o OE1, as concentragdes de 50% (120 OE) e 25% (80 OE)

permaneceram azuladas, indicando a auséncia de crescimento microbiano.



Figura 7. Representacao dos resultados para MIC para o OEI.
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Figura 8. Representagdo dos resultados de MIC para o OE2 e as concentragdes restantes

deOEL.
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A segunda placa (utilizada para a anélise das concentracdes restantes do OE1 e para
o OE2) apresentou ainda uma coloragdo alaranjada nos pocos referentes a concentragdo de
50%, e os pocos das concentracdes de 25% e 10% mantiveram-se azulados. Nao foi
encontrado nada na literatura referente a producdo de coloracdo alaranjada em testes de
Concentragao Inibitoria Minima do 6leo de Melaleuca. Os resultados, entao, demonstraram
ser inconclusivos fazendo- se necessaria uma repetigdo do teste para confirmacdo de

resultados e investigacdo acerca de uma possivel contaminagao.

No entanto, com base no Teste de Difusdo em Agar e com os relatos disponiveis na
literatura, ainda € possivel inferir que o TTO possui uma atividade antimicrobiana satisfatoria.

5. CONCLUSAO

A Melaleuca alternifolia ¢ uma planta bastante relevante para a industria
farmacéutica. Sua aplicabilidade na terap€utica se da principalmente como componente de
formulagdes topicas, por conta de sua relatada atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria.
Dessa forma, o TTO demonstra ser uma alternativa viavel e eficaz para os antimicrobianos

sintéticos tradicionais.

Os dois 6leos, de ambas as marcas analisadas possuiam aparéncia limpida, coloragao
transparente e odor caracteristico, indicando estarem de acordo com os requerimentos da
ISO-4730. A porcentagem de Terpinen-4-ol nas duas amostras demonstrou estar acima do
maximo tabelado pela Organizagdo Internacional de Normalizagdo, e a porcentagem de a-
Terpineno abaixo do minimo recomendado. Informagdes sobre os processos extrativos
utilizados para a obtencdo auxiliariam na compreensao das alteragdes observadas nos teores

dos compostos citados.

Os resultados do teste de Difusdo em Agar e os dados da literatura indicam a
capacidade antimicrobiana do TTO, ainda que tenham sido inconclusivos o teste de
Concentracdo Inibitéria Minima realizado. Entretanto mais estudos para elucidar seu
mecanismo de acdo contra estes e outros agentes patogénicos, sao necessarios para otimizar

sua eficacia clinica e desenvolver novos tipos de formulagdes.
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