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Composição química e atividade antimicrobiana do óleo essencial 
de Origanum appliie Origanum vulgare
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi estudar a composição química e a atividade antimicrobiana 
do óleo essencial de O. applii e O. vulgare contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella choterasuis, Phodococcus equi, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, S. epidermides, Streptococcus faecium e Enterococcus faecium. 
A avaliação da composição química dos óleos essenciais foi realizada por Cromatografia Gasosa 
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). A atividade antimicrobiana foi averiguada 
inicialmente através de testes bioautográficos, com posterior determinação da concentração 
mínima inibitória (MIC) dos óleos essenciais. Os constituintes majoritários de O. vulgare e O. 
app//7identificados por análise dos espectros de massas foram, respectivamente (%): p-cimeno,
4,27 e 9,37, a-terpinoleno, 9,13 e 30,23, linalol, 6,35 e 8,75; terpin-4-ol, 24,96 e 3,56 e carvacrol,
17,96 e 11,23. Os óleos essenciais das duas espécies de Origanum estudadas apresentaram 
forte atividade inibitória contra Streptococcus faecium e ação moderada contra S. choterasuis, 
S. aureus e B. subtilis.

Palavras-chave: Origanum applii, O. vulgare, óleo essencial, atividade antimicrobiana, 
concentração mínima inibitória, plantas medicinais.

ABSTRACT: Chemical composition and antimicrobial activity of essential oil from Origanum 
appliie O. vulgare. The chemical composition and the antimicrobial activity of essential oil from
O. appliie O. vulgarewere studied against the bacteria Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
choterasuis, Phodococcus equi, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Bacillus subtilis, S. epidermides, Streptococcus faecium e Enterococcus faecium. The essential 
oil was analyzed by Gas Chromatography Mass Spectroscopy (GC-MS). Antimicrobial activity 
was evaluated by bioautography with subsequent MIC (Minimal Inhibitory Concentration) 
determination. The main constituents of O. vulgare e O. applii essential oil was identified (%): p- 
cimeno, 4,27 and 9,37, a-terpinoleno, 9,13 and 30,23, linalol, 6,35 and 8,75; terpin-4-ol, 24,96 
and 3,56 and carvacrol, 17,96 and 11,23, respectively. The essential oil of both Origanum species 
presented strong activity against Streptococcus faecium and moderate activity against S. 
choterasuis, S. aureus and B. subtilis.

Key words: Origanum applii, O. vulgare, essential oil, antimicrobial activity, minimal inhibitory 
concentration, medicinal plants.

INTRODUÇÃO

As propriedades antimicrobianas de extratos 
e óleos essenciais de diversas espécies vegetais têm 
sido reconhecidas empiricamente durante séculos, 
mas foram cientificamente confirmadas apenas 
recentemente (Gergis et al. 1990). Usos práticos 
dessas atividades foram sugeridos em humanos e 
animais, e nos últimos anos verificou-se também que 
alguns óleos essenciais são capazes de inibir 
bactérias deteriorantes de alimentos processados 
(Consentino etal. 1999).

Recebido para publicação em 19/03/03 
Aceito para publicação em 08/12/03.

Plantas superiores e aromáticas são 
amplamente utilizadas na medicina popular, bem 
como para aumentar o prazo de validade dos 
alimentos, uma vez que apresentam amplo espectro 
de atividade, com inibição observada contra bactérias, 
leveduras e fungos filamentosos (Hulin et al. 1998). A 
maioria dessas propriedades é devida a substâncias 
e óleos essenciais que as plantas contém como 
produtos de seu metabolismo secundário, como 
pequenos terpenóides e compostos fenólicos, que 
também na forma pura exibem atividade 
antibacteriana e antifúngica (Adam etal. 1998).

Extratos e óleos essenciais de várias 
espécies mostraram-se eficientes no controle do 
crescimento de fungos relacionados a infecções
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superficiais da pele (Adam et al., 1998), como 
também bactérias patogênicas bucais (Cecanho 
et al. 1999), e sobre uma ampla variedade de 
microrganismos, incluindo bactérias Gram- 
negativas e Gram-positivas (Galli etal. 1985).

