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Avaliacao da Atividade
Antimicrobiana dos Oleos
Essenciais de Plantas Medicinais
no Controle de Bactérias Isoladas
de Peixes Cultivados

Antonia Valcléia Praia do Nascimento
Edsandra Campos Chagas

Claudia Majolo

Francisco Célio Maia Chaves

Resumo

A criacao intensiva de tambaqui (Colossoma
macropomum) vem crescendo no Brasil. Com essa intensificacao
aumenta-se a ocorréncia de doencas parasitarias e bacterianas,
tornando frequente o uso de antibidticos no controle dessas
doencas. Contudo, o uso indiscriminado desses produtos gera
efeitos negativos nos peixes e ao meio ambiente, como o
desenvolvimento de bactérias resistentes. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de Piper aduncum, Piper hispidinervum, Piper callosum
e Curcuma longa no controle de bactérias isoladas de peixes
cultivados. Os 6leos foram extraidos por hidrodestilacao e
caracterizados quimicamente por cromatografia gasosa. A
concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracao bactericida
minima (CBM) foram determinadas in vitro pelo método de
microdiluicdo em placas com diluicdes de 2.500, 5.000, 10.000,
20.000, 40.000 e 80.000 ug mL"', utilizando-se as cepas de
Aeromonas hydrophila e Streptococcus sp. Os resultados obtidos
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mostram que os o6leos essenciais de C. longa, P aduncum, P
hispidinervum e P callosum nao foram capazes de inibir o
crescimento de A. hydrophila e Streptococcus sp. nas
concentracoes avaliadas.

Termos para indexacao: 6leos essenciais, bactérias patogénicas,
piscicultura.



Evaluation of Antimicrobial
Activity of Essential Oils from
Medicinal Plants against Bacteria
Isolated from Farmed Fish

Abstract

The fish culture has been growing in Brazil. The
intensification of fish culture has permitted the increase of the
parasitic and bacterial diseases, and the use of antibiotics has been
frequent to control these diseases. However, the indiscriminate
use of these products can be generate effects on the fish and the
environment, such as the development of resistant bacteria. The
aim of this study was evaluate the antimicrobial activity of
essential oils of Piper aduncum, Piper hispidinervum, Piper
callosum and Curcuma longa on the bacteria isolated from farmed
fish.The oils were extracted by steam distillation and characterized
chemically by gas chromatography. The minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) were determined in vitro by the microdilution method using
strains of Aeromonas hydrophila and Streptococcus sp.The results
show that essential oils of C. longa, P aduncum, P hispidinervum
and P callosumwere notable to inhibit growth of A. hydrophilaand
Streptococcussp. inthe evaluated concentrations.

Index terms: essential oils, pathogenic bacteria, fish culture.
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Introducao

A aquicultura brasileira vem apresentando desenvolvi-
mento significativo nos ultimos anos, sendo o tambaqui (C.
macropomum) a espécie mais criada da regiao Norte (BRASIL,
2012). No entanto, um dos principais problemas relacionados a sua
criacao € a ocorréncia de doencas parasitarias e bacterianas.
Dentre as espécies mais frequentes em peixes de agua doce
encontram-se as bactérias A. hydrophila e Streptococcus sp.
(BELEM-COSTA; CYRINO, 2006; FIGUEIREDO; LEAL, 2008;
PILARSKI et al., 2008). Em funcao da elevada ocorréncia de
doencas, o uso de antibiéticos tem sido constante (PILARSKI;
SAKABE, 2009), levando a implicagbes negativas, como o
desenvolvimento de bactérias resistentes e a presenca de residuos
nos tecidos dos peixes comercializados (SMITH et al., 2003).
Assim, a utilizagao de produtos naturais, como os 6leos de plantas
medicinais, é uma alternativa para reduzir o uso desses produtos,
visto que proporcionaria melhores condi¢coes de higidez, maior
biosseguridade e sustentabilidade ao sistema de producao, bem
como seguranca alimentar aos consumidores.

