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RESUMO 
 

 

BRAZÃO, M.A.B. Atividade antimicrobiana do óleo essencial de Piper aduncum 
L. e seu componente, dilapiol, frente a Staphylococcus spp.  Multirresistentes. 
2012. 82.f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Farmácia, Universidade Federal 
do Pará, Belém, 2012.  

 

O óleo essencial de Piper aduncum (OEPA) e seu componente principal, o 

dilapiol (76,5%), foram avaliados quanto a atividade antibacteriana frente a 

diferentes cepas de Staphylococcus spp. ATCC e multirresistentes. Para os ensaios 

da atividade antibacteriana do OEPA e do dilapiol foram determinados a 

Concentração Mínima Inibitória (CIM) e a Concentração Bactericida Mínima (CBM), 

pela técnica da microdiluição e por contagem de Unidades Formadoras de Colônia 

(UFC), utilizando concentrações de 250, 500, 750 e 1000 µg/mL do OEPA e 

concentrações de 100 e 1000 µg/mL de dilapiol. O inóculo bacteriano utilizado foi 

ajustado a 1x104 a partir da escala 0,5 de Mc Farland. Como controle negativo foi 

utilizado o inóculo juntamente com Tween 20, solubilizante do óleo essencial e 

dilapiol, e como controle positivo, utilizou-se o cloranfenicol 0,05 mg/mL. Esses 

compostos foram testados frente as cepas de S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis 

ATCC 12228, MRSA hospitalar, S.epidermidis e S. lentus multirresistentes de origem 

hospitalar. Os resultados mostraram que o OEPA apresentou a CIM90% de 500 

µg/mL e a CBM de 1000 µg/mL frente a S. aureus ATCC 25923, cuja concentração 

de 500 µg/mL foi capaz de inibir 60% do crescimento bacteriano. Quanto à cepa 

MRSA, o OEPA mostrou uma inibição (10%) na concentração de 750 µg/mL, sendo 

a CIM90% obtida em 1000 µg/mL. Em S. epidermidis ATCC 12228, o OEPA mostrou 

atividade antimicrobiana, com a CIM90% em 500 µg/mL e CBM em 750 µg/mL. Para a 

cepa S. epidermidis multirresistente, o OEPA foi capaz de inibir somente 35% do 

crescimento dessa cepa na concentração de 750 µg/mL, mas obteve o valor de 

CIM90% em 1000 µg/mL. Quanto ao dilapiol, o composto apresentou atividade 

antimicrobiana contra a cepa de S. aureus ATCC 25923 na concentração de 1000 

µg/mL, inibindo 100% do crescimento (CBM). Por outro lado, não apresentou efeito 

antimicrobiano sobre as cepas MRSA e S. lentus multirresistente. Além disso, o 

dilapiol inibiu somente 20% do crescimento de S. epidermidis ATCC 12228 e S. 

epidermidis multirresistente na concentração de 1000 µg/mL. Desta forma, os dados 

mostram uma moderada atividade antibacteriana do óleo essencial, sendo que o 

dilapiol mostrou fraca atividade antimicrobiana in vitro. 

 

 

Palavras-chave: Piper aduncum, Staphylococcus aureus, óleos essenciais e 
farmacorresistência bacteriana. 

 



ABSTRACT 

 

BRAZÃO, M. A. B Antimicrobial activity of essential oil of Piper aduncum L. and 
its component, dilapiol, against Staphylococcus spp. Multiresistant. 2012. 82 f. 
– Dissertation (Master’s degree) Faculdade de Farmácia, Universidade Federal do 
Pará, Belém, 2012.  

 

The essential oil of Piper aduncum (EPO) and its main component, the dilapiol 

(76.5%), were evaluated for antibacterial activity against different strains of 

Staphylococcus spp. ATCC and multiresistant. For testing the antibacterial activity of 

EPO and dilapiol were determined Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and 

minimum bactericidal concentration (MBC), the technique of microdilution and by 

counting Colony Forming Units (CFU) using concentrations of 250, 500 , 750 and 

1000 µg/ml of EPO and concentrations of 100 and 1000 µg/ml dilapiol. The bacterial 

inoculum used was adjusted to 1x104 range from 0.5 Mc Farland. As a negative 

control inoculum was used along with Tween 20, solubilising the essential oil and 

dilapiol, and as positive control we used the chloramphenicol 0.05 mg/mL. These 

compounds were tested against strains of S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis 

ATCC 12228, MRSA hospital, and S.epidermidis, S. lentus multiresistant nosocomial. 

The results showed that the EPO showed the MIC90% of 500 µg/mL and MBC of 1000 

µg/mL against S. aureus ATCC 25923, whose concentration of 500 µg/mL was able 

to inhibit 60% of bacterial growth. The strain MRSA, the EPO showed a small 

inhibition (10%) at a concentration of 750 µg/mL, being obtained in the MIC90% 1000 

µg/mL. In S. epidermidis ATCC 12228, the OEPA showed antimicrobial activity with 

MIC90% at 500 µg/mL and MBC at 750 µg/mL. For the strain S. epidermidis 

multiresistant, the PEO was able to inhibit only 35% growth of this strain at a 

concentration of 750 µg/mL, but the value obtained in the MIC90% 1000 mg/mL. As for 

dilapiol, the compound showed antimicrobial activity against a strain of S. aureus 

ATCC 25923 at a concentration of 1000 µg/mL, 100% growth inhibiting (CBM). On 

the other hand, had no antimicrobial effect on MRSA strain nor S. lentus 

multiresistant. Furthermore, the dilapiol inhibited only 20% of the growth of S. 

epidermidis ATCC 12228 and S. epidermidis multiresistant concentration of 1000 

µg/mL. Thus, the data show a moderate antibacterial activity of the essential oil, and 

the dilapiol showed weak in vitro antimicrobial activity. 

 

 

Keywords: Piper aduncum, Staphylococcus aureus, essential oils and bacterial 
farmacorresistance 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

As plantas são fontes importantes de compostos biologicamente ativos, 

muitos dos quais se constituem em modelos para a síntese de um grande número 

de fármacos. Estima-se que existam de 25.000 a 75.000 espécies vegetais utilizadas 

na medicina tradicional no mundo, das quais apenas 1% foi validada por estudos 

científicos, com demonstração de seu valor terapêutico, quando administradas em 

seres humanos (LIMA et al. 2007). Exemplos importantes de fármacos obtidos de 

plantas é a digoxina (Digitalis spp.), a quinina e a quinidina (Cinchona spp.), a 

vincristrina e a vinblastina (Catharanthus roseus), a atropina (Atropa belladona), a 

morfina e a codeína (Papaver somniferum) (VIEGAS et al. 2006; TUROLLA, 

NASCIMENTO, 2006) 

O Brasil é o país com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando 

com mais de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO e SILVA, 2006). Segundo 

SIMÕES et al. (2004), apenas 8% desse percentual biológico foi estudado em busca 

de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas 

propriedades medicinais. Dessas, 590 plantas foram registradas no Ministério da 

Saúde para comercialização. Dentre as várias classes de compostos isolados de 

plantas com propriedades antimicrobianas, os óleos essenciais são reconhecidos 

por apresentarem atividade contra um grande número de micro-organismos, 

incluindo espécies resistentes a antibióticos e antifúngicos (BERTINI et al. 2005). 

Nos últimos anos, a crescente resistência dos patógenos aos antimicrobianos e o 

aumento da população de pacientes imunocomprometidos têm estimulado a busca 

de compostos terapêuticos alternativos (BERTINI et al. 2005; AMARAL, 2004). 

Óleos e extratos de plantas há muito tempo têm servido de base para 

diversas aplicações na medicina popular, entre elas, a produção de anti-sépticos 

tópicos. Tal realidade serviu de base para diversas investigações científicas, com 

vista na confirmação da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais (ALMEIDA et 

al. 2006; ARRUDA et al. 2006; NUNES et al. 2006; BENKEBLIA, 2004; REHDER et 

al. 2004; CLAFFEY, 2003; SEYMOUR, 2003; ARWEILER et al. 2000; FINE et al. 

2000; PAN et al. 2000). As espécies do gênero Piper (Piperaceae) são amplamente 

aplicadas na medicina popular em função das propriedades microbianas exibidas 

por seus constituintes, pimenta-de-macaco (P. aduncum L.) é excelente espécie  
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produtora de óleo essencial, o qual possui alto teor do éter fenílico dilapiol (MAIA et 

al. 1998). Produtos naturais de P. aduncum têm apresentado ação eficaz no controle 

de fitopatógenos (NAIR e BURKE, 1990). Nesse sentido, Bastos (1997) demonstrou 

em experimentos in vitro e in vivo, a ação inibitória do óleo essencial de P.aduncum 

(OEPA) contra Crinipellis perniciosa (STAHEL) Singer, agente causal da vassoura-

de bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.) e a inibição in vitro do crescimento 

micelial de vários fitopatógenos. 

A espécie P. aduncum L. ocorre naturalmente na Amazônia (MOTA et al. 

2001a), produz um óleo essencial com grande potencial de exploração, uma vez que 

possui ação comprovada sobre fitopatógenos de culturas tradicionais, como os 

fungos (BASTOS, 1997;  MORANDIM et al. 2002), bactérias e moluscos (ORJALA et 

al. 1994), além de ação analgésica e anti-inflamatória com baixos níveis de 

toxicidade (MONTEIRO et al. 2001; FONTES JUNIOR et al. 2002). 

Um importante agente etiológico associado às infecções adquiridas, tanto na 

comunidade como em hospitais, é o Staphylococcus aureus. Considerado um dos 

principais patógenos humanos se destaca por sua elevada frequência e 

patogenicidade em indivíduos imunocomprometidos e imunocompetentes, além de 

estar associado à múltipla resistência aos antibióticos e de fácil disseminação intra-

hospitalar (ENRIGHT, 2002). Nos anos 1960 e 1970, o uso indiscriminado de 

penicilinas semi-sintéticas, penicilinases resistentes e cefalosporinas favoreceu a 

emergência de cepas de S. aureus meticilina-resistente (MRSA) (KAYE, 2000). Além 

disso, os Staphylococcus coagulase-negativa (SCoN) se encontram entre os 

principais micro-organismos emergentes, nosocomiais e com resistência a vários 

antimicrobianos, sendo que a multirresistência dos SCoN se apresenta frequente em 

pacientes hospitalizados. A emergência do SCoN tem limitado o arsenal terapêutico 

o que contribui para um aumento no índice de  fracasso no tratamento (HIGUCHI et 

al. 2007; MONSEN et al. 2005; NASCIMENTO  et al. 2006). 