Existe uma tendência para o aumento do 
uso destas plantas, o que se confirma pelos 
inúmeros estudos que abordam a atividade 
antimicrobiana da flora de uma determinada região. 
Dados da literatura mostram que vários grupos de 
pesquisadores têm realizado trabalhos abrangendo 
plantas medicinais utilizadas em Honduras (Lentz 
et al. 1998), índia (Ahmad & Beg, 2001), 
Mediterrâneo (Panizzi et al. 1993), África (Baba- 
Moussa etal. 1999), Cuba (Martinez etal. 1996), 
Jordânia (Mahasneh et al. 1999), Palestina (Ali- 
Shtayeh et al. 1998), dentre outros, tendo sido 
confirmada a atividade das plantas nativas contra 
uma série de microrganismos.

Há que se considerar ainda que, na 
atualidade, as bactérias que causam prejuízos à 
saúde humana possuem resistência à maioria dos 
antimicrobianos. De acordo com Souza (1998) 
várias medidas tecnológicas são sugeridas para 
resolver o problema da resistência das bactérias, 
sendo uma delas a procura de novos 
antimicrobianos a partir de espécies vegetais.

No Brasil, estudos com a mesma 
finalidade são de grande importância, uma vez que 
plantas medicinais têm sido utilizadas em várias 
áreas da saúde como forma alternativa de 
tratamento e prevenção (Pereira etal. 1994). Além 
disso, nosso país apresenta uma rica 
biodiversidade, devendo-se considerar também o 
custo mais baixo destas formas terapêuticas em 
relação a medicamentos industrializados.

O Origanum tem origem européia, é 
amplamente cultivado no Brasil e é utilizado como 
condimento. Apresenta grande variação na 
composição do óleo essencial e tem sido 
investigado quanto a sua atividade antimicrobiana. 
Os óleos essenciais de Origanum vulgare subsp. 
hirtum, Mentha spicata, Lavandula angustifoliae 
Salvia fruticosa exibiram propriedades antifúngicas 
contra os patógenos humanos Malassezia furfur, 
Trichophyton rubrum e Trichosporum beigelii 
(Adam etal, 1998), sendo que o óleo de O. vulgare 
mostrou a mais alta atividade fungicida. À uma 
diluição de 1/50000, causou uma redução de 95% 
no número de células metabolicamente ativas, 
dentro de 6 horas de exposição. Dentre os 
principais componentes presentes nos óleos 
estudados, carvacrol e timol exibiram os mais altos 
níveis de atividade antifúngica. A eficácia 
terapêutica do óleo essencial de O. vulgare foi 
testada em ratos experimentalmente infectados 
com T rubrum, e os resultados foram promissores.

Os óleos essenciais das plantas foram também 
testados para o teste AMES, e não exibiram 
qualquer atividade mutagênica.

O objetivo deste trabalho foi estudar a 
composição química e a atividade antimicrobiana dos 
óleos essenciais de Origanum applii (Domin) Borus 
e O. vulgareL.

MATERIAL E MÉTODO

Microrganismos

Os microrganismos utilizados no 
presente estudo foram obtidos junto a Fundação 
Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André 
Tosello”: 1. Pseudomonas aeruginosa 
ATCC13388, 2. Salmonella choterasuis 
CCT4296, 3. Rhodococcus equi CCT0541, 4. 
Micrococcus luteus CCT2692, 5. Staphylococcus 
aureus CCT2740, 6. Escherichia co//CCT0547, 
7. Bacillus subtilisCCT2576, 8. S. epidermides 
ATCC12228, 9. Streptococcus faecium 
ATCC10541 e 10. Enterococcus faecium 
CCT5079. A manutenção das culturas foi feita 
por repicagem periódica no meio, seguido de 
incubação a 36°C até crescimento.

Meio de cultura

Foi utilizado o meio Nutriente Agar, 
contendo (g/L): extrato de carne, 3,0; peptona 
de carne, 5,0; agar-ágar, 15,0; pH 7,0.

Plantas Medicinais

Folhas de Orégano (O. applii e O. 
vulgare) foram coletadas no dia 20 de novembro 
de 2001, no campo experimental do CPQBA/ 
UNICAMP. As exsicatas das espécies Origanum 
applii (Domin) Boros e Origanum vulgare L. Ssp 
Virens foram depositadas no herbário do Instituto 
de Biologia da UNICAMP, sob números UEC 
121.410 e UEC 121.409, respectivamente.

