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Resumo

Objetivo: avaliar se ha diferencas no rendimento, na composicdo quimica e consequentemente na atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais de Plectranthus amboinicus quando submetida a cultivos com adubacdes
diferentes em um mesmo periodo do ano. Metodologia: Plectranthus amboinicus foi cultivada com dois tipos de
adubacdo diferentes durante 75 dias. A extracdo do Oleo essencial das folhas ocorreu por hidrodestilagdo com
Clevenger e a identificagdo dos seus constituintes quimicos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. A atividade antimicrobiana foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo.
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Resultados: Foram constatadas variagdes no rendimento, na composi¢do quimica e na atividade antimicrobiana do
6leo essencial nas amostras cultivadas com adubagdes organicas diferentes em uma mesma época. Os melhores
resultados foram obtidos na amostra de 6leo essencial adubada com esterco bovino, tendo um rendimento de 1,65% e
como majoritarios Carvacrol (58,6%), y-Terpineno: (15,1%) e p-Cymeno: (8,2%). Conclusdo: Os majoritarios
Carvacrol, y-Terpineno e p-Cymeno estiveram mais abundantes no cultivo com adubagdo orgénica do tipo esterco
bovino. Da mesma forma, o melhor potencial antimicrobiano detectado do 6leo essencial contra E. coli e C. albicans
decorreu do cultivo das plantas com adubacdo orgénica do tipo esterco bovino. Os dados sugerem que este tipo de
adubacdo seja adequado para produzir o 6leo essencial com melhor atividade antimicrobiana e maior qualidade.
Portanto, é possivel melhorar o rendimento, a concentracdo dos constituintes e sua resposta antimicrobiana através de
uma adubagdo organica acessivel e de baixo custo.

Palavras-chave: Plectranthus amboinicus; Oleo essencial; Atividade antimicrobiana; Adubagio organica;
Composicdo quimica.

Abstract

Objective: To evaluate if there are differences for yield, chemical composition and, consequently, antimicrobial
activity of the essential oils of Plectranthus amboinicus when submitted to crops with different fertilizations in the
same period of the year. Methodology: Plectranthus amboinicus was grown with two different types of fertilization
for 75 days. The extraction of essential oil from the leaves was through hydrodistillation with Clevenger and the
identification of its chemical constituents was performed by gas chromatography coupled with mass spectrometry.
The antimicrobial activity was determined by the broth microdilution technique. Results: Variations in yield, chemical
composition and antimicrobial activity of essential oil were found in samples grown using different organic fertilizers
at the same time. The best results were obtained in the sample of essential oil fertilized with bovine manure, yielding
1.65% and Carvacrol (58.6%), y-Terpinene: (15.1%) and p-Cymene: (8.2%) as majorities. Conclusion: The majorities
Carvacrol, y-Terpinene and p-Cymene were more abundant in the cultivation with organic fertilization of bovine
manure type. Likewise, the best antimicrobial potential detected by the essential oil against E. coli and C. albicans
was due to the cultivation of plants with organic fertilization of bovine manure type. The data suggest that this type of
fertilization is adequate to produce the essential oil with better antimicrobial activity and higher quality. Therefore, it
is possible to improve the yield, the concentration of the constituents and their antimicrobial response through an
affordable organic fertilizer.

Keywords: Plectranthus amboinicus; Essential oil; Antimicrobian activity; Organic fertilization; Chemical
composition.