Desta forma, o uso de óleos essenciais para fins medicinais é uma tradição 

antiga de uso popular, devido suas propriedades antibacterianas, principalmente 

contra bactérias Gram-positivas, o que incentiva a sua investigação como agente 

antibacteriano (KLOUCEK et al. 2005). Com isso, estudos que avaliem a atividade 

antibacteriana do OEPA e de seu componente, o dilapiol, contra cepas de 

Staphylococcus são de extrema importância à área clínica e microbiológica.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Plantas medicinais 

 

 

As plantas medicinais são as mais antigas fontes de compostos 

farmacologicamente ativos e praticamente a única fonte de compostos medicinais 

por séculos (SOUSA et al. 2007). A humanidade utiliza plantas desde antes de 

Cristo, primeiro numa relação de consumidor e mais tarde para a cura de suas 

enfermidades. Iniciada antes da medicina moderna, a medicina tradicional é definida 

pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como sendo a soma de todos os 

conhecimentos teóricos e práticos, explicáveis ou não, utilizados para diagnóstico, 

prevenção e tratamento físicos, mentais ou sociais, baseados exclusivamente na 

experiência e observação e transmitidos verbalmente ou por escrito de uma geração 

a outra (PEREIRA et al. 2004).  

Uma planta é classificada como medicinal por possuir substâncias que têm 

ação farmacológica. Estas substâncias são denominadas princípio ativo e, na 

maioria das vezes, não se sabe quais destes realmente estão atuando na 

terapêutica (ROCHA e ROCHA, 2006). 

A medicina tradicional é utilizada em todas as partes do mundo e tem um 

rápido crescimento econômico pelo uso de plantas medicinais, especialmente nos 

países em desenvolvimento, onde o serviço de saúde é limitado e as plantas 

representam o único tratamento acessível (AGRA et al. 2008). 

Segundo a OMS, as atuais estimativas sugerem que muitos países 

desenvolvidos têm uma grande proporção da população que recorre à prática 

tradicional de saúde, especialmente a utilização de plantas medicinais. Embora o 

acesso à medicina moderna seja disponível nestes países, o uso de plantas 

medicinais tem mantido sua popularidade por razões históricas e culturais. Por outro 

lado, nos países em desenvolvimento, 65-80% da população depende 

exclusivamente das plantas medicinais como cuidados básicos de saúde, até 80% 

da população na África, 71% no Chile e 40% na Colômbia, entre outros (AGRA et al. 

2008). 
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Os trabalhos relacionados à atividade antimicrobiana de plantas tiveram início 

na década de 40. Em 1943 foi pesquisada por OSBORN, a atividade de 2.300 

plantas superiores, in vitro, contra S. aureus e Escherichia coli, verificando que 63 

gêneros continham substâncias que inibiram o crescimento de um ou de ambos os 

micro-organismos. 

No Brasil, as pesquisas sobre substâncias antimicrobianas de origem vegetal 

tiveram inicio com CARDOSO e SANTOS (1948), os quais avaliaram extratos de 100 

diferentes espécies vegetais, indicadas na terapêutica popular como anti-

inflamatórias ou cicatrizantes. Destas, apenas cinco extratos apresentaram atividade 

inibitória contra S. aureus, E. coli e Proteus X-19. A partir de 1950, foram isolados os 

primeiros compostos de espécies vegetais: o diterpeno biflorinina e o triterpeno 

maltenina. Posteriormente, compostos flavonoides com propriedades 

antimicrobianas efetivas contra S. aureus resistentes a meticilina foram isolados, tais 

como a primina, a mocinidina, lapachol e derivados, a plumbagina, a xantoxilina, a 

filantimida, a leteolina e a mirecetina. 

 

 

2.2 Classificação botânica do P. aduncum L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Gênero Piper e espécie P. aduncum L. 

  

 

A família Piperaceae pertence à ordem das Piperales é composta por 10 a 12 

gêneros com cerca de 2000 espécies distribuídas em todas as regiões tropicais. No 

Reino: Plantae 

Divisão: Magnoliophyta 

Classe: Magnoliopsida 

Ordem: Piperales 

Família: Piperaceae 

Gênero: Piper 

Espécie: P. Aduncum 
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Brasil, a família é representada por cinco gêneros, tendo o gênero Piper como um 

dos maiores, com cerca de 260 espécies, sendo que a Amazônia abriga próximo de 

140 espécies (MAIA et al. 1998; JARAMILLO e MANOS, 2001; GUIMARÃES et al. 

2004). O gênero Piper é um dos maiores da família, com cerca de 1.000 espécies, 

dentre elas o P. aduncum L. (NUNES et al. 2007). 

Espécies do gênero Piper são amplamente utilizadas para fins medicinais 

(Quadro 1) e, dentre as atividades biológicas relevantes descritas para esse gênero, 

podem ser enfatizadas as propriedades antitumorais de algumas espécies (DUH et 

al. 1990). Recentemente foi descrito o isolamento de amidas obtidas de Piper 

tuberculatum Jacq. (Piperaceae) assim como suas propriedades hipotensoras 

(ARAÚJO-JR, 1996; ARAÚJO-JR et al. 1997). A síntese e transformações 

estruturais de amidas de espécies de Piper foram também relatadas (DAS et al. 

1998; NASKAR et al. 1998). De Piper cubeba L., utilizada como antisséptico urinário 

se isolou a lignana cubebina que também ocorre em Zanthoxylum naranjillo 

(Rutaceae) e apresenta atividade anti-Trypanosoma cruzi (BASTOS et al. 1999). 

Isolou-se de Piper futokadzura Sieb. a piperenona, uma neolignana que possui 

atividade de defesa contra insetos (GOTTLIEB, 1982).  

 

 

 Quadro1 – Propriedades de algumas espécies de Piper. 

 

 

As raízes e rizomas de Piper methysticum Forst. são de uso tradicional em 

algumas ilhas do Pacífico sul no tratamento da dor, nevralgia, convulsões, 

ESPÉCIES PROPRIEDADES 

Piper tuberculatum Jacq. Hipotensoras (ARAUJO JR, 1996) 

Piper regnelliim Analgésica (ANDRADE et al.1998) 

Piper cubeba L. 
Anti-séptico urinário  
Anti-Trypanosoma cruzi (BASTOS, 1999) 

Piper methysticum Forst. Dor, nevralgia, convulsões, insônia (BLUMENTHAL e SING, 1997) 

Piper futokadzura Sieb. Defesa contra insetos (GOTTLIEB, 1982) 

Piper renitens Atividade sobre S. aureus (Ferreira, 2007) 

P. aduncum L. 
Antiinflamatória, antibacteriano, citotóxico ( KLOUCEK  et al.2005) 
Sobre fungo Crinipellis perniciosa (MAIA et al.1998) 
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inquietude e insônia. Produtos contendo extratos hidro alcoólicos, ou mesmo o pó de 

raízes e rizomas de Piper methysticum são comercializados na Europa, com 

indicação em ansiedade e insônia. Como substâncias responsáveis pela atividade 

no sistema nervoso central, foram isoladas a-pironas denominadas cavapironas 

(BLUMENTHAL e SING, 1997). 

A espécie P. aduncum L. conhecida popularmente como pimenta-de-macaco 

e aperta-ruão (MAIA et al. 2000), é arbusto ou arvoreta de 2 a 7 m (Figura 1) 

bastante nodoso; folhas membranáceas ou cartáceas, elípticas, elíptico-ovaladas ou 

elíptico-lanceoladas, ápices curtamente acuminado, base assimétrica arredondada 

ou cordiforme, opacas em ambas as faces, sendo a inferior finamente pubescente, 

nervação com pelos quase adpressos espigas alongadas, flores minúsculas e frutos 

obpiramidais; frutos drupa amarelada, com minúsculas sementes marrons (MAIA et 

al. 2000). Largamente usada na medicina popular para tratar de inflamações e dores 

de estômago. Uma investigação fitoquímica desta espécie apresentou derivados de 

ácido benzóico, de chromanas e flavonóides com atividades antibacteriana e 

citotóxica. (KAPLAN et al. 1998) 

Muitos estudos revelam que o extrato da parte aérea de P. aduncum é 

largamente utilizado por possuir propriedades antibacterianas em Bacillus subtilis, E.  

coli, S. aureus, Cryptococcus neoformans, Mycobacteria intracellulare, Micrococcus 

luteus e Pseudomonas aeruginosa, sendo significativamente mais ativo em Gram-

positivas confirmando assim o seu grande uso popular e, também para detectar 

novas fontes de agentes antibacterianos. (KLOUCEK et al. 2005). 

 

 

 
Figura 1 - P. aduncum L. 
Fonte: Maia et al. 2000 
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2.4 Óleos essenciais 

 

 

Dentre os agentes terapêuticos provenientes das plantas com uso medicinal 

popular e científico, destacam-se os óleos essenciais. A ISO (International Standard 

Organization) define óleos essenciais como produtos obtidos de partes de plantas 

através de destilação por arraste com vapor d'água, bem como os produtos obtidos 

por compressão dos pericarpos de frutos cítricos (COSTA et al. 2008). Os óleos 

essenciais também podem ser chamados de óleos voláteis, essências, azeites 

etéreos ou azeites voláteis e constituem um grupo de substâncias líquidas, voláteis, 

responsáveis pelo odor aromático de diversas plantas (MATOS e MATOS, 1989). A 

qualidade das essências pode variar de um gênero a outro, de uma espécie a outra 

(AMARAL, 2004). Os óleos essenciais em geral não são muito estáveis, 

principalmente na presença de ar, luz, calor, umidade e metais. São raramente 

encontrados em gimnospermas, no entanto, são abundantes em angiospermas 

dicotiledôneas (SIMÕES et al. 2004) 

Dados da literatura provam que o ambiente no qual o vegetal se desenvolve, 

bem como o tipo de cultivo, influem sobre a composição química dos óleos voláteis. 

A temperatura, a umidade relativa, a duração total de exposição ao sol e o regime de 

ventos exercem uma influência direta, sobretudo sobre espécies que possuem 

estruturas histológicas de estocagem na superfície (MORAIS et al. 2006) 

Os óleos essenciais podem ocorrer, dependendo da família, em estruturas 

secretoras especializadas, como em pêlos glandulares (Lamiaceae), células 

parenquimáticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleíferos 

(Apiaceae) ou em bolsas lisígenas ou esquizolisígena (Pinaceae, Rutaceae) 

(MARQUES et al. 2008).  

Podem ser extraídos a partir de flores (rosa; Rosa centifolia), folhas 

(mameleiro preto; Croton sonderianus), frutos (funcho; Foericulun vulgare), 

sementes (sucupira branca; Pterodum polygalaeflorus), parte aérea (capim-santo; 

Cymbopogon citratus), raízes (vetiver; Vetiveria zizanioids), casca (jatobá; 

Hymenaea courbaril), tubérculos (tiririca; Cyperus sp.), capítulos florais (macela; 

Egletes viscosa) e bulbos (alho; Allium sativum) (AMARAL, 2004). Embora todos os 

órgãos de uma planta possam acumular óleos voláteis, sua composição pode variar 
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segundo a localização anatômica das estruturas produtoras (DESCHAMPS et al. 

2008). 