Obtenção dos óleos essenciais das plantas

A extração dos óleos essenciais foi 
realizada por hidrodestilação em sistema do tipo 
Clevenger, pesando-se cerca de 40 g das partes 
aéreas da planta fresca em balão de fundo 
redondo de 1OOO ml , adicionando-s© 700 mL de 
água destilada e procedendo-se à destilação por 
3 horas. Em seguida, a fase aquosa foi 
extraída com diclorometano (3 x 50 mL) e o 
solvente evaporado à secura sob vácuo a 
temperatura ambiente.
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Padronização e preparo do inóculo (Eloff, 1998)

O inóculo dos diferentes microrganismos para 
os testes de atividade antimicrobiana foi preparado 
transferindo-se células do tubo de manutenção para 
frasco contendo água destilada esterilizada. A D.O. 
(densidade óptica) da suspensão foi acertada para 
absorbância correspondente à de 0,5 da escala de 
McFarland, em espectrofotômetro, de modo a 
padronizar a concentração inicial de células.

Testes de atividade antimicrobiana pelo método 
da bioautografia (Slusarenko etal., 1998)

A suspensão de microrganismos preparada 
conforme descrito acima foi inoculada por técnica de 
“pour plate” nos meios de cultura especificados 
anteriormente, utilizando-se a proporção de 1:1000 (v/ 
v). Uma alíquota de 0,5 mL de solução de cloreto de 
trifenil tetrazolium 1 mg/mL foi adicionada ao meio 
inoculado, como indicador da atividade respiratória das 
células. Em seguida, o meio foi vertido em placas de 
Petri, sobre as placas de CCD, onde foram anteriormente 
aplicados os óleos. Após homogeneização, o material foi 
incubado à 36°C durante 24 horas.

Determinação da MIC (Concentração Mínima 
Inibitória) dos óleos essenciais (Eloff, 1998)

A suspensão de microrganismos preparada 
conforme descrito acima foi inoculada por técnica de 
“pour plate” no meio de cultura, utilizando-se a proporção 
de 1:1000 (v/v). Uma alíquota de 0,5 mL de solução de 
cloreto de trifenil tetrazolium 1 mg/mL foi adicionada 
ao meio inoculado e a seguir o óleo essencial em 
diferentes concentrações (até 2,0 mg/mL). Após 
homogeneização, o meio foi vertido em placas de Petri 
e o material incubado a 36°C durante 24 horas. 
Cloranfenicol foi utilizado como controle positivo.

Leitura dos resultados

O revelador cloreto de trifenil tetrazolium 
permite observar se houve crescimento bacteriano, 
uma vez que as células com atividade respiratória 
coram-se de vermelho. No teste de bioautografia, 
permite avaliar qualitativamente se houve inibição do 

crescimento em locais correspondentes a uma 
determinada fração do extrato vegetal corrida na placa 
em questão, através da formação de halos de inibição, 
região onde não haverá reação com o revelador. No 
caso dos testes de MIC, o meio de cultura ficará ou 
totalmente corado, indicando que não houve inibição 
do microrganismo, ou com a coloração inicial, 
indicando que não houve crescimento.

Análise cromatográfica dos óleos

A identificação dos constituintes dos óleos 
essenciais foi realizada através de análise em 
cromatógrafo à gás Hewlett-Packard 5890 Série II, 
acoplado com detetor seletivo de massas Hewlett- 
Packard 5971 (CG-EM), injetor split/splitless, utilizando- 
se uma coluna capilar HP-5 (30m x 0,25 mmx 0,25 
mm). Temperaturas: injetor = 220°C, detetor = 280°C, 
coluna = 60°C, 30C.min1,240°C (7 min). Vazão do gás 
de arraste (He super seco) = 1,0 mL.min*1.

RESULTADO E DISCUSSÃO

A avaliação da composição química dos 
óleos essenciais das duas espécies de Origanum foi 
realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a 
Espectrometria de Massas (CG-EM). Os constituintes 
foram identificados por comparação dos espectros 
de massas obtidos com os das bibliotecas espectrais 
Wiley-138 e Nist-98, bem como por comparação dos 
dados de índice de Retenção e espectros de massa 
da literatura (Adams, 1995), coletados em condições 
cromatográficas similares e co-injeção de padrões 
autênticos, quando disponíveis.