Na aquicultura, os estudos com extratos e Oleos
essenciais tém mostrado resultados promissores. O extrato de
amendoeira ou sete-copas (Terminalia catappa) mostrou eficacia
no controle de ectoparasitas e da bactéria A. hydrophila
(CHITMANAT et al., 2005). Em juvenis de garoupa (Epinephelus
tauvina), os extratos de Cynodon dactylon, Piper longum,
Phyllanthus niruri, Tridax procumbes e Zingiber officinalis foram
efetivos contra a infeccao por Vibrio harveyi (PUNITHA et al.,
2008). Assim, em funcao dos bons resultados obtidos com
emprego de extratos e 0leos essenciais de plantas medicinais, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana dos
oleos essenciais de P aduncum, P, hispidinervum, R callosum e C.
longaem bactérias isoladas de peixes cultivados.
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Material e Métodos

Utilizaram-se folhas e inflorescéncias de plantas adultas
de P aduncum, P hispidinervum, P callosum e C. longa
provenientes do setor de plantas medicinais da Embrapa
Amazoénia Ocidental. Para a extracao do 6leo essencial utilizou-se a
técnica de hidrodestilagao por meio do aparelho Clevenger.
Empregaram-se 500 g de amostras em 12 mil mL de agua
destilada; apds duas horas de extracao, o 6leo foi obtido, pesado e
armazenado em vidro ambar, depois guardado em freezer. A
analise do 6leo, quanto a composicao quimica por cromatografia
gasosa, foirealizada na Embrapa Agroindustria de Alimentos.

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método
de microdiluicao em caldo, utilizando-se microplacas de 96 pocos.
Em cada poco da linha A até a F foram pipetados 200 pL do meio
caldo caseina de soja (TSB) acrescido do indculo, sendo a linha G
destinada ao controle positivo (meio acrescido de indculo) e a
linha H, ao controle negativo (meio sem indculo). Em cada placa
foram adicionados, na primeiralinha, 100 uL dos 6leos avaliados, o
antimicrobiano (cloranfenicol) e o diluente DMSO (dimetil
sulfoxido), todos em trés repeticoes. Em seguida, foram realizadas
as diluicoes seriadas, homogeneizando-se os primeiros pocgos e
transferindo 100 pL da linha A até a linha F Depois as placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. As concentracoes avaliadas para o
oleo essencial de P aduncum, P hispidinervum, P callosum e C.
longa foram: 80.000, 40.000, 20.000, 10.000, 5.000 e 2.500 yg mL".
As bactérias utilizadas no estudo foram A. hydrophila e
Streptococcus sp. de peixes cultivados.

Apos incubacao, realizou-se a leitura das placas. A
confirmacao de crescimento bacteriano nos pocos ocorreu apos
aplicacao de cloreto trifenil tetrazoélio 0,5% (TTC), pelo
desenvolvimento de coloragao vermelha. A CIM corresponde ao
primeiro po¢o, onde nao se observou crescimento bacteriano.
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Para determinacao da CBM foram feitas semeaduras das
amostras de todos os pogos limpidos em placas de petri contendo
agar triptona de soja (TSA). Apds incubacao a 37 °C por 24 horas foi
realizada a leitura das placas.

Resultados e Discussao

A analise do teor e composicao quimica do 6leo essencial
de C. longa, P aduncum, P hispidinervum e P, callosum apresenta-
se naTabela 1. O teor dos 6leos essenciais avaliados variou de 0,53
(C. longa) a 5,05% (P hispidinervum). A anélise da composicao
quimica permitiu identificar, para P aduncum, 15 constituintes,
representando 99,7% do 6leo essencial. Para P callosum, foram
identificados 19 constituintes, 99,22% do 6leo essencial. Para P
hispidinervum, 4 constituintes, representando 100% do dleo
essencial, e para C. longa identificaram-se 19 constituintes, sendo
68,2 do 6leo essencial.

Na Tabela 2 apresentam-se os valores de CIM dos 6leos
essenciais de C. longa, P aduncum, P hispidinervum e P callosum
testados nas bactérias A. hydrophila e Streptococcus sp. Os
resultados obtidos evidenciaram que os Oleos essenciais
avaliados nao foram capazes de inibir o crescimento bacteriano,
mesmo nas maiores concentragcoes avaliadas, o que permite
inferir que os valores de CIM para ambas as bactérias podem ser
superiores a80.000 pgmL™.