Os métodos de extração dos óleos essenciais variam conforme a localização 

do óleo na planta e com a proposta de utilização do mesmo. Os mais comuns são: 

enfloração, arraste por vapor d'água, extração com solventes orgânicos, prensagem 

e extração por CO2 supercrítico (SIMÕES et al. 2004). Uma vez obtido um óleo ou 

extrato de uma espécie é necessário fracioná-lo para determinar quais componentes 

estão presentes, ou quando for o caso, quais componentes possuem atividade 

biológica. Em geral, na separação e isolamento dos componentes de um extrato ou 

óleo essencial utilizam-se métodos cromatográficos, tais como a cromatografia em 

coluna (CC), cromatografia líquida sob vácuo, cromatografia sob pressão, 

cromatografia flash, cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), cromatografia 

em camada delgada (CCD), cromatografia em papel, cromatografia-contra-corrente-

gota-a-gota -"droplet countercurrent chromatography"; DCCC ou "micro droplet 

countercurrent chromatography"; MDCCC (ARAÚJO, 2005). 

Ao óleo essencial de inúmeras famílias e espécies, não apenas de 

Piperaceae e Piper, atribui-se algumas propriedades farmacológicas como, por 

exemplo, ação carminativa, anti-espasmódica, cardiovascular, irritante, secretolítica, 

sobre o SNC, anestésica local, anti-inflamatória e antisséptica. Dentre as atividades 

biológicas reputadas para os óleos voláteis das espécies de Piper, tem-se como 

exemplo, o OEPA, com efeito sobre o fungo Crinipellis perniciosa (MAIA et al. 1998); 

atividade analgésica foi comprovada para o óleo volátil de P. regnelliim (ANDRADE 

et al. 1998) e atividade inseticida foi demonstrada para óleo de P. aduncum 

(MESQUITA et al. 2005). 

Praticamente, todos os óleos essenciais constituem uma mistura de princípios 

químicos muito complexos e variam amplamente em sua composição, sendo a maior 

parte constituída principalmente por terpenos (MATOS e MATOS, 1989). Os 

constituintes variam desde hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e terpênicos, 

aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos 

orgânicos, lactonas, cumarinas e compostos com enxofre. Na mistura, tais 

compostos se apresentam em diferentes concentrações; normalmente um deles é o 

composto majoritário, existindo outros em menores teores e alguns em baixíssimas 

quantidades (SIMÕES et al. 2004). 
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2.5 Micro-organismos 

 

 

2.5.1 Staphylococcus  

 

 

O gênero Staphylococcus apresenta 37 espécies, 14 subespécies, sendo que 

somente 15 espécies são encontradas em amostras humanas, e de uma maneira 

prática, os estafilococos são divididos em duas categorias: coagulase positivos e 

coagulase negativos de acordo com a resposta ao teste da plasmo coagulase. As 

bactérias Gram-positivas, especialmente os cocos, estão entre os micro-organismos 

mais frequentemente isolados de amostras biológicas humanas em laboratórios de 

microbiologia. ANVISA, 2008 

Os estafilococos são geralmente encontrados na pele e mucosas do homem e 

de outros animais. São cocos gram-positivos, que podem se apresentar isolados ou 

aos pares, em cadeias curtas ou agrupados, são micro-organismos imóveis, 

anaeróbios facultativos, não formadores de esporos e produtores de catalase. O 

aspecto macroscópico da colônia em meio sólido com presença de pigmento e 

hemólise em ágar sangue de carneiro são características auxiliares na identificação 

destes micro-organismos. A identificação da espécie de estafilococos é baseada em 

uma variedade de características fenotípicas convencionais. ANVISA, 2008 

As espécies mais importantes do ponto de vista clínico podem ser 

identificadas com algumas provas específicas, como pigmentação da colônia, 

estafilo-coagulase, “fator clumping” ou “fator de agregação”, prova da 

desoxiribonuclease, resistência à novobiocina, fermentação do manitol, entre outras. 

A habilidade de coagular o plasma continua sendo o critério mais aceito e utilizado 

para identificar estafilococos patogênicos associados com infecções agudas 

(ANVISA, 2008).  

 

 

2.5.2 Staphylococcus COAGULASE-NEGATIVA – SCoN 
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No gênero Staphylococcus, a espécie S. aureus é a mais conhecida do 

gênero, é produtora de coagulase (coagulase-positiva) e de outras enzimas e 

toxinas, e está frequentemente associada à etiologia de várias infecções e 

intoxicações no homem e em animais, enquanto que os estafilococos coagulase-

negativa (SCoN) têm sido considerados saprófitas ou raramente patogênicos 

(KLOOS, 1975). Dados da literatura relatam que o S. aureus não é mais a espécie 

dominante nas infecções, visto que o SCoN representa uma importante ameaça, 

especialmente considerando a frequência que essas bactérias colonizam narina, 

faringe, axilas, mãos, umbigo, trato urinário e feridas abertas (CAVALCANTI et al. 

2005; CEPEDA et al. 2005).  

Além disso, o considerável progresso na classificação sistemática dos 

estafilococos e no desenvolvimento de métodos para a identificação do gênero, 

espécies e subespécies, tem permitido aos clínicos identificarem vários SCoN em 

amostras clínicas e, assim, os considerarem como agentes etiológicos de diversos 

processos infecciosos (KLOOS, 1994). Embora, algumas vezes sejam reconhecidos 

como micro-organismos essencialmente oportunistas, que se prevalecem de 

inúmeras situações orgânicas para produzir graves infecções (KLOOS, 1999). 

No ambiente hospitalar, bactérias Gram-negativas e S. aureus ainda são os 

principais agentes de infecção no Brasil. No entanto, alguns hospitais têm sofrido 

mudanças nesse perfil microbiológico, passando a ser semelhante aos dos países 

desenvolvidos, nos quais os SCoNs são os principais agentes de infecção nas 

unidades de terapia intensiva neonatal (ANVISA, 2005). Nesse sentido, embora a 

presença dos SCoN em hemoculturas alguma vezes se trate de um contaminante 

(pseudobacteremia) por não apresentarem associação ao processo infeccioso, em 

outros casos também podem ser a verdadeira causa da bacteremia (MARSHALL et 

al. 1998; RUPP e ARCHER, 1994), fato que cria dúvidas na interpretação dos 

resultados pelos clínicos (SILBERT et al. 1997, ALVES e LEMOS, 2007). 

Segundo Cordeiro (2007), SCoN constitui um dos principais representantes 

da microbiota humana e atualmente também está relacionado a casos sérios de 

infecções. Em vários estudos, constatou-se que a espécie S. epidermidis foi a mais 

frequentemente isolada (60%) em infecções bacterianas (NEUMEITER, 1995; 

SILBERT et al. 1997; HUDOME, 2001; CUNHA et al. 2002; CENTER et al. 2003, 

CORDEIRO, 2007). Das infecções associadas aos SCoN, encontram-se: infecções 

urinárias, infecções associadas a dispositivos permanentes, bacteremia em 
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hospedeiros comprometidos, receptores de transplante, endocardite, osteomielite, 

endoftalmite, dentre outras (RUPP e ARCHER, 1994; KLOSS e BANNERMAN, 

1999); e em outras infecções relacionadas com válvulas cardíacas naturais e 

protéticas, osteomielite e endoftalmite pós cirúrgica (KONEMAN et al. 1997; 

BARRETO e PICOLI, 2008; CUNHA, SINZATO e SIVEIRA, 2004).  

Durante as últimas duas décadas a incidência de SCoN vem aumentando e 

esses passaram a ser reconhecidos como agentes oportunistas causadores de 

infecções nosocomiais e comunitárias. Além disso, SCoN apresentam elevada 

resistência a múltiplos antibióticos como, a gentamicina, trimetroprim, eritromicina, 

cloranfenicol e meticilina, o que reflete provavelmente a pressão seletiva do uso 

indiscriminado de antimicrobianos no ambiente hospitalar (PATRIK,1990).  

Os estafilococos coagulase positiva ou negativa apresentam elevada 

resistência em todo o mundo (acima de 60%) a benzilpenicilina (penicilina G). Com a 

resistência a esses antimicrobianos foram criadas as penicilinas semissintéticas, que 

possuem radicais que as protegem da ação das β-lactamases, porém entre 1948 a 

1961 surgiram na Europa bactérias resistentes a essas penicilinas, comprovando a 

plasticidade do seu genoma e a capacidade em adaptar-se à pressão seletiva dos 

antibióticos (ROBINSON e ENRIGHT, 2003). 

A multirresistência aos antimicrobianos é uma das principais características 

observadas entre amostras hospitalares de SCoN, destacando-se a resistência à 

meticilina (oxacilina). Em termos clínicos, cepas de SCoN resistentes à meticilina- 

MRS, são problemáticas porque esses micro-organismos vão apresentar resistência 

cruzada a virtualmente todos os β-lactâmicos e também à outras classes de agentes 

antimicrobianos. A meticilina é um antimicrobiano do grupo das penicilinas de 

primeira escolha para tratamento das infecções estafilocócicas em hospitais, quando 

não há resistência aparente. A determinação correta da suscetibilidade a meticilina 

em amostras de estafilococos é fundamental, pois a falha na detecção desta 

resistência pode resultar em uma terapêutica ineficaz, levando ao uso desnecessário 

e indiscriminado da vancomicina e outros agentes de amplo espectro em hospitais 

(KAISER, 2010).  

A importância desses micro-organismos se deve também ao fato de estarem 

associados as bacteremias em recém-nascidos de baixo peso (PATRIK,1990), e 

assim ocasionarem aumento de mortalidade e tempo de hospitalização (MARTIN, 

1989). Em estudo realizado em UTI de hospital em São Paulo evidenciou elevada 
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ocorrência de bactérias multirresistentes, predominando o SCoN com 36,4%, 

seguido por S. aureus multirresistente com 19% de frequência (ANDRADE; 

LEOPOLDO; HAAS, 2006). 

Quanto a laboratório clínico, a resistência a meticilina entre os SCoN também 

é preocupante, visto que os isolados de estafilococos podem variar no nível de 

expressão fenotípica de resistência a este antimicrobiano, podendo levar um caráter 

de heterorresistência a meticilina. Nesse sentido, os SCoN resistentes a meticilina 

produzem uma proteína ligadora de penicilina chamada PBP’2 ou 2ª, com baixa 

afinidade aos β-lactâmicos que pode ser codificada pelo gene mecA. (De GIUSTI et 

al. 1999; CAIERÃO et al. 2004).  

Com o aparecimento de cepas de SCoN resistentes a meticilina, estas 

tornaram-se um problema clinicamente grave, pois as drogas utilizadas para o 

combate a infecções passam a não mais desempenhar corretamente sua função 

tornado o tratamento inviável. Essa problemática direcionou as pesquisas para 

elucidar possíveis mecanismos de resistência e novos tratamentos direcionados as 

cepas multirresistentes provenientes principalmente de ambientes hospitalares 

(ALCARÁZ et al. 2003).  

 

 

2.5.3 Staphylococcus aureus 

 

 

No indivíduo sadio, S. aureus é usualmente um comensal das fossas nasais, 

pele e intestino. Por isso, as infecções frequentemente resultam da introdução 

dessas cepas em locais previamente estéreis após um trauma, abrasões de pele e 

mucosas ou durante procedimentos cirúrgicos. (LEE et al.1997; CUEVAS et al. 