Resumen

Obijetivo: evaluar si existen diferencias en rendimiento, composicién quimica y, en consecuencia, en la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de Plectranthus amboinicus cuando se someten a cultivos con diferentes
fertilizaciones en el mismo periodo del afio. Metodologia: Se cultivd Plectranthus amboinicus con dos tipos diferentes
de fertilizacidn durante 75 dias. La extraccion del aceite esencial de las hojas se realiz6 mediante hidrodestilacién con
Clevenger y la identificacion de sus componentes quimicos se realizé mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. La actividad antimicrobiana se determiné mediante la técnica de microdilucion en caldo.
Resultados: Se encontraron variaciones en el rendimiento, la composicion quimica y la actividad antimicrobiana del
aceite esencial en muestras cultivadas con diferentes fertilizantes organicos al mismo tiempo. Los mejores resultados
se obtuvieron en la muestra de aceite esencial fertilizado con estiércol bovino, con un rendimiento del 1,65% y como
mayoritaria Carvacrol (58,6%), y-Terpineno: (15,1%) y p-Cymeno: (8,2%). Conclusion: Las mayorias Carvacrol, y-
Terpineno y p-Cymeno fueron mas abundantes en el cultivo con fertilizacién orgénica de tipo estiércol bovino.
Asimismo, el mejor potencial antimicrobiano detectado por el aceite esencial contra E. coli y C. albicans se debié al
cultivo de plantas con fertilizacién orgénica del tipo estiércol bovino. Los datos sugieren que este tipo de fertilizacion
es adecuada para producir el aceite esencial con mejor actividad antimicrobiana y mayor calidad. Por lo tanto, es
posible mejorar el rendimiento, la concentracion de los componentes y su respuesta antimicrobiana a través de un
fertilizante orgénico asequible.

Palabras clave: Plectranthus amboinicus; Aceite esencial; Actividad antimicrobiana; Fertilizacion organica;
Composicion quimica.

1. Introducéo

Os 0leos essenciais ou Gleos volateis constituem uma mistura liquida de substancias odoriferas voléteis e lipofilicas
produzidas por plantas aromaticas, que podem ter varia¢fes decorrentes de fatores ambientais, sazonais e extrativos. Os 6leos
essenciais podem ser originados pela via acetato ou chiquimato e pertencem em sua maioria a classe dos monoterpenoides,

sendo encontrados também nos sesquiterpenos e fenilpropanoides (Benelli & Mehlhorn, 2018; Coutinho, et. al., 2020).
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Nos vegetais suas principais funcfes sdo de defesa contra predadores, microrganismos patogénicos e na atragdo de
polinizadores. S&o encontrados principalmente em estruturas celulares especificas como: células oleiferas, bolsas secretoras,
canais secretores e tricomas glandulares das plantas aromaticas. Nas angiospermas dicotileddneas sdo encontrados
principalmente nas familias: Lamiaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Verbenaceae, Piperaceae e Asteraceae (Baser & Buchbauer,
2015; Simdes, et al., 2017).

A familia Lamiaceae (Labiatae) é composta por cerca de 200 géneros e 3.200 espécies com amplo uso na culinaria e
no tratamento de diversas doencas (Punet Kumar, et. al., 2020). Como integrante desta familia, Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng, popularmente conhecida como malvarico, horteld da folha grossa ou Indian borage, também tem suas
aplicagbes na culinaria como tempero e na medicina popular. As suas folhas podem ser consumidas cruas, usadas como
aromatizantes ou adicionadas como ingredientes na preparacdo de alimentos tradicionais (Arumugan, et al., 2016).

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng é uma herbacea perene que atinge em média 1m de altura e pode viver de 3
até 10 anos (Khalid & El-Gohary, 2014). Tem folhas ovais, suculentas, com apice agudo ou obtuso e superficies crenadas
(Punet Kumar, et. al., 2020). Apresenta pélos glandulares na superficie inferior das folhas, peciolo grosso e caule quebradico.
Suas flores tém coloracéo violacea, sendo dificil observar sementes e flores dessa planta em algumas localidades (Prasad, et
al., 2020).