Outros Oleos essenciais, como o de Lippia alba, tém
apresentado atividade no controle da bactéria A. hydrophila, com
valores de CIM de 5.720 ug mL" e valores de CBM de 11.992 ug ML
"(SUTILI et al., 2011). Inibicdo do crescimento da bactéria A.
hydrophila também pode ser alcangcado com o emprego de
extratos metanolicos de frutos de apui (Coussapoa asperifdlia
subsp. magnifolia), cuja CIM foi de 4.000 ug mL" e CBM de 32.000
ug mL”, sendo o extrato considerado bacteriostatico e bactericida
(ANDRADE, 2009).
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Tabela 1. Composicao quimica e teor de 6leo essencial de Piper aduncum,
Piper hispidinervum e Piper callosum, nas condicoes de Manaus, AM,

2012.

Oleo essencial

Piper
aduncum

Piper
callosum

Piper
hispidinervum

Curcuma
longa

Compostos (%)

Dilapiol (82,6), alfa-pineno (0,8), beta-
pineno (2,2), alfa-felandreno (0,4), (Z)-
beta-ocimeno (1,1), (E)-beta-ocimeno
(2,8), linalol (0,3), (E)-beta-cariofileno (2,1),
alfa-humuleno (0,4), germacreno-D (0,6),
bi-ciclo-germacreno (1,0), gama-cadineno
(0,4), miristicina (3,1), elemicina (0,7),
oxido de cariofileno (1,1).

Safrol (72,34), alfa-pineno (2,41), canfeno
(0,15), sabineno (0,57), beta-sabineno
(77), mirceno (0,28), alfa-terpineno (0,6),
limoneno (0,35), 1,8 cineol (0,74), gama-
terpineno (1,55), alfa-terpineno (0,38),
linalol (0,56), alfa-copaeno (0,06), metil-
eugenol (9,11), trans-cariofileno (0,66),
gama-muuroleno (0,14), germacreno-D
(0,64), delta-cadineno (0,22), elimicina
(0,74).

Safrol (93,5), (Z)-beta-ocimeno (1,5), (E)-
beta-ocimeno (3,9), sarisan (1,1).

a-pineno (0,6), mirceno (0,5), a-felandreno
(8,5), 6-3-careno (0,3), p-cimeno (2,1),
limoneno + silvestrano (0,9), 1,8-cineol
(14,2), y-terpineno (0,4), terpinoleno (2,3),
terpinen-4-ol (0,5), o-terpineol (0,8), ar-
curcumeno (0,5), a-zingibereno (0,5), B-
sesquifelandreno (0,6), ar-tumerol (1,7), B-
atlantol (0,7), ar-tumerona (17,9), alfa-
tumerona (14,6), 6S,7R-bisaboleno (0,6).

Teor (%)

4,52

4,90

5,05

0,53

187



188

Anais da X Jornada de Iniciagao Cientifica da
Embrapa Amazénia Ocidental

Tabela 2. Valores de concentracéo inibitoria minima (CIM, ug mL") dos
Oleos essenciais de plantas medicinais para bactérias isoladas de peixes.

Oleo essencial Aeromonas hydrophila  Streptococcus sp.
Curcuma longa > 80.000 > 80.000
Piper aduncum > 80.000 > 80.000
Piper hispidinervum > 80.000 > 80.000
Piper callosum > 80.000 > 80.000

Para Streptococcus sp., isolado do peixe Lates calcarifer,
observou-se que a concentracao inibitéria minima foi de 0,488 pg
mL" com o emprego de 6leo essencial de Cymbopogon nardus
(WEI;WEE, 2013). Extratos metandlicos de Callyptranthes clusifolia
e Merremia tomentosatambém foram efetivos para Streptococcus
agalactiae, com valores de CIM de 1.500 ug mL" (CASTRO et al.,
2008).

Conclusoes

Os oleos essenciais de C. longa, P aduncum, P
hispidinervum e P callosum nao foram capazes de inibir o
crescimento de A. hydrophila e Streptococcus sp. nas
concentragcoes avaliadas.
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