2004). Micro-organismos Gram-positivos, em especial o S. aureus, emergiram como 

importantes agentes causadores de infecção da corrente sanguínea (MACGOWAN 

JR, 1985; SALOMÃO, 1993; CDC, 1983; MORRISON, 1986). Estas infecções 

acometem pacientes em todas as faixas etárias, com maior frequência nos extremos 

de idade e apresentam pior prognóstico em pacientes com idade acima de 50 anos 

(SHAH, 1979; MIRIMANOFF, 1982; BRYAN et al. 1984; GRANSDEN, 1984; 

LIBMAN, 1984; WATANAKUNAKORN, 1987). Entre as infecções hospitalares, as 
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sepses por S. aureus são responsáveis por elevada morbidade e mortalidade 

(GRANSDEN, 1984; WATANAKUNAKORN, MYLOTTE, 1987). 

A terapia antimicrobiana contra S. aureus, tem se tornado um grande 

problema no tocante a infecções hospitalares, devido à frequente resistência 

adquirida por esse patógeno, desde a descoberta das penicilinas e, em seguida, aos 

beta-lactâmicos. A aquisição desses genes de resistência é facilitada pelo uso 

abusivo de drogas antimicrobianas, e disseminados via plasmídeo de resistência 

presentes em cepas de S. aureus. (STRATTON, 2000). O problema torna-se mais 

preocupante, porque S. aureus tem a capacidade de desenvolver múltiplos 

mecanismos de resistência como: bomba de efluxo, inativação de aminoglicosídeos 

e modificação nas PBPs - Proteínas ligadoras de penicilinas e uma alteração de 

extrema importância em PBP-2, que confere resistência a todos os beta-lactâmicos 

originando cepas chamadas de S. aureus meticilina resistente - MRSA (ITO et al. 

2003). 

Neste sentido, o S. aureus foi capaz de desenvolver rapidamente resistência 

aos antibióticos. Já na década de 60, tornou-se resistente à meticilina (MRSA) 

devido à presença do gene mecA, sendo renomeado Staphylococcal Cassette 

Chromosome – SCCmec. MRSA caracterizava a resistência aos antibióticos β-

lactâmicos em geral (MARK et al. 2002; ROHRER et al. 2003).  

Particularmente, em S. aureus a sua versatilidade no desenvolvimento de 

resistência a vários agentes antimicrobianos contribui para a sobrevivência em 

ambientes hospitalares e difusão entre os pacientes, como é o caso do S. aureus 

resistente a meticilina (MRSA), que usualmente é resistente não somente as 

penicilinas e cefalosporinas, mas também aminoglicosídeos, lincomicinas, 

tetraciclinas, rifampicinas e mais recentemente a vancomicina (VAN WAMEL et al. 

1995; GILLESPIE et al. 1997). 

Historicamente, a resistência às penicilinas β-lactamase-estáveis anti-

estafilococos têm sido denominadas de “meticilina-resistentes,” que é a razão das 

siglas “MRSA”, em inglês (methycillin-resistant S. aureus), ou “MRS” (methicillin-

resistant staphylococci), que ainda são usadas de maneira generalizada, embora a 

meticilina não seja mais o agente de escolha para testes ou tratamento. A 

resistência a esses agentes é denominada usando vários termos, ex., “MRS”, 

“meticilina-resistente,” ou “oxacilina-resistente" (CLSI, 2009). 
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As primeiras cepas de MRSA foram descritas na década de 60 (JEVONS, 

1961; PARKER, 1970), porém este micro-organismo se tornou uma importante 

causa de infecção hospitalar no início da década de 70 (Figura 6), quando 

começaram a ser descritos os primeiros surtos (BARRET, 1968; O'TOOLE, 1970).  

Depois de 1975, o MRSA tornou-se problema nos Estados Unidos da América 

(EUA), com aumento no número de surtos em várias instituições (BOYCE, 1982; 

CASEWELL, 1986), e hoje são endêmicos em muitos hospitais (BENNER e 

KAYSER, 1968; KAYSER, MARK, 1972; BOYCE et al. 1981; LINNEMAN  et al.. 

1982; THOMPSON et al. 1982; OPAL et al. 1990; BOYCE, 1991; STAMM, LONG, 

BELCHER, 1993), contribuindo, inclusive, com o aumento das taxas de infecção 

hospitalar (STAMM, LONG, BELCHER, 1993). 

Os MRSA se situam entre os agentes de infecção hospitalares mais 

frequentes, sendo responsáveis por mais da metade das estafilococcias hospitalares 

(CDC, 1997; CHAMBERS, 2001), acarretando um aumento no uso de vancomicina 

(HIRAMATSU et al. 1997; TENOVER et al. 2001; GEMMELL, 2004). No Brasil, a 

situação é agravada pela pouca utilização de critérios microbiológicos de diagnóstico 

de infecções hospitalares (GONTIJO FILHO, 2002) e o consequente uso empírico 

desse antimicrobiano (PANNUTI e GRINBAUM, 1995; COUTO et al. 1998; 

OLIVEIRA et al. 2001). 

As infecções por MRSA apresentam alta letalidade, variando entre 4,5 a 50% 

(LOCKSLEY et al. 1982;  BOYCE, 1991; JAMBON et al. 1993; PUJOL et al. 1994; 

COELLO et al. 1994; JERNINGAN et al. 1995) e se considerarmos especificamente 

as bacteremias, estas variam de 5 a 47%, dependendo das unidades estudadas e 

do tratamento instituído (CROSSLEY et al. 1978; PEACOCK et al. 1980, GRIEBLE 

et al. 1981; LINNEMAN et al. 1982; SORREL et al. 1982; LEWIS e SARAVOLATZ, 

1985; HUNT et al. 1988; CHENG e FRENCH, 1988; CONTERNO, 1994; 

JERNINGAN et al. 1995).  

No Brasil, o MRSA é responsável por 26,6 a 71% das cepas de S. aureus 

isoladas em diversos hospitais do país (LEVY et al. 1991; NUNES et al. 1994; 

REZENDE et al. 1994; COSTA et al. 1994). Foi identificada uma cepa de MRSA por 

Sader, em 1994, de origem comum entre diversas instituições brasileiras, sugerindo 

que exista transmissão interhospitalar desse micro-organismo. 

Relatos de 1982 do Center for Disease Control and Prevention (CDC) 

sugeriam que as infecções por MRSA envolviam, predominantemente, grandes 
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centros terciários de referência e as instituições universitárias (HALEY et al. 1982). 

Dados mostram que 96% dos hospitais nos EUA que fazem vigilância 

epidemiológica, tiveram pacientes com infecção por MRSA no período de 1987 a 

1989 (BOYCE, 1991). 

A incidência de infecções por este micro-organismo continua alta, e estudos 

veem demonstrando que o MRSA apresenta letalidade maior que os S. aureus 

sensível à oxacilina – (OSSA), segundo ASENSIO et al. 1996 e ROMERO-VIVAS et 

al. 1995. Em 1995 ROMERO-VIVAS et al. demonstraram através de estudo que 

houve relação entre mortalidade e resistência a oxacilina. CONTERNO, 1994, no 

Hospital São Paulo, Brasil, demonstrou que o S. aureus foi um agente importante 

das bacteremias, principalmente hospitalares, que a letalidade foi elevada e que o 

MRSA foi identificado como fator de risco. 

 

 

 

 

 

2.6 Atividade antimicrobiana e toxicidade de óleos essenciais das Piperaceas 
 

 

Estudos indicam que os óleos essenciais de várias plantas têm efeito 

bactericida contra muitas espécies, apresentando ação tanto contra bactérias Gram-

1944 
•S. aureus resistente à penicilina 

1960 
•Lançamento da Meticilina – opção para cepas produtoras de penicilinase 

1961 

•Relatos de S. aureus resistente à meticilina (oxacilina)   

• (JEVONS, 1961; PARKER, 1970) 

1973 
•EUA - Enterococcus spp. Resistentes a Vancomicina (VRE) cada vez mais prevalentes, 
principalmente em UTIs  

1975 

 

•MRSA - S. aureus sensível somente aos glicopeptídeos (vancomicina / teicoplamina) 

 

1980 
•MRSA - torno-se problema endêmico em hospitais de diversos países, inclusive Brasil 

1997 
•GISA - S. aureus  resistência intermediária aos glicopeptídeos (Hiramatsu) 

2002 
•GRSA - S. aureus totalmente resistente aos glicopeptídeos 

Figura 2 - Cronograma da evolução da resistência bacteriana.  
Fonte: ROSSI, F.; ANDREAZZI, D. B, 2005. 
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positivas quanto Gram-negativas (PRASHAR, 2003). No entanto, a atividade 

antimicrobiana depende do tipo, composição e concentração da espécie de óleo 

essencial avaliado, o tipo do micro-organismo em questão, a composição do 

substrato, o processamento e condição de estocagem da planta (MARINO, 2001).  

Dentre as Piperáceas da Amazônia, o P. aduncum é uma excelente produtora 

de óleo essencial, de elevado padrão de oxigenação (MAIA et al. 1998; FAZOLIN et 

al. 2007). Na investigação fitoquímica da espécie numerosos compostos com 

atividade biológica já foram isolados como a aduncamida, uma nova amida isolada 

do P. aduncum com ação bactericida contra o Bacillus subtilis e Micrococus luteus, 

fenilpropanoides como o dilapiol, miristicina e apiol, sendo esses compostos 

sinérgicos de inseticidas naturais e sintéticos; e compostos terpênicos como 

piperitona, com ação inseticida (VIDAL et al. 2008). As chalconas como 

piperaduncina, com ação bactericida (PAMAR et al. 1997).  

Dentre os fenilpropanoides, o dilapiol é o composto majoritário do P. aduncum 

(PARMAR et al. 1997). O óleo de P. aduncum é constituído por um grupo 

metilenodioxidofenila, que varia de 58% a 88,4% de dilapiol (SMITH e KASSIM, 

1979; BELZILE et al. 2000; GOTTLIEB et al. 1981; FAZOLIN et al. 2005; MAIA et al. 

1998; FAZOLIN et al. 2007). Por se tratar de um fenilpropanoide, origina-se da 

fenilalanina pela ação da enzima fenilalanina amônia-liase (SIMÕES, 2007). 

Ferreira (2007), realizou um estudo com óleo essencial de Piper renitens 

frente a S. aureus sensível e resistente a vancomicina, Streptococcus sp, P. 

aeruginosa sensível e resistente a imipenem, E. coli e K. ozeanae. Em seus 

resultados foi observado que o S. aureus sensível a vancomicina apresentou 

sensibilidade ao óleo, obtendo halos de inibição de 12 mm, porém não obteve 

inibição frente as bactérias Streptococcus sp., E. coli, S. aureus resistente a 

vancomicina, P. aeruginosa sensível e resistente e K. ozaenae.  