Os óleos essenciais de O. vulgaree O. applii 
são constituídos principalmente por monoterpenos, 
destacando-se o p-cimeno, a-terpinoleno, linalol, 
terpin-4-ol e carvacrol. Suas % relativas estão 
apresentadas na Tabela 1.

As principais diferenças observadas na com­
posição química desses óleos estão relacionadas 
com os teores de y-terpinoleno (2), cerca de três 
vezes mais abundante em O. appli, e terpin-4-ol (4), 
sete vezes mais abundante em O. vulgare.

Nas Figuras 1 e 2 estão apresentados os 
cromatogramas dos óleos essenciais de O. 
vulgare e O. appli.

TABELA 1 - Principais constituintes identificados nos óleos essenciais de O. vulgaree O. applie suas porcen­
tagens relativas.

Composto O. vulgare (% relativa) O. appli (% relativa) tR/min
p-cimeno (1) 4,27 9,37 7,51

y-terpinoleno (2) 9,13 30,23 8,88
Linalol (3) 6,35 8,75 10,25

Terpin-4-ol (4) 24,96 3,56 13,12
Carvacrol (5) 17,96 11,23 18,53
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FIGURA 1 - Cromatograma do óleo essencial de O. vulgare

FIGURA 2 - Cromatograma do óleo essencial de O. appli

TABELA 2 - Resultados dos testes de bioautografia (B) e de Concentração Mínima Inibitória (MIC) dos óleos 
essenciais de O. vulgare e O. appli.

* Padrão de antibiótico utilizado como controle positivo (+) 1 fração ativa; (++) 2 frações ativas; (+++) três ou 
mais frações ativas e (-) nenhuma fração ativa.

Microrganismos O. vulgare O. appli Cloranfenicol*
MIC 

mg/mL
B MIC 

mg/mL
B MIC 

mg/mL

P. aeruginosa - - - - 0,85
S. choterasuis ++ 0,60 ++ 0,60 0,06
R. equi - - - - 0,04
M. luteus + >2,0 4- >2,0 0,05
S. aureus ++ 1,0 ++ 1,0 0,02

E. coli - - - - 0,04
B. subtilis ++ 1,0 ++ 1,2 0,02

S. epidermides - - - - 0,04
S. faecium ++ 0,4 ++ 0,2 0,12
E. faecium - - - - 0,07
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Os óleos essenciais das duas espécies 
de Or/ganí/m estudadas apresentaram atividade 
contra as bactérias S. choterasuis, M. luteus, S. 
aureus, B. subtilis e S. faecium (Tabela 2). Os 
resultados dos testes de bioautografia foram 
indicados por sinais positivos, de acordo com o 
número de frações ativas observadas (halos de 
inibição-Tabela 2).

Testes de determinação da MIC dos óleos 
essenciais foram conduzidos apenas para os 
microrganismos cuja inibição fora detectada 
previamente no teste de bioautografia. Para 
avaliação dos resultados de MIC, foi utilizado 
como referência o trabalho de Aligiannis et al. 
(2001), que consideraram como de forte atividade 
antimicrobiana, óleos com MIC de até 0,5 mg/mL; 
de atividade moderada, os que apresentaram MIC 
entre 0,6 e 1,5 mg/mL; e de fraca atividade com 
MIC acima de 1,6 mg/mL. Os resultados de MIC 
para os microrganismos estudados estão 
apresentados na Tabela 2.

Os testes de bioautografia mostraram 
que os óleos das duas espécies de Origanum 
apresentaram respostas semelhantes frente 
aos microrganismos avaliados, mostrando forte 
ação inibitória contra Streptococcus faecium. 
Neste caso o MIC foi 0,4 mg/mL para O. vulgare 
e 0,2 mg/mL para O. appli, próximo ao do 
cloranfenicol (0,12 mg/mL). Os óleos 
apresentaram ação moderada contra S. 
choterasuis, S. aureus e B. subtilis (MIC entre 
0,5 e 1,5 mg/mL).

CONCLUSÃO

Os óleos essenciais das duas espécies de 
Origanum estudadas apresentaram potencial como 
antimicrobiano, principalmente para S. faecium com 
MIC próximo ao do padrão de antibiótico utilizado.
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