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Resumo

A Lavandula dentata L. (Lamiaceae) € utilizada por povos mediterranicos pelas suas inimeras aplica¢des na medicina
tradicional. Suas vias secundarias operam produzindo grande variedade de terpenoides volateis que atuam como
eficientes antiflngicos e bactericidas. Logo, objetivou-se nesta pesquisa avaliar o potencial antimicrobiano do
hidrolato e 6leo essencial orgéanicos de L. dentata, frente estirpes bacterianas de Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 e ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) e Mycobacterium
tuberculosis (ATCC 25177), estirpes leveduriformes de Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis
(ATCC 22019), Cryptococcus neoformans var. grubii. (ATCC 90113) e o fungo filamentoso Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (CMAA 1807) pela técnica de disco-difusdo em meio. O teste de disco-difusdo foi realizado em meio
Agar Mueller Hinton, com suplementacio de 2% de glicose para as leveduras. Como controle positivo adotou-se o
alcool etilico 70%, o antibiotico cefalexina (5 ug) e o antifingico fluconazol (25 ug) foram escolhidos para avaliagdo
do perfil de sensibilidade. Adotou-se o teste estatistico de variancia ANOVA para determinacdo da significancia dos
resultados obtidos. O dleo essencial foi eficiente frente os microrganismos avaliados, especialmente frente as cepas
gram-positivas de Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis. Este, ainda, apresentou potencial inibitério
superior ao alcool etilico frente Candida albicans e Streptococcus pyogenes. Portanto, infere-se que o 6leo essencial
de Lavandula dentata detém alta capacidade antimicrobiana frente estirpes gram-positivas, apresentando-se como um
potencial agente antimicrobiano frente cepas microbianas de consideravel importancia.

Palavras-chave: Antimicrobiano; Bactérias; Lavanda; Leveduras; Fungos.

Abstract

The Lavandula dentata L. (Lamiaceae) is used by Mediterranean peoples for its numerous applications. Its secondary
pathways operate producing a wide variety of volatile terpenoids that act as efficient antifungals and bactericides.
Therefore, this research aimed to evaluate the antimicrobial potential of the organic hydrolate and organic essential oil
of L. dentata against bacterial strains of Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538 and
ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) and Mycobacterium tuberculosis (ATCC 25177), yeast strains
of Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Cryptococcus neoformans var. grubii.
(ATCC 90113) and the filamentous fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (CMAA 1807) by disk diffusion
method. The disk diffusion test was performed in Mueller Hinton Agar medium, with 2% glucose supplementation for
the yeasts. As a positive control, 70% ethyl alcohol was adopted, the antibiotic cephalexin (5 ug) and the antifungal
fluconazole (25 ug) were chosen to evaluate the sensitivity profile. The statistical test of variance ANOVA was
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adopted to determine the significance of the results obtained. The essential oil was efficient against the
microorganisms evaluated, especially against the gram-positive strains of Staphylococcus aureus and Mycobacterium
tuberculosis. It also showed a higher inhibitory potential to ethyl alcohol against Candida albicans and Streptococcus
pyogenes. Therefore, it is inferred that the essential oil of Lavandula dentata has high antimicrobial capacity against
gram-positive strains, presenting itself as a potential antimicrobial agent against microbial strains of considerable
importance.

Keywords: Antimicrobial; Bacteria; Lavender; Yeast; Fungus.

Resumen

La Lavandula dentata L. (Lamiaceae) es utilizada por los pueblos mediterraneos por sus numerosas aplicaciones. Sus
rutas secundarias operan produciendo una amplia variedad de terpenoides volatiles que actian como eficientes
antifangicos y bactericidas. Por lo tanto, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el potencial antimicrobiano del
hidrolato organico y aceite esencial organico de L. dentata contra cepas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 y ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) y Mycobacterium
tuberculosis (ATCC 25177), cepas de levadura de Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis (ATCC
22019), Cryptococcus neoformans var. grubii. (ATCC 90113) y el hongo filamentoso Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (CMAA 1807) utilizando el método de difusion con discos. La prueba de difusion con disco se realizé en
medio Mueller Hinton Agar, con suplemento de glucosa al 2% para las levaduras. Como control positivo se adopt
alcohol etilico al 70%, se eligio el antibidtico cefalexina (5 ug) y el antifungico fluconazol (25 ug) para evaluar el
perfil de sensibilidad. Se adoptd la prueba estadistica de varianza ANOVA para determinar la significacion de los
resultados obtenidos. El aceite esencial fue eficaz contra los microorganismos evaluados, especialmente contra las
cepas grampositivas de Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis. También mostré un potencial
inhibitorio superior al alcohol etilico contra Candida albicans y Streptococcus pyogenes. Por lo tanto, se infiere que el
aceite esencial de Lavandula dentata tiene alta capacidad antimicrobiana frente a cepas grampositivas, presentandose
como un potencial agente antimicrobiano frente a cepas microbianas de considerable importancia.