Nove extratos etanólicos de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas na 

cidade Calleria no Peru, entre elas o de P. aduncum, foram testados para atividade 

antimicrobiana contra nove cepas de bactérias (Bacillus cereus ATCC 11778, 

Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacteroides fragilis ATCC 25285, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 

25923, S. epidermidis ATCC 12228 e Streptococcus pyogenes ATCC 19615, pelo 

método de microdiluição em caldo. Dentre as plantas testadas, a Phyllanthus 

amarus e Terminalia catappa apresentaram propriedades antibacterianas, inibindo 



33 
 

todas as cepas testadas, com CIM variando de 0,25 a 16 mg/mL. O extrato da parte 

aérea de P. Aduncum foi significativamente mais ativo frente bactérias Gram-

positivas, CIM variando de 1 a 2 mg/mL, do que contra as bactérias Gram-negativas 

com CIM > 16 mg/mL (KLOUCEK et al. 2005). 

Em outro estudo, a composição dos óleos essenciais das folhas, caules e 

frutos de P. aduncum, P. arboreum e P. tuberculatum foram examinados por meio de  

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e ensaios 

antifúngicos. Houve uma predominância de monoterpenos em P. aduncum e P. 

tuberculatum e de sesquiterpenos em P. arboreum. P. Aduncum apresentou a 

composição mais rica do óleo essencial, incluindo o linalol. Os óleos essenciais dos 

frutos de P. aduncum e P. tuberculatum mostraram a maior atividade antifúngica 

com a CIM de 10 mg, contra Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. 

(NAVICKIENE et al. 2006). 

Nos ensaios larvicida e inseticida contra Anopheles marajoara e Aedes 

aegypti, o dilapiol, um dos principais componentes de P. Aduncum, promoveu 100% 

da mortalidade das larvas após 48h de exposição, na concentração de 100 ppm. 

Para o ensaio inseticida, o dilapiol induziu mortalidade de 100% dos adultos dos 

mosquitos de A. marajoara e A. aegypti após 37 de 60 e 180 minutos de exposição 

ao composto, com CL50 de 417 e 325 ppm para o A. marajoara e CL50 401 e 361 

ppm para o A. aegypti, respectivamente. (ALMEIDA et al. 2009). 

Quanto a toxicidade do OEPA, SOUSA et al. 2008 realizou essa avaliação 

pela determinação da DL50 em camundongos e também a análise dos parâmetros 

bioquímicos e hematológicos em ratos. Na determinação da DL50, os camundongos 

que receberam por via oral doses de 1000, 2000, 2350, 2500, 2700 e 3000 mg/kg do 

OEPA  apresentaram um percentual de mortalidade variando de 0, 30, 40, 60, 80 e 

100%, respectivamente. O valor da DL50, obtido por interpolação semi-logarítmica, 

correspondeu a 2.400 ± 191,7 mg/kg de massa corpórea. Segundo SOUSA et al, 

2008 o óleo de P. aduncum pertence à classe dos agentes xenobióticos, de baixa 

toxicidade. Além disso, após administração das doses diárias constatou-se que em 

todas as doses os animais apresentaram perda de equilíbrio, respiração abdominal e 

ausência de coordenação motora. Em doses entre 200 e 2000 mg/ kg os 

camundongos apresentaram aumento na excreção de fezes e urina e a partir da 

dose de 3500 mg/kg os animais ficaram momentaneamente paralisados e com 

redução na excreção de fezes e urina.  
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No estudo da toxicidade subaguda do OEPA em ratos observou-se que não 

houve alteração no comportamento dos animais ou no consumo de água e ração. 

Além do óleo essencial não alterar de maneira significativa os parâmetros 

hematológicos e bioquímicos em relação ao controle no tratamento subagudo, 

exceto a redução da creatinina. O valor da DL50 e dados hematológicos e 

bioquímicos sugerem que o óleo essencial do P. aduncum apresenta baixa 

toxicidade em modelo animal (SOUSA et al. 2008). 
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3 OBJETIVOS 
 

 

3.1 Objetivo Geral 
 

 

Avaliar a atividade antibacteriana do OEPA (pimenta-de-macaco) e do 

componente majoritário deste óleo essencial, o dilapiol, frente a diferentes cepas de 

Staphylococcus spp. multirresistentes. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 
 

 

Determinar CIM e CBM do OEPA em cepas de S. aureus ATCC e MRSA a 

partir da técnica de microdiluição e por contagem de Unidades Formadoras de 

Colônia (UFC).  

Determinar CIM e CBM do dilapiol em cepas de S. aureus ATCC e MRSA a 

partir da técnica de microdiluição e por contagem de UFC.  

Determinar CIM e CBM do OEPA em cepas de S. coagulase-negativa ATCC 

(S. epidermidis) e multirresistentes (S. epidermidis e S. lentus) a partir da técnica de 

microdiluição e por contagem de UFC.  

Determinar CIM e CBM do dilapiol em cepas de S. coagulase-negativa ATCC 

e multirresistentes a partir da técnica de microdiluição e por contagem de UFC.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Equipamentos 

 

 

Clevenger  

Vitek 2 - Biomerieux 

Agitador de tubos - Vortex - Phenix - Modelo AT 56 

Balança digital analítica de precisão - Quimis - BG440 

Cabine de segurança biológica classe II  

Densimat - Biomerieux 

Estufa bacteriológica - Fanem   

Micropipetas automáticas - Finpippete 

 

 

 

4.2 Reagentes  
 

 

Ágar MAC-CONKEY (MERK, Alemanha) 

Ágar Manitol (HIMEDIA, Índia) 

Ágar Mueller Hinton (MERCK, Alemanha) 

Caldo Mueller Hinton (MERCK, Alemanha) 

Caldo BHI (MERCK, Alemanha) 

Cloranfenicol 0,05 mg/mL 

Cartela de identificação de Gram-positivos- Vitek2 

Cartela de antibiograma Vitek2 

Tween 20 

Álcool 70% 

Oxacilina 1g - Disco de antibiograma  
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4.3 Obtenção do óleo essencial de P. aduncum L. 

 

 

4.3.1 MATERIAL BOTÂNICO 

 

 

As partes aéreas (folhas e talos finos) do Piper aduncum foram coletadas no 

Município de Santo Antônio do Tauá, em propriedade particular, onde há um 

experimento agronômico com matrizes de P. aduncum. A espécie é conhecida na 

região como pimenta-de-macaco. Exemplares da planta estão depositados no 

Herbário do Museu Paraense Emílio Goeldi, sob o registro 150.678. A planta foi 

identificada pela Dra Elsie F. Guimarães, do Jardim Botânico do Rio de Janeiro, 

especialista da família Piperaceae. 

 

 

4.3.2 ÓLEO ESSENCIAL 

 

 

 O processo de extração do óleo essencial foi realizado no Laboratório de 

Produtos Naturais (LEPRON), com a colaboração da equipe do Prof. Dr. José 

Guilherme Maia, pela técnica de arraste a vapor d'água utilizando-se um aparelho de 

Clevenger modificado (Figura 3), com duração de 3 horas. O hidrolato foi recolhido e 

as fases aquosa e orgânica foram separadas por centrifugação, em centrífuga de 

cruzeta horizontal a 965 G a 25ºC por 5 minutos. O óleo foi coletado com o auxílio 

de uma micropipeta, pesado e colocado em frasco âmbar, devidamente limpo, 

envolto com papel alumínio e armazenado no freezer a 4ºC, de acordo com a 

metodologia de CASTRO et al.(2006). 
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4.3.3 IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS CONSTITUINTES DO ÓLEO 

ESSENCIAL.  

 

 

O óleo essencial foi submetido à cromatografia gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massas (CG-MS), em equipamento Shimadzu, modelo CG-17A, 

com detector seletivo de massa, modelo QP 5000, operado nas seguintes 

condições: coluna cromatográfica do tipo capilar de sílica fundida com fase ligada 

DB5, de 30 m de comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno, utilizando hélio como 

gás carreador (1 mL/min). As temperaturas foram de 220°C no injetor e 240°C no 

detector. A temperatura do forno foi programada de 40 a 240°C, com acréscimo de 

3ºC a cada minuto.  

Análise do óleo foi realizada qualitativamente em um GC-MS Thermo DSQ II 

(Figura 4), com as seguintes condições: coluna capilar de sílica DB-5ms (30 m x 

0,25 mm e 0,25 μm de espessura do filme); temperatura programada de 60 a 240 °C 

(3°C/min); temperatura do injetor a 250 °C; hélio como gás de arraste, ajustado para 

fornecer uma velocidade linear de 32 cm/s (medidos a 100 °C); tipo de injeção 

splitless (1 μl de sol 1:1000 em hexano); split flow foi ajustado para fornecer uma 

relação 20:1; o detector de massas trabalhou no modo impacto eletrônico com 70 eV 

e a temperatura da fonte de íons e conexões foi de 200 °C. Os dados quantitativos 

dos constituintes voláteis foram obtidos por normalização da área do pico, usando-

Figura 3 – Equipamento Clevenger – Utilizado para extração do óleo 
essencial da espécie  P. aduncum, no Laboratório de Produtos Naturais da 
UFPA. 
Fonte: BRAZÃO, M.A.B. 2011. 
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se um cromatógrafo Thermo Focus, com detector de ionização de chamas, 

operando nas mesmas condições do GC-MS, exceto o gás de arraste que foi 

nitrogênio (ADAMS, 2001; MIRANDA JUNIOR, 2010).  

Os componentes voláteis do OEPA foram identificados por comparação dos 

seus espectros de massas e índices de retenção com aqueles de padrões 

autênticos, previamente analisados e armazenados no sistema de dados do 

instrumento. Outras identificações foram feitas por comparação de seus espectros 

de massas com aqueles existentes em sistemas de dados de bibliotecas de 

referências e citados na literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2005). O rendimento do 

óleo foi de 3,0% e seu constituinte majoritário foi o dilapiol (76,5%), seguido de 

piperitona (6,1%), terpinen-4-ol (2,3%), miristicina (2,1%), (E)-cariofileno (1,5%), γ-

terpineno (1,3%), germacreno D (1,2%) e apiol (1,2%) entre outros.  

 

 

4.4 Preparo dos meios de cultura 

 

 

Os meios de cultura utilizados foram caldo Mueller-Hinton (MERCK, 

Alemanha), ágar Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), ágar Manitol (HIMEDIA, Índia) 

e ágar EMB (MERCK, Alemanha). Estes meios foram preparados a partir de uma 

base desidratada disponível comercialmente e conforme as instruções do fabricante. 

 

 

4.5 Cepas de micro-organismos 

 

 

4.5.1 OBTENÇÃO E MANUTENÇÃO DAS CEPAS TESTADAS 

 

 

Os micro-organismos de referência utilizados para a realização da pesquisa 

foram bactérias: S. aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 

12228), fornecidas pelo INCQS/FIOCRUZ (Instituto Nacional de Controle de 

Qualidade em Saúde). As amostras se encontravam liofilizadas e após 

reconstituição com água destilada estéril, foi mantida no laboratório de Microbiologia 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6S-4B6686H-1&_user=686466&_coverDate=12%2F31%2F2004&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=gateway&_origin=gateway&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1757516373&_rerunOrigin=google&_acct=C000037618&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686466&md5=72c58f467c62582185cea21a96828a85&searchtype=a#bib1


40 
 

da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Pará/ UFPA, em meio de 

cultura nutritivo e refrigeradas.  