Esta espécie tem como metabolitos secundarios 76 constituintes volateis como: B-cariofileno, carvacrol, timol e 30
compostos ndo volateis pertencentes a diferentes classes de fitoquimicos, como: terpenos (monoterpenos, diterpenos,
triterpenos e sesquiterpenos), fendlicos, flavonoides, ésteres, alcoois e aldeidos. Estudos citaram diversas propriedades
farmacologicas, incluindo atividades antimicrobiana, antiinflamatéria, analgésica, diurética, citotdxica, cicatrizante, larvicida e
antioxidante (Arumugam & Swamy, 2016; Ruan, 2019; Sany, et.al., 2020).

Estudos reforcam que os metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais estdo susceptiveis a alteracfes em sua
sintese e proporc¢do, decorrentes da fase de desenvolvimento de vegetal, de fatores genéticos e ambientais, como: temperatura,
umidade, luminosidade, oferta de nutrientes e disponibilidade hidrica (Coutinho, et al., 2020; Luz, et. al., 2020).

A variedade de condicOes e fatores a que uma espécie esta exposta refletem na producdo de seus constituintes
quimicos, e consequentemente na intensidade de sua atividade biol6gica. Buscando entender melhor o comportamento de
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, frente & estas situacBes, a pesquisa teve como objetivo avaliar se ha diferencas
(qualitativa e quantitativa) na composi¢do quimica dos 6leos essenciais e consequentemente na atividade antimicrobiana desta

espécie quando submetida a cultivos com adubagdes diferenciadas em um mesmo periodo.

2. Metodologia

O presente estudo é de carater experimental e possui abordagem quantitativa, como preconizado por Pereira, et al.
(2018).

2.1 Cultivo e amostra

No Estado do Maranhdo predomina um clima tropical estando a 24m acima do nivel do mar. O municipio de S&o Luis
localizado no Estado do Maranhdo tem um clima do tipo Aw’ quente e imido, segundo Koppen e Geiger, e apresenta com
duas situacBes definidas de precipitacdo: um periodo chuvoso, que se estende de janeiro a junho e um de estiagem de julho a
dezembro. Tem uma temperatura média de 27°C e pluviosidade anual média 1896mm (Martins, et. al., 2020; da Silva, et. al.,
2020).
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2.2 Caracteristicas do cultivo e coleta

O cultivo de 75 dias da espécie compreendeu o periodo de 25/04/19 até 10/07/19 na casa de vegetacdo do Horto de
Plantas Medicinais Berta Lange de Morretes, da Universidade Federal do Maranh&o- UFMA ((2° 32’S e 44°16 W), com 50%
de sombreamento. Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario “Atico Seabra”, no Departamento de Farmacia da
UFMA, Brasil (SLS n°.1.477).

Os cultivos foram realizados aplicando dois tipos de tratamento do solo com adubacdo orgénica: Tratamento A

(esterco bovino + esterco avicola + solo) e Tratamento B (esterco bovino + solo).

2.3 Extracédo do 6leo essencial

Folhas frescas coletadas de cada Tratamento (A e B) foram dessecadas a 40°C por 72 horas e entdo submetidas a
hidrodestilacdo por trés horas usando aparelho tipo Clevenger (Brasil, 2019). As amostras de 6leo essencial (OE) foram
centrifugadas (4000 rpm/30 min) e desidratadas com sulfato de sodio anidro (Na,SO.). Em seguida, foram acondicionadas em
ampolas de vidro ambar e mantidas sob refrigeragdo (2—8°C) até 0 momento das analises de determinacdo do seu contetido e

rendimento seguindo a metodologia de Coutinho, et. al., (2007).

2.4 Analise quimica dos 6leos essenciais (OE)

A andlise das amostras de OE foi com a técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-
MS-QP2020-Shimadzu). As condic¢Bes aplicadas foram: coluna capilar BPX5 (30m x 0,25mm x 0,25um), com faixa de
temperatura de 60°C-240°C (3°C/min); gés carreador hélio (3ml min™') e volume injetado de 1 p L (em hexano). A temperatura
do injetor foi de 280°C, com pressdo na coluna de 111,5 KPa e velocidade linear de 48,9 cm/s e modo scan 0.5s. Os
componentes foram identificados por comparacdo com os padrdes de fragmentacdo encontrados nos espectros de massa
descritos nas espectrotecas (NIST, 2005) e na literatura (Adams, 2007).

2.5 Determinac&o do rendimento do 6leo essencial

Os rendimentos dos OE foram expressos em porcentagem aplicando-se a equacdo abaixo (Rodrigues, et al., 2011):

Eq. (1) % Rendimento 6leo essencial = Moe/Mp X 100

Moe= massa do 6leo essencial extraido;

Mp= massa da matéria prima usada na extracao

2.6 Atividade antimicrobiana

Quatro cepas de fungos e duas cepas de bactérias foram analisadas na determinagdo da atividade antimicrobiana.
Foram testadas as seguintes cepas testadas: C. albicans (ATCC 14053 e ATCC 90028), C. parapsilosis (ATCC 22019), C.
Krusei (ATCC 6528), S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 35218). Como controle positivo os padrdes usados foram o
Cloranfenicol e a Nistatina.

Os microrganismos foram reativados por semeadura em caldo BHI (Agar de Infusdo Cérebro-Corag&o) a 35 °C por
24h. Na sequéncia foram semeados em placas com &gar nutriente e incubados a 35°C durante 24h. As col6nias isoladas foram
ressuspendidas em 3 mL de solucdo salina 0,9% obedecendo a escala de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/ml) (CLSI, 2020).
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2.6.1 Determinagdo da Concentragao Inibitdria minima (CIM)

A técnica de microdiluicdo em caldo com microplaca de 96 pocos, contendo 100 puL de Caldo Mueller Hinton em
cada um deles foi aplicada para avaliacdo do potencial antifingico dos OE. H e no controle positivo foi adicionado 20 pL de
antimicrobiano (Cloranfenicol 0,02mg/mL ou Nistatina 100.000 Ul). Em seguida, acrescentou-se 5 pL da suspensdo
microbiana em todos os pogos. A microplaca foi incubada por 24-48h a 37°, realizando-se a revelacdo desta com 30 uL de
resazurina 0,015% em todos o0s pocos. As analises foram realizadas em triplicata e a concentragéo inibitéria minima (CIM) foi

determinada com a técnica de microdiluicdo conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

2.6.2 Determinagdo da Concentracao Bactericida Minima (CBM) e Concentragéo Fungicida Minima (CFM)

A CBM foi avaliada nas concentrages onde ndo houve crescimento do microrganismo no teste da MIC, através de
semeadura em placa de petri com agar Mueller Hinton. Ap6s a incubacdo das placas em estufa bacteriol6gica por 24/48h,
houve a leitura do teste para verificar a presenca de acdo bactericida ou bacteriostatica nas amostras do 6leo essencial (CLSI,
2020).

3. Resultados e Discussao
3.1 Analise quimica e rendimento

A amostra que recebeu o tratamento B de adubagdo organica (esterco bovino + solo) apresentou um rendimento do
6leo essencial de 1,65% sendo superior ao obtido no cultivo com o tratamento A (esterco bovino + esterco avicola + solo) que
pode ser visualizado na Tabela 1. Segundo Oliveira (2020), o rendimento do OE ¢ influenciado pelo estado de nutricdo da
planta, forma de cultivo, fatores ambientais e estagio de crescimento do vegetal. Outro interferente no rendimento do OE como
a variacao sazonal foi relatado no estudo de Zouari-Bouassida, et al., (2018) em que eles constataram diferencas no rendimento
de OE entre as estacGes analisadas. Portanto, apesar dos dois tratamentos terem ocorrido ha mesma época € com a mesma
técnica extrativa é possivel que a diferenca no tipo de adubacdo possa ter refletido em um melhor rendimento da espécie P.

amboinicus.
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Tabela 1 - Composigdo quimica e rendimento dos 6leos essenciais de Plectranthus amboinicus com adubagdes organicas

diferentes.
RI Compostos Tratamentos
A B
1 902 a-Thujene 1,08 1,03
2 919 (+)-4-Carene 3,17 2,67
3 948 a-Pinene 0,45 0,38
4 958 Myrcene 1,58 1,04
5 962 1-Octen-3-ol 0,15 -
6 964 B-Phellandrene 0,33 -
7 969 a-Phellandrene 0,47 0,39
8 998 y-Terpinene 14,43 15,09
9 1018 Limonene 0,59 -
10 1041 Sabinene hydrate 0,35 -
11 1042 p-Cymene 7,43 8,21
12 1137 Terpinen-4-ol 1,32 1,08
13 1262 Carvacrol 49,42 58,66
14 1371 Linalyl propionate - 0,24
15 1430 a-Bergamotene 5,76 2,86
16 1494 Caryophyllene 8,46 5,05
17 1500 B-Bisabolene 0,33 -
18 1507 Caryophyllene oxide 1,18 0,56
19 1579 Humulene 2,94 1,49
Monoterpenos hidrocarbonetos 29,53 28,81
Monoterpenos oxigenados 51,09 59,74
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 17,49 9,40
Sesquiterpenos oxigenados 1,18 0,56
Outros 0,15 0,24
Total identificado (%) 99,44 98,75
Rendimento (%) 1,2 1,65

(-) Nao detectado
RI - Indice de reten¢do linear da biblioteca (Adams, 2007).
Fonte: Autores (2021).

Ainda nesta mesma tabela os dados revelam que a quantidade de compostos quimicos identificados do OE da amostra
A (n=18) foi superior aos da amostra B (n=14). Cinco compostos foram detectados apenas na Amostra A: g-Phellandrene, 1-
Octen-3-ol, p-Bisabolene, Limonene e Sabinene hydrate, enquanto o Linalyl propionate foi identificado apenas na Amostra B.
O componente mais abundante nas duas amostras foi o carvacrol (A=49,4%, B=58,6%), seguido por y-terpineno (A=14,4%,
B=15,1%) e p-cymeno (A=7,4%, B=8,2%), estando presentes em maior propor¢do na amostra do tratamento B. Somente o
cariofileno (A=8,4%, B=5%), dentre os majoritarios, foi detectado em maior concentragdo na amostra A.

O estudo realizado no Brasil por Santos, et al., (2015) apresentou semelhanga na composicdo qualitativa dos
componentes majoritarios variando, entretanto no nimero de compostos obtidos no OE e nhas concentra¢fes dos mesmos, como
por exemplo o carvacrol (37,7%). Quantidades aproximadas de compostos identificados foram detectadas também no estudo
de Khalid & EI-Gohary (2014), realizado no Egito, apesar de haver diferengas nos constituintes identificados e em suas
concentragdes como 0s majoritarios carvacrol (15,9%) e y-terpinene (2,5%). Resultado diferenciado foi observado no estudo
comparativo entre salinidade e dose de fertilizante de Mesquita et. al. (2017) que obteve como constituinte principal o Timol
(53,2-93,6%) enquanto o carvacrol esteve em menores concentragdes (13,1-24,5%). E importante destacar que a concentragio
de carvacrol (A=49,4%, B=58,6%) produzida nesta pesquisa com cultivos analisando dois tipos adubagdo orgéanica, foi

superior a dos estudos acima mencionados.
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3.2 Atividade antimicrobiana

Os dados apresentados na Tabela 2, demonstram que a melhor atividade antifingica ocorreu na concentragdo de
3,90mg/mL para as estirpes de C. albicans ATCC 14053 e ATCC 90028 na amostra do tratamento B.

Quanto a atividade antibacteriana os melhores resultados encontrados foram para as estirpes de E. coli ATCC 35218,
tendo no tratamento B a menor CIM (0,97mg/mL). Carvacrol é conhecido por ter acdo bactericida e/ou bacteriostatica
dependendo da concentracdo usada e ainda pela capacidade de destruicdo da membrana celular da E.coli, S. typhimurium e
Shigella flexneri (Gongalves, et.al., 2012), o que reforga os resultados encontrados nesta pesquisa cuja concentracdo de
carvacrol foi de 58,6%.

Tabela 2 — Concentragdes inibitdria, fungicida e bactericida minima dos 6leos essenciais de Plectranthus amboinicus com
adubac0es organicas diferentes.

CEPAS TRATAMENTO A TRATAMENTO B
CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM
C. albicans ATCC 14053 7,81 7,81 3,90 3,90
C. albicans ATCC 90028 15,62 15,62 7,81 7,81
C. parapsilosis ATCC 22019 7,81 31,25 7,81 15,62
C krusei ATCC 6528 3,90 3,90 3,90 3,90
S. aureus ATCC 25923 3,90 3,90 15,62 15,62
E. coli ATCC 35218 1,95 1,95 0,97 1,95

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima (mg/ml)
CBM/CFM: Concentragdo Bactericida/Fungicida Minima (mg/ml)
Fonte: Autores (2021).

Em um estudo realizado por EL-Zefzafy (2016) com éleo essencial de Plectranthus amboinicus para avaliar a
atividade antimicrobiana, a CIM para C. albicans foi de 1,4ug/ml e para E. coli foi de 8,2ug/ml. Este mesmo estudo também
identificou nos componentes do dleo essencial como majoritario o Limoneno (42%), seguido do B Myrcene B (11,3%). Estes
dados diferem dos resultados encontrados nesta pesquisa 0 que segundo Oliveira (2020) podem ser justificados pela
possibilidade de alteragcBes nos componentes dos 6leos essenciais, qualitativa e quantitativa, decorrentes de fatores como
origem botanica, origem geogréfica, sazonalidade, entre outros.

Analisando ainda os dados da Tabela 2 observa-se que na maioria dos testes, exceto para S. aureus, a amostra do
Tratamento B respondeu com niveis de concentracdo iguais ou menores do que o Tratamento A. Portanto, a partir desses dados
pode-se inferir que a variagdo nas concentragdes dos compostos majoritarios e consequentemente na resposta antimicrobiana
pode estar associada ao tipo de adubac¢do aplicada. A adubagdo orgénica do tratamento B (esterco bovino) mostra-se como a
mais indicada no cultivo, nestas condi¢Bes, uma vez que apresentou resultados iguais ou melhores do que o tratamento A.
Além disto, € um tipo de adubagdo mais simples e de menor custo quando comparada a aplicada no tratamento A (esterco
bovino + esterco avicola).

4. Consideracdes Finais

A pesquisa demonstrou que houve diferencas no rendimento, na composi¢do quimica e na atividade antimicrobiana do
6leo essencial ao comparar amostras cultivadas da mesma espécie com adubacd@es diferentes em um mesmo periodo (chuvoso).
Os resultados obtidos comprovaram um potencial antibacteriano contra E. coli e antifungico contra C. albicans principalmente
no 6leo essencial originado das plantas cultivadas com adubagdo orgéanica do tipo esterco bovino. Os dados sugerem que este

tipo de adubacdo seja suficiente para produzir 6leo essencial com maior qualidade e melhor atividade antimicrobiana. Portanto,
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¢ possivel melhorar o rendimento, a concentragdo dos constituintes e a resposta antimicrobiana do 6leo essencial através de
uma adubac&o organica acessivel e de baixo custo.

Sao0 necessarios outros estudos para avaliar se essas diferengas podem ser mais acentuadas com as variagdes sazonais.
A analise deste tipo de estudo com a mesma duragdo em um intervalo de 365 dias, podera refletir melhor as alteracGes sofridas

pelo vegetal e as consequéncias na producao de seus metabdlitos secundarios.
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