Palabras clave: Antimicrobiano; Bacterias; Lavanda; Levadura; Hongos.

1. Introducgéo

Grande parte dos compostos provenientes do metabolismo vegetal secundéario apresentam potencial biolégico gracas a
variabilidade estrutural e funcional de diversas biomoléculas oriundas das rotas secundérias, sendo estes compostos agentes
bioativos com capacidade antimicrobiana de interesse terapéutico. (Cocan, 2018; Karpinski, 2020; Tungmunnithum et al,
2018).

Elevada ¢ a diversidade de espécies para o género Lavandula sp., como L. officinalis, L. angustifolia, L. latifolia, L.
dentata, entre outras. Dentre estas, destaca-se L. dentata como a espécie mais cultivada e adaptada ao territério brasileiro
(Algieri et al, 2016; Raja, 2012). A Lavanda dentata L. & uma planta aromética perene, um subarbusto com base lenhosa
lignificada e de elevada ramificacdo, que costuma atingir em média 1,0 m de altura, apresenta folhas estreitas de ponta
recortadas e de cor verde-acinzentado. Apresenta diferentes tricomas glandulares e ndo glandulares em suas folhas, sendo
hipoestomética com estématos diaciticos, sua epiderme é unisseriada e revestida por uma espécie de cuticula estriada. O
mesofilo é dorsiventral e a nervura central é concava-convexa, atravessada por um Unico feixe vascular. Seu caule é
quadrangular e apresenta fios do colénquima e parénquima cortical alternados (Duarte & Souza, 2014). Esta planta é nativa do
mediterrdneo e suas propriedades terapéuticas tém sido exploradas a milénios por povos tradicionais mediterranicos. Suas
capacidades terapéuticas relacionam-se ao contetido de terpenoides, alcoois e canfora, que atuam como eficientes antiflngicos
e bactericidas. (Martins, 2018)

Estudos apontam as potenciais capacidades biologicas de Lavandula sp., como propriedades analgésicas, anti-
inflamatéria, antimicrobiana e cicatrizante (Figueiredo, 2019; Martins, 2018). Dentre as atividades biol6gicas, o potencial
antifngico de L. dentata tem sido explorado, especialmente frente cepas leveduriformes do género Candida sp., contudo, a
continuidade dos estudos investigativos acerca do potencial antimicrobiano deste vegetal se fazem necessarios, essencialmente
frente outros géneros leveduriformes, fungos filamentosos e bactérias (Correia et al, 2022).

As bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Mycobacterium tuberculosis sdo gram-positivas de
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consideravel atencdo para salde publica, causando milhes de casos de bacterioses graves todos 0s anos, como as cepas de
MRSA (Staphylococcus aureus resistente e meticilina) que causam infeccdes problematicas, de dificil tratamento (Avire et al,
2021; Cheung et al, 2021; Koch & Mizrahi, 2018). A bactéria Escherichia coli é um microrganismo componente da biota
entérica de aves e mamiferos, todavia, suas estirpes enteropatogénicas apresentam elevado potencial infeccioso. Muitos
microrganismos também séo patgenos oportunistas, como as cepas de Candida sp., especialmente C. albicans, levedura mais
comumente associada a casos de infecgBes flngicas superficiais e sistémicas (Domingues & Paiva, 2021; Saviolli, 2010).
Muito além deste género, a levedura Cryptococcus neoformans destaca-se como o agente etiolégico da criptococose (Contin et
al, 2010). Algumas espécies de fungos filamentosos também demandam atencéo, como o Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
patégeno agricola, este microrganismo provoca 0 mau-do-panama em culturas de banana, resultando em prejuizos todos os
anos (Siamaki & Zheng, 2018).

A emergente ascensdo de cepas resistentes a antimicrobianos tradicionais e a volta de doenga erradicadas aumenta a
demanda por estudos que empreguem produtos naturais e seus derivados na busca por novos ativos potencialmente eficazes.
Logo, mediante a investigacdo acerca dos potenciais bioldgicos de determinados produtos vegetais e a emergente necessidade
de desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, objetivou-se neste trabalho avaliar a atividade antibacteriana e

antifungica do hidrolato e 6leo essencial de Lavandula dentata frente cepas controle de considerdvel importancia.