As amostras bacterianas de origem hospitalar, S. aureus MRSA, S. 

epidermidis multirresistente, S. lentus multirresistente foram armazenados em caldo 

BHI com glicerol e depois mantidos em ágar Nutriente para prosseguimento dos 

testes. Foram realizados testes de sensibilidade a oxacilina, conforme orientação do 

CLSI 2009, para S. aureus um halo ≥ 13 mm como sensível e ≤10 mm resistentes a 

oxacilina; e para Staphylococcus coagulase-negativos diâmetro do halo ≥ 18 mm são 

considerados sensíveis e ≤ 17 mm como resistentes. 

Para os ensaios, todas as bactérias foram semeadas em placas de Petri 

contendo meio específico para a bactéria. Para S. aureus utilizou-se o meio ágar 

Manitol. Em seguida, todas as placas foram incubadas a 35ºC por 24h em estufa 

bacteriológica. 

 

 

4.5.2 S. aureus ATCC 25923 

 

 

Cepa de referência, (Figuras 4) padrão com características de sensibilidade e 

resistência já conhecidos. Apresenta sensibilidade aos antibióticos Oxacilina, 

Gentamicina, Ciprofloxacina, Moxifloxacina, Norfloxacina, Eritromicina, Clindamicina, 

Linezolid, Teicoplamina, Vancomicina, Tigeciclina, Ácido Fusídico, Rifampicina e 

Trimetoprim/Sulfametoxazol, sendo Resistente a Benzilpenicilina. Resultado obtido 

por automação em equipamento Vitek 2- Biomerieux, e confirmados em disco 

difusão. 
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4.5.3 S. epidermidis ATCC 12228 

 

 

Cepa de referência catalogada, (Figuras 5) padrão com características de 

sensibilidade e resistência já conhecidos. Apresenta sensibilidade aos antibióticos 

Oxacilina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Moxifloxacina, Norfloxacina, Eritromicina, 

Clindamicina, Linezolid, Teicoplamina, Vancomicina, Tigeciclina, Ácido Fusídico, 

Rifampicina e Trimetoprim/Sulfametoxazol, sendo Resistente a Benzilpenicilina. 

Resultado obtido por automação em equipamento Vitek 2- Biomerieux, e 

confirmados em disco difusão. 

 

 

 
   

 

 

Figura 5 - S. epidermidis ATCC 12228 
em ágar Muller-Hinton, em teste de 
sensibilidade a oxacilina, verificando 
halo de inibição ≥ 18 mm. 
 

 

 

Figura 4 – S. aureus em ágar Manitol (a), em ágar Muller Hinton 
(b) - em teste de sensibilidade a oxacilina, verificando halo de 
inibição ≥ 13 mm. 
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4.5.4 S. aureus MULTIRRESISTENTE   

 

 

S. aureus (MRSA) em estudo é proveniente de caso clínico hospitalar, foi 

fornecida pelo Laboratório Jayme Aben Athar, da Santa Casa de Misericórdia do 

Pará, com multiresistência e inclusive resistência a oxacilina (Figura 6). A amostra 

estava armazenada em ágar nutriente, foi repicada e submetida a teste de 

resistência à oxacilina, atestando estar viável para ser submetida aos ensaios com 

óleo essencial. Tem como sítio de infecção hemocultura. Mostrou-se Resistente aos 

antibióticos testados: Benzilpenicilina, Oxacilina, Gentamicina, Ciprofloxacina, 

Norfloxacina, Eritromicina, Rifampicina, Clindamicina, Trimetoprim/Sulfametoxa; e 

apresentou Sensibilidade aos seguintes antibióticos Oxifloxacina, Teicoplanina, 

Vancomicina, Tigeciclina. 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.5 S. epidermidis MULTIRRESISTENTE. 

 

 

S. epidermidis multirresistente em estudo é uma amostra hospitalar, fornecida 

pelo Laboratório Ruth Brazão, com resistência a vários antibióticos, inclusive 

resistência a oxacilina (Figura 7). A amostra estava armazenada em ágar nutriente, 

Figura 6- MRSA - S. aureus resistente a 
oxacilina/meticilina em ágar Muller-Hinton, em 
teste de sensibilidade a oxacilina, demostrando 
ausência de halo de inibição. 
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foi repicada e submetida a teste de resistência à oxacilina, apresentando resultados 

adequados para ser submetida aos ensaios com óleo essencial. Tem como sítio de 

infecção hemocultura, mostrou-se resistente aos antibióticos testados: 

Benzilpenicilina, Oxacilina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Moxifloxacina, Norfloxacina, 

Eritromicina, Clindamicina, Trimetoprim/Sulfametoxa; e apresentou Sensibilidade aos 

seguintes antibióticos: Linezolid, Teicoplanina, Vancomicina, Tigeciclina, Ácido 

fusídico e Rifampicina. Resultado obtido por automação em equipamento Vitek 2- 

Biomerieux, e confirmados em disco difusão. 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.6 S. lentus MULTIRRESISTENTE. 

 

 

S. lentus é proveniente de hospital, foi fornecida pelo Laboratório Jayme Aben 

Athar, da Santa Casa de Misericórdia do Pará, com multirresistência e inclusive 

resistência a oxacilina (Figura 8). A amostra estava armazenada em ágar nutriente, 

foi repicada e submetida a teste de resistência à oxacilina, atestando estar viável 

para ser submetida aos ensaios com óleo essencial. Tem como sítio de infecção 

hemocultura, mostrou-se Resistente aos antibióticos testados: Benzilpenicilina, 

Oxacilina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Moxifloxacina, Norfloxacina, Eritromicina, 

Clindamicina,; e apresentou Sensibilidade aos seguintes antibióticos: Linezolid, 

Teicoplanina, Vancomicina, Tigeciclina, Trimetoprim/Sulfametoxa e Rifampicina, e 

Figura 7- S.epidermidis hospitalar resistente a 
oxacilina/meticilina em ágar Muller-Hinton, em 
teste de sensibilidade a oxacilina, demostrando 
ausência de halo de inibição. 
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Intermediária sensibilidade a Ácido fusídico. Resultado obtido por automação em 

equipamento Vitek 2- Biomerieux, e confirmados em disco difusão. 

 

 

 

 

 

 

 

4.6 Preparo do inóculo bacteriano 

 

 

Para o preparo dos inóculos bacterianos foram utilizadas as cepas 

previamente citadas. Após o período de incubação, selecionou-se 3 a 4 colônias 

dessas bactérias e transferiu-se para tubo contendo 1 mL de meio caldo Mueller-

Hinton estéril. Quando necessário, foram realizados ajustes para alcançar a 

concentração desejada de aproximadamente 1 x 108 UFC/mL, sendo compatível 

com a escala 0,5 de Mc Farland. Em seguida, foi realizada a incubação dos tubos, 

cada um contendo a concentração do inóculo 1x108 UFC/mL por 2 horas para 

alcançar o crescimento exponencial das bactérias. Após esse tempo, foram 

realizadas diluições seriadas até a obtenção do inóculo 1x104 UFC/mL. 

 

 

4.7 Preparações das concentrações do óleo essencial 

 

 

Figura 8 - S. lentus hospitalar resistente a 
oxacilina/meticilina em ágar Muller-Hinton, em 
teste de sensibilidade a oxacilina, demostrando 
ausência de halo de inibição. 
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Em tubo eppendorf estéril foi pesado 0,004 g do óleo essencial do P. 

aduncum, adicionou-se 100 µl de Tween 20 para solubilizar e 900 µl de caldo 

Mueller-Hinton estéril, obtendo-se uma solução com concentração estoque de 4000 

µg/ml do óleo essencial. Para os ensaios antimicrobianos, o óleo essencial foi 

utilizado nas seguintes concentrações: 1000, 750, 500 e 250 µg/ml, para obter a 

concentração correspondente a Concentração Inibitória Mínima - CIM dos óleos 

essenciais (ALLEGRINI et al. 1973).  

 

 

4.8 Concentração Inibitória Mínima (CIM). 

 

 

A CIM representa a menor concentração de um agente antimicrobiano que 

impede o crescimento visível de um micro-organismo em testes de sensibilidade por 

diluição em ágar ou caldo sob condições conhecidas. A microdiluição foi baseada 

nos procedimentos adotados de acordo com a Norma M7-A8 vol. 26 nº 2 da 

“Metodologia dos testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluição 

para Bactéria de crescimento Aeróbico”- Norma Aprovada- Oitava edição do CLSI 

(Clinical and Laboratory Standards Institute), 2009. 

A CIM obtida usando o teste de diluição pode mostrar ao médico qual a 

concentração do agente antimicrobiano necessária no sítio da infecção para inibir o 

organismo infectante. A CIM, entretanto, não representa um valor absoluto. A 

“verdadeira” CIM está num ponto entre a menor concentração do teste que inibe o 

crescimento do organismo (ou seja, a leitura da CIM) e a próxima menor 

concentração do teste (CLSI, M7A8, 2009). 

Recomenda-se o caldo de Mueller-Hinton como meio de primeira escolha 

para testes de sensibilidade de organismos facultativos ou organismos aeróbios de 

crescimento rápido mais comumente isolado. Além disso, há um grande acervo de 

dados e experiências sobre testes realizados com esse meio (CLSI, M7A8, 2009). 

Para isso, os testes foram realizados em caldo Mueller Hinton contidos em placa 

“Sensitive microtiter” de 96 cavidades estéreis. Nos ensaios de microdiluição foram 

utilizados 100 µL de cada concentração de 1000, 750, 500 e 250 µg/ml do óleo de P. 

aduncum contidas em de caldo Muller Hinton, em seguida, adicionou-se 100 µL de 

inóculo bacteriano a 1x104 UFC/mL em cada poço da microplaca (Figura 9). A 
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microplaca foi incubada a 35ºC por 24 horas, após esse tempo, 10 µL de cada 

cavidade da microplaca foi semeado em placas de petri contendo ágar Muller Hinton 

e novamente incubados a 35ºC por 24 horas. Em seguida, as Unidades Formadoras 

de Colônias (UFCs) foram contadas e o percentual de inibição do crescimento 

bacteriano de cada concentração foi determinado, sendo a CIM90%, a concentração 

do extrato capaz de inibir 90% do crescimento microbiano. Os dados foram 

expressos nos resultados em percentual de crescimento das cepas testadas por 

concentração do óleo. Para controle positivo foi utilizado o antimicrobiano comercial 

cloranfenicol na concentração de 0,05 mg/mL e como controle negativo, o Tween 20. 

 

 

 
Figura 9 - Fluxograma do ensaio de microdiluição para obtenção de CIM e CBM.  
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2005. 
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4.9 Concentração Bactericida Mínima (CBM). 

 

 

A CBM é traduzida pela concentração mínima de um medicamento, que reduz 

em quase 100% a contagem bacteriana inicial, sob condições próprias de incubação 

e de tempo.  

Uma alíquota (10 µL) do conteúdo das cavidades da placa de microdiluição foi 

transferida para as placas de Petri previamente preparadas com ágar Mueller-

Hinton, (Figura 10) e incubou-se em estufa a 35ºC por 24 h. Em seguida, as 

Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) foram contadas. As leituras de 

inibição/crescimento microbiano foram realizadas após 24 horas de incubação. 

Sendo que foi considerado como compostos com atividade bactericida aqueles em 

que se detectam o crescimento de até 10 UFC (Bauer et al. 1966), ressaltando que 

acima deste valor é atribuída apenas atividade bacteriostática aos compostos 

testados. 

Nos poços que continham soluções em que não se detectou crescimento do 

micro-organismo teste foi realizada a determinação da CBM, seguindo metodologia 

descrita por Kirby-Bauer (BAUER et al. 1966). Com isso, a determinação de CBM foi 

considerada como a menor concentração do extrato capaz de matar pelo menos 99 

a 100% dos micro-organismos, tendo como referência o seu respectivo controle 

positivo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Para controle positivo foi 

utilizado o antimicrobiano comercial cloranfenicol na concentração de 0,05 mg/mL e 

como controle negativo, Tween 20. 

 

 

 
 Figura 10 - Esquema dos ensaios para obtenção de 

CIM e CBM, a partir da contagem de UFC. 
Fonte: Adaptado de DUARTE, 2011. 
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5 RESULTADOS  

  

 

Neste estudo, o OEPA, bem como o seu constituinte majoritário, o dilapiol, 

foram testados quanto a atividade antimicrobiana frente às cepas de S. aureus 

ATCC com perfil de sensibilidade amplo e uma cepa de S. aureus MRSA, causadora 

de infecção hospitalar e multirresistente (Figura 1 e 2, respectivamente). Como 

controle negativo foi utilizado o inóculo juntamente com Tween 20, solvente do óleo 

essencial e dilapiol, e como controle positivo, utilizou-se o cloranfenicol 0,05 mg/mL 

(Figura 3 a e b, respectivamente). 

Nos ensaios de microdiluição para obtenção de CIM90% e CBM, o OEP frente 

a S. aureus ATCC 25923, apresentou a CIM90% de 500 µg/mL e a CBM de 1000 

µg/mL. Sendo que a concentração de 500 µg/mL foi capaz de inibir 60% do 

crescimento bacteriano (Figura 11). Foi realizada contagem de UFC a partir da 

microdiluição obtendo o percentual de crescimento bacteriano. Quanto à cepa 

MRSA, o óleo essencial mostrou uma inibição (10%) na concentração de 750 µg/mL, 

sendo que a CIM90% foi obtida em 1000 µg/mL (Figura 12). 

 

 

 
 

 

 

 

 

O dilapiol, constituinte do OEPA, foi testado frente às cepas de S. aureus 

ATCC 25923 e MRSA. Com isto, observa-se, nas figuras abaixo, que este 

constituinte apresentou atividade antimicrobiana somente contra a cepa de S. 

aureus ATCC 25923, sendo que na concentração de 1000 µg/mL foi capaz de inibir 

100% do crescimento desta cepa, correspondendo ao valor de CBM (Figura 13b). 

Figura 11 – OEPA frente à cepa S. aureus ATCC 25923 nas concentrações de 250, 500, 750 e 
1000 µg/mL em 24h de incubação a 35ºC. O crescimento bacteriano foi demonstrado em placas 
com ágar Mueller Hinton após os ensaios de microdiluição. 
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Por outro lado, o dilapiol não apresentou efeito bactericida sobre a cepa 

multirresistente de S. aureus MRSA (Figura 13c e d) 

 

 

 
 

 

 

.  

 

 

  

 

 

  
 
 

  

 

 

 

S. aureus ATCC 25923 

a 

S. aureus MRSA 

Figura12 - OEPA frente à cepa hospitalar MRSA nas concentrações de 250, 500, 750 e 1000 

µg/mL em 24h de incubação a 35ºC. O crescimento bacteriano foi demonstrado em placas com 
ágar Mueller Hinton após os ensaios de microdiluição. 

 

Figura 13 – Dilapiol frente às cepas S. aureus ATCC 25923 (a e b, 
respectivamente) e cepa hospitalar MRSA (c e d, respectivamente) 
nas concentrações de 100 e 1000 µg/mL em 24h de incubação a 
35ºC. O crescimento bacteriano foi demonstrado em placas com ágar 
Mueller Hinton após os ensaios de microdiluição. 
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A figura 14 mostra os resultados dos controles positivo e negativo frente às 

cepas de S. aureus ATCC 25923 e MRSA, na qual se observam que o cloranfenicol 

foi capaz de inibir 100% do crescimento de ambas as cepas (Figuras 14a e 14c), 

enquanto o solubilizante Tween 20 não alterou o crescimento do inóculo bacteriano 

(Figuras 14b e 14d).  

 

 

  

  

 

 

  
. 
 

 

 

 

 

A tabela 1 resume os valores de CIM90% e CBM obtidos para o OEPA e 

dilapiol frente a S. aureus ATCC 25923 e MRSA, mostrando que o óleo essencial 

apresentou significativa ação antimicrobiana mesmo contra cepas multirresistentes, 

enquanto o dilapiol não apresentou o mesmo efeito frente à cepa hospitalar MRSA. 

 

 

 

 

S. aureus ATCC 25923 

S. aureus MRSA 

Figura 14 - Controles Positivo e Negativo das cepas S. aureus ATCC 
25923 (a e b, respectivamente) e cepa hospitalar MRSA (c e d, 
respectivamente). Como controle Negativo foi utilizado inóculo 
bacteriano com Tween 20, como controle Positivo, utilizou-se o 
cloranfenicol a 0,05 mg/mL 
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Tabela 1- Resultados de CIM e CBM do OEPA  e do dilapiol testados nos micro-organismos em 24 h 
de incubação a 35ºC 

  CIM (90%inib) 
µg/mL 

CBM (100%inib) 
 µg/mL 

Óleo essencial  S. aureus 
ATCC 750 1000 

MRSA 1000 ND 

Dilapiol S. aureus 
ATCC ND 1000 

MRSA ND ND 

ND: Não Detectado 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 –Demonstração do % de crescimento bacteriano das cepas de 
S. aureus ATCC (a) e MRSA (b) nas concentrações de 250, 500, 750 e 

1000 µg/mL de OEP e nas concentrações de 100 e 1000 µg/mL de dilapiol, 
comparados com os controles, no Negativo foi utilizado inóculo bacteriano 
com Tween 20, e como controle Positivo utilizou-se o cloranfenicol a 
0,05mg/mL. 
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Nos ensaios com S. epidermidis ATCC 12228, o OEPA apresentou excelente 

atividade antimicrobiana, obtendo a CIM90% na concentração de 500 µg/mL e CBM 

em 750 µg/mL (Figura 15). Enquanto, para a cepa S. epidermidis multirresistente, o 

óleo essencial mostrou atividade a partir da concentração de 750 µg/mL (35%), com 

valor de CIM90% de 1000 µg/mL (Figura 17). 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

 

O dilapiol foi testado frente às cepas de S. epidermidis ATCC 12228 e S. 

epidermidis multirresistente, mostrando que este composto não apresentou efeito 

bactericida frente estas cepas nas concentrações testadas, embora se observe que 

a concentração de 1000 µg/mL inibiu parcialmente o crescimento das cepas, com 

pelo menos 20% de inibição em ambas as cepas (Figura 18).  

 

 

 

 

Figura 16 - OEPA testado em cepa S. epidermidis ATCC 12228 nas concentrações de 250, 
500, 750 e 1000 µg/mL em 24h de incubação a 35ºC. O crescimento bacteriano está 
demonstrado nas placas com ágar Mueller Hinton. 

 

 

Figura 17 - OEPA testado em cepa hospitalar S. epidermidis multirresistente nas 
concentrações de 250, 500, 750 e 1000 µg/mL em 24h de incubação a 35ºC. O crescimento 
bacteriano está demonstrado nas placas com ágar Mueller Hinton. 
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A figura 19 mostra os resultados dos controles positivo e negativo frente às 

cepas de S. epidermidis ATCC 12228 e multirresistentes, na qual se observam que o 

cloranfenicol foi capaz de inibir 100% do crescimento de ambas as cepas 

(Figuras19a e 19c), enquanto o solvente Tween 20 não influenciou no crescimento 

do inóculo bacteriano (Figura 19b e 19d).  

A tabela 2 resume os valores de CIM90% e CBM obtidos para o OEPA e 

dilapiol frente a S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis multirresistentes, 

mostrando que o óleo essencial também apresentou excelente ação antimicrobiana 

contra ambas as cepas, enquanto o dilapiol não apresentou ação bactericida mesmo 

contra a cepa ATCC. 

 

 

 

S. epidermidis ATCC 12228 

c 

S. epidermidis multirresistente 

Figura 18 – Dilapiol frente às cepas S. epidermidis ATCC 12228 (a e 
b, respectivamente) e cepa hospitalar S. epidermidis 
multirresistente (c e d, respectivamente) nas concentrações de 
100 e 1000 µg/mL em 24h de incubação a 36ºC. O crescimento 
bacteriano foi demonstrado em placas com ágar Mueller Hinton após 
os ensaios de microdiluição. 
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A Figura 20 demonstra os valores de CIM90% e CBM obtidos para o OEPA e 

dilapiol frente a S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis multirresistentes, 

mostrando que o óleo essencial também apresentou ação antimicrobiana 

Tabela 2- Resultados de CIM e CBM do OEPA e do dilapiol testados nos micro-organismos em 
24 h de incubação a 36ºC 

  CIM (90%inib) 
µg/mL 

CBM (100%inib) 
µg/mL 

Óleo essencial S. epidermidis 
ATCC 500 750 

Hospitalar resistente 1000 ND 

dilapiol 

S. epidermidis 
ATCC ND ND 

Hospitalar resistente ND ND 

S. epidermidis ATCC 12228 

S. epidermidis multirresistente 

Figura 19 - Controles Positivo e Negativo das cepas S. epidermidis 
ATCC 12228 (a e b, respectivamente) e da cepa hospitalar S. 
epidermidis Multirresistente (c e d, respectivamente). Como control 
Negativo foi utilizado inóculo bacteriano e Tween 20 e como controle 
Positivo, utilizou-se o cloranfenicol a 0,05 mg/mL 

ND- Não Detectado 
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significativa contra ambas as cepas, enquanto o dilapiol não apresentou atividade 

bactericida mesmo contra a cepa ATCC. 

 

 

  
 
 

 

 

 

 

O OEPA e o dilapiol também foram testados frente à outra bactéria 

multirresistente, o S. lentus, como mostrado nas figuras 21 e 22, respectivamente. 

Quanto ao óleo essencial, observa-se que quanto maior a concentração do óleo 

maior é a inibição do crescimento bacteriano, embora nenhuma das concentrações 

testadas tenha inibido pelo menos 90% do crescimento, para corresponder aos 

Figura 20 – Demonstração do % de crescimento bacteriano das cepas 
de S. epidermidis ATCC (a) e S. epidermidis multirresistente (b) nas 
concentrações de 250, 500, 750 e 1000 µg/mL de OEPA e nas 

concentrações de 100 e 1000 µg/mL de dilapiol, comparados com os 

controles, no Negativo foi utilizado inóculo bacteriano com Tween 20, 
e como controle Positivo utilizou-se o cloranfenicol a 0,05 mg/mL. 
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valores de CIM90% (Figura 20). Resultados similares ao óleo essencial foram obtidos 

com o uso do dilapiol, visto que a concentração de 1000 µg/mL também foi capaz de 

inibir parcialmente o crescimento do S. lentus multirresistentes (Figura 22). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 23 mostra os resultados dos controles positivo e negativo frente às 

cepas de S. lentus, na qual se observam que o cloranfenicol foi capaz de inibir 100% 

do crescimento de ambas as cepas (Figura a), enquanto o solvente Tween 20 não 

alterou o crescimento do inóculo bacteriano (Figura b).  

A tabela 3 mostra que neste estudo não foi possível obter os valores de 

CIM90% e CBM para o OEPA e dilapiol frente a S. lentus multirresistentes. 

 

 

S. lentus multirresistente 

Figura 21 - OEPA testado em cepa hospitalar S. lentus multirresistente nas concentrações de 
250, 500, 750 e 1000 µg/mL em 24h de incubação a 35ºC. O crescimento bacteriano está 
demonstrado nas placas com ágar Mueller Hinton.  

 

Figura 22 – Dilapiol frente às cepas S. lentus multirresistente (a e b) 
nas concentrações de 100 e 1000 µg/mL em 24h de incubação a 
35ºC. O crescimento bacteriano foi demonstrado em placas com ágar 
Mueller Hinton após os ensaios de microdiluição. 
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Tabela 3- Resultados de CIM e CBM do OEPA e do dilapiol testados em S. lentus em 24 h 
de incubação a 36ºC 

  CIM (90%inib) CBM (100%inib) 

Óleo essencial S. lentus 
Hospitalar resistente 

 
ND ND 

dilapiol S. lentus Hospitalar resistente ND ND 

ND- Não detectado 

 

 
 
 
 
 
  

S. lentus multirresistente 

Figura 23 - Controles Positivo e Negativo das cepas S. lentus (a e b, 
respectivamente). Como controle Negativo foi utilizado inóculo 
bacteriano com Tween 20, e como controle Positivo, utilizou-se o 
cloranfenicol a 0,05 mg/mL 
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6 DISCUSSÃO  
 
 

Óleos e extratos de plantas há muito tempo têm servido de base para 

diversas aplicações na medicina popular, principalmente as espécies do gênero 

Piper (Piperaceae), como o P. aduncum L., em função das propriedades 

antimicrobianas do seu óleo essencial (OEPA) e de seus constituintes, como o éter 

fenílico dilapiol (MAIA et al. 1998).  

Desta forma, esse estudo teve por objetivo avaliar a atividade antibacteriana 

do OEPA  e do dilapiol frente às cepas padrão (ATCC) e multirresistentes do gênero 

Staphylococcus, bactérias Gram-positivas frequentemente encontradas em rotinas 

de laboratórios de microbiologia clínica e associadas às infecções hospitalares. 

Essas bactérias podem acometer pacientes de todas as faixas etárias e são 

responsáveis por elevada taxa de mortalidade em ambiente hospitalar, sendo a 

terapia antimicrobiana contra os Staphylococcus um grave problema, devido a 

grande resistência dessa bactéria a vários antibióticos utilizados na clínica.  

Sendo assim, a utilização de cepas ATCC com elevado grau de sensibilidade 

aos antibióticos e cepas hospitalares que apresentam multirresistência foi um critério 

de escolha para a determinação da atividade antibacteriana neste estudo, tendo em 

vista a necessidade de outras opções terapêuticas. 

Os dados desse estudo mostraram a partir da técnica de microdiluição com 

contagem de UFC’s seguindo os critérios sugeridos por HOLETZ et al. 2002, que o 

OEPA  apresentou fraca atividade antimicrobiana frente a cepa S. aureus ATCC, 

MRSA e S. epidermidis multirresistente e moderada atividade contra a cepa S. 

epidermidis ATCC, enquanto se mostrou inativo contra a cepa de S. lentus. A 

análise dos resultados foi realizada após determinação de CIM e CBM. Nesse 

sentido, HOLETZ et al. 2002 considera que CIM menor que 100 µg/mL, o extrato 

apresenta boa atividade antimicrobiana, enquanto o CIM de 100 a 500 µg/mL 

apresenta atividade moderada, CIM de 500 a 1000 µg/mL fraca atividade e acima de 

1000 µg/mL o extrato é considerado inativo. 

A espécie P. aduncum L. ocorre naturalmente na Amazônia (MOTA et al. 

2001), produz um óleo essencial com grande potencial de exploração, uma vez que 

possui ação comprovada sobre fitopatógenos de culturas tradicionais, como os 

fungos (BASTOS, 1997; MORANDIM et al. 2002), bactérias e moluscos (ORJALA et 
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al. 1994), além de ação analgésica e anti-inflamatória com baixos níveis de 

toxicidade (MONTEIRO et al. 2001; FONTES JUNIOR et al. 2002). 

A inibição do crescimento bacteriano por óleos essenciais depende da 

composição e concentração da espécie do óleo, do tipo de micro-organismo em 

questão, a composição do substrato e estocagem (MARINO, 2001). 

A atividade antibacteriana de outros óleos essenciais da família das 

Piperaceae já foi demonstrada por outros estudos, como se observa nos resultados 

de KLOUCEK et al. 2005, em ensaio antibacteriano utilizando método da 

microdiluição em caldo segundo JORGENSEN et al. (1999), efetuadas diluições a 

partir de 16 mg/mL em microplacas, com 5 µl de inóculo a 107 UFC/mL e incubadas 

por 24h a 37ºC, os resultados revelaram que a parte aérea de P. aduncum foi 

significativamente mais ativo contra bactérias Gram-positivas entre elas os S. aureus 

ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, com CIM variando de 1 a 2 

mg/mL. Sendo assim, estes dados corroboram com os resultados apresentados 

nesse estudo, inclusive na utilização de duas cepas bacterianas ATCC, 

evidenciando a atividade antibacteriana do óleo essencial do P. aduncum frente à 

Staphylococcus. 

Em análise do extrato e do óleo essencial de Piper renitens realizada por 

FERREIRA (2006) com S. aureus sensível e resistente a vancomicina, utilizando 

teste da microdiluição com inóculo de 1,5 x 108 UFC/mL, evidenciaram atividade 

antimicrobiana na concentração de 0,9 mg/disco contra a cepa de S. aureus sensível 

a vancomicina, entretanto não houve inibição do crescimento frente a S. aureus 

resistente. Contrariamente, os dados mostraram que o OEPA mostrou atividade 

antimicrobiana frente às cepas de MRSA e S. epidermidis multirresistente na 

concentração 1000 µg/mL. Esse fato é de grande interesse, visto que nos últimos 

anos tem se investido em novos fármacos com efeito em bactérias multirresistentes, 

embora a CIM tenha um valor elevado, sugere-se que a família das piperaceaes têm 

atividade antimicrobiana frente às bactérias Gram-positivas. 

OKUNADE et al. 1997 também realizaram estudo com o P. aduncum,  cujos 

resultados corroboraram com os apresentados neste trabalho, pois utilizando as 

frações do extrato de P. aduncum, as mesmas apresentaram boa atividade contra S. 

aureus ATCC 6538 e fraca atividade contra P. aeruginosa ATCC 15442 (CIM 

>100mg/ml), fato que fortalece a hipótese que o óleo essencial e seus constituintes 

tem boa atividade antimicrobiana frente às bactérias Gram-positivas.  
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Em ensaios realizados com outras espécies da família das piperaceae, PUHL 

et al. (2011), utilizando frações do Piper gaudichaudianum que possuem na 

composição a cromona, mostraram resultados que revelam ação antifúngica e 

antibacteriana, contra S. aureus, Bacilus Subtilis e Candida tropicalis, quando 

empregados em sinergismo com antibióticos utilizados na rotina clínica. 

Em estudos realizados por MARÇAL et al. (2010), com a fração acetato de 

etila do extrato de Piper regnellii, foi determinado a CIM e CBM. Os resultados 

demonstraram a atividade antibacteriana do extrato, obtendo boa atividade contra 

MRSA com CIM e CBM de 16 µg/mL e com a fração hexano obteve CIM de 4µg/ml 

contra MRSA, sustentando seu uso na alegação popular. Nesse sentido, há relatos 

de que o principal componente deste óleo é Eupomatenóide-5, sendo um composto 

ativo frente às S. aureus sensíveis e resistentes a meticilina (CHAURET et al. 1996; 

HOLETZ et al. 2002; FREIXA, et al.2001). 

Outro trabalho que demonstrou resultados favoráveis quanto ao uso das 

piperaceaes, utilizando Piper ovatum Vahl, com constituintes δ-amorphene (16,5%), 

cis-muurola-4 (14%), 5-dieno (14,29%) e γ-muurolene (13,26%), em atividade 

antibacteriana foi o de SILVA et al. (2009), que realizando técnica da microdiluição 

para determinações de CIM e CBM em bactérias Gram-positivas, obteve CIM de 

15,6 e 31,2 µg/ml para B. subtilis e 3,9 µg/ml para Candida tropicalis. Além disso, 

CARMO et al. 2012 avaliou Piper duckei que possui os seguintes constituintes: 

germacrene D (14.7%) e trans-caryophyllene (27.1%) e Piper demeraranum que 

contém o limonene (19.3%) e β-elemene (33.1%) quanto a atividade biológica, 

mostrando que esses óleos podem ser utilizados como medicamento auxiliar em 

casos de leishmaniose cutânea, com menos efeitos colaterais e menores custos do 

que os fármacos habituais.  

Em estudo realizado por Santos et al. 2010 com Piper malacophyllum foram 

encontrados como sendo os principais constituintes do óleo: cânfora (33,5%), 

canfeno (23,0%), E-nerolidol  (8,1%), a- pineno (6,8%), g-muuroleno (4,7%), b-

cariofileno (4,1%), a-cariofileno (2,5%) e a-selineno  (2,5%). A atividade 

antibacteriana foi determinada pelo método de microdiluição em caldo contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os resultados expressos mostram CIM 

e CBM de 3700 μg/mL em S. aureus e CIM de 1850 e CBM de 3700 μg/mL para 

Bacillus cereus. Neste trabalho verificou-se que esta espécie de Piper estudada não 
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possui o dilapiol como constituinte, mas ainda assim apresenta atividade 

antibacteriana frente as cepas analisadas. 

DIAZ et al. (2012) constataram que o extrato das flores de Piper imperiale foi 

capaz de inibir o crescimento de Mycobacterium tuberculosis, os extratos de folhas e 

caules foram inativos mesmo nas concentrações mais elevadas de 500 µg/mL. O 

extrato de flores foi capaz de inibir completamente o crescimento dos bacilos com 75 

µg/mL. O efeito potente antimicobacteriano do extrato de flores foi confirmado 

quando o ensaio foi realizado contra o Mycobacterium bovis BCG Pasteur. Os 

mesmos valores de