2. Metodologia
2.1 Aquisicdo das amostras de hidrolato e 6leo essencial organicos de Lavandula dentata

As amostras do hidrolato e 6leo essencial foram doadas pelo Lavandario — Lavandas de Cambugquira, localizado na
Rodovia Vital Brasil km 267, Estrada da Boa Vista, Bairro Canta Galo, Cambuquira — MG. O o6leo essencial havia sido
extraido pelo método de destilacdo por arraste a vapor, empregando o uso das flores e folhas de L. Dentata e o hidrolato havia

sido obtido como subproduto do processo extrativo do 6leo.

2.2 Ensaio microbiano para as cepas bacterianas e leveduriformes

Foi adotada a metodologia descrita em NCCLS (2000). Avaliou-se a atividade antimicrobiana frente as cepas de
Escherichia coli ATCC 8739, Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC
22019 e Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC 90113 pelo método de disco-difusdo em meio. As cepas bacterianas
foram reativadas em Caldo Mueller Hinton (MHB), e as leveduriformes em Caldo Dextrose, Peptona Bacterioldgica e Extrato
de Levedura (YPD), os inoculos foram incubados a 35 °C, as cepas bacterianas permaneceram em incubacéo por 24 horas e as
leveduriformes por 48 horas. Em seguida, os indculos tiveram suas concentragdes celulares padronizadas por
espectrofotometria com uso de solugéo salina a 0,9%, as concentracdes foram ajustadas para 1,5 x 108 UFC.mL™?, equivalente a
0,5 na escala de McFarland, por espectrofotometria (Espectrofotémetro UV/VIS, modelo UV-M51) no comprimento de onda
de 625 nm. Ap6s a padronizagdo, inoculou-se 200 pL das suspensdes bacterianas em meio Agar Mueller Hinton (MHA), e
leveduriformes em meio Agar Mueller Hinton suplementado com 2% de glicose (MHA+G) em placas de petri. Discos brancos
estéreis foram impregnados com 10 pL do 6leo essencial e hidrolato e em seguida foram inseridos na superficie dos inoculos.
Como controle positivo adotou-se o alcool etilico 70 °INPM, e como comparativos de sensibilidade, o antibiotico Cefalexina
(30 ug) e o antifngico Fluconazol (25 ug). Incubou-se os inéculos em incubadora B.O.D. a 35 °C, respeitando o tempo de 24

horas para as cepas bacterianas e 48 horas para as leveduras. Os testes foram realizados em triplicata. Decorrido este tempo,
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realizou-se a medicdo dos halos de inibicdo, os resultados foram transcritos para planilha no Software Excel 2016 para
determinacdo das médias e desvios-padrao.

2.3 Ensaio microbiano para a cepa de fungo filamentoso

A atividade antimicrobiana frente a estirpe de Fusarium oxysporum f. sp. cubense foi avaliada mediante o teste de
disco-difusdo em meio segundo o método descrito em NCCLS (2000). A estirpe foi previamente reativada em meio Agar
Dextrose Batata (PDA) em temperatura ambiente durante 72 horas. Posteriormente, com a utilizagcdo de um furador de meio,
discos contendo o micélio vegetativo do fungo foram posicionados no centro de placas de Petri contendo meio de cultivo PDA,
em seguida, discos brancos estéreis foram posicionados de forma equidistante as estirpes fungicos, em conseguinte, foram
adicionados 10 uL dos tratamentos: 6leo essencial, hidrolato e alcool etilico 70 °INPM, aos respectivos discos. As placas
foram incubadas a 27 °C. Os testes foram realizados em triplicata. A primeira e segunda avaliagdo foram realizadas em
intervalos de 24 horas apds a inoculagdo, as posteriores seguiram intervalos de 48 horas.

2.4 Andlise estatistica
Adotou-se o teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) para avaliacdo da significAncia dos resultados obtidos
(Silva et al, 2011), com este teste viabilizou-se a compara¢do dos diametros dos halos de inibi¢do dos grupos teste e controle.

A diferenca significativa entre os grupos foi indicada pelos valores de p<0,05.
3. Resultados e Discussao
Os resultados do experimento de potencial antimicrobiano foram expressos na Tabela 1.

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana do alcool etilico, hidrolato e dleo essencial de L. dentata frente as estirpes bacterianas e

fangicas, bem como o perfil de sensibilidade frente a cefalexina (30 ug) e fluconazol (25 ug).

Tratamentos
Cepas Oleo essencial Hidrolato Alcool 70 °INPM Cefalexina Fluconazol
C. albicans ATCC 10231 10,5*+ 0,6 0 8,9*+0,5 - 26,9*+0,6
C. parapsilosis ATCC 22019 10,3*+0,9 0 12,9*+21 - 253*+15
C. neoformans var. grubii ATCC 90113 6,2*+0,7 0 13,9*+0,8 - 265*+1,1
E. coli ATCC 8739 88*+14 0 9,1*+0,4 23,04+£0,2 -
M. tuberculosis ATCC 25177 122*+49 0 9,9*+0,4 20,0*+0,2 -
S. aureus ATCC 6538 11,2*+0,9 0 7,7%+1,7 27,2*+0,5 -
S. aureus ATCC 25923 144*+0,9 0 9,1*+1,0 21,8*+0,5 -
S. pyogenes ATCC 19615 101*+1,7 0 9,5*+0,9 18,2*+ 0,5 -
Valores de média e desvio padrdo para os halos de inibi¢do expressos em mm; - = indica a ndo aplicabilidade do tratamento para

determinada cepa; * = indica a diferenca significativa entre os grupos teste e controle (p<0,05) para o teste estatistico ANOVA. Fonte:
Autores.

O dleo essencial de L. dentata apresentou esperada atividade inibitoria frente as cepas bacterianas analisadas nesta
pesquisa, Visto que estas cepas ja se demonstraram susceptiveis em estudos anteriores frente o éleo essencial de L. dentata
(Imelouane, 2009; Justus, 2016; Ulsenheimer, 2018). Em contrapartida, o hidrolato ndo expressou nenhum potencial inibitério
devido possivel relagdo ao quantitativo de principios ativos, uma vez que os hidrolatos possuem reduzida concentragdo de

compostos quimicos se comparado aos 6leos essenciais (Imelouane, 2009).
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Todas as cepas avaliadas apresentaram sensibilidade frente ao alcool etilico, Cefalexina e Fluconazol. Ainda, a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi superior a capacidade inibitéria do alcool etilico 70 °INPM para as cepas de C.
albicans, M. tuberculosis, S. aureus e S. pyogenes, isto evidencia a alta efetividade antibacteriana e antifingica de L. dentata e
seu possivel emprego como composto antimicrobiano natural e alternativo, visto o consideravel potencial quando comparado
com os antimicrobianos especificos para inibicdo destas bactérias e leveduras

Observou-se que o potencial inibitério do 6leo essencial foi similar para as cepas de C. albicans ATCC 10231, C.
parapsilosis ATCC 22019 e S. pyogenes ATCC 19615. Frente todos os microrganismos avaliados, as estirpes de C.
neoformans var. grubii ATCC 90113 e E. coli ATCC 8739 apresentaram a menor sensibilidade frente o 6leo essencial de L.
dentata respectivamente, em contrapartida, as cepas gram-positivas de S. aureus ATCC 25923 e M. tuberculosis ATCC 25177
apresentaram a maior sensibilidade frente o dleo essencial. Muitos estudos ja evidenciam o maior potencial antimicrobiano
desse vegetal frente gram-positivas se comparado a cepas gram-negativas (Bouazama et al, 2017; Justus et al, 2018) de forma
que esta capacidade inibitéria relaciona-se majoritariamente ao potencial de precipitar polipeptidios de parede celular presente
nas bactérias Gram-positivas (Daglia, 2012).

Alguns fungos filamentosos, como o Fusarium oxysporum f. sp. cubense, sdo preocupantes para inimeras culturas de
importéncia alimenticia, como a batata e a banana. Os resultados do ensaio para o potencial antifungico frente Fusarium foram
apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Potencial antifungico do hidrolato e éleo essencial em 96 horas e 240 horas ap6s inoculagéo.

Al= hidrolato em 96 horas; A2 = hidrolato em 240 horas; B1 = 6leo essencial em 96 horas; B2 = 6leo essencial em 240 horas. Fonte:
Autores.
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No ensaio microbiano com Fusarium sp. ndo houve atividade antifingica evidenciada pela formacdo de halos
inibitérios para nenhum dos tratamentos avaliados, todavia, verificou-se que o 6leo essencial de Lavandula dentata retardou o
crescimento micelial vegetativo de Fusarium Oxysporum f. sp. cubense se comparado aos demais tratamentos, essa atividade
retardante deve-se estar associada aos compostos terpénicos altamente volateis encontrados no 6leo essencial de Lavandula sp.,

gue ao se volatizarem atuam como eficientes antimicrobianos.

4. Concluséao

Mediante os resultados obtidos nesta pesquisa, observou-se que o hidrolato orgénico de L. dentata ndo apresenta
potencial antimicrobiano frente as estirpes avaliadas. Pode-se inferir que o 6leo essencial orgénico de Lavandula dentata detém
promissora capacidade antimicrobiana frente estirpes gram-positivas e satisfatdria atividade frente cepas gram-negativas e
leveduras, apresentando-se como um potencial agente antimicrobiano frente cepas de consideravel importancia clinica,
todavia, a continuacdo dos estudos para elucidagdo dos mecanismos antifungicos do Oleo essencial de L. dentata sdo

necessarios, especialmente frente cepas de fungos filamentosos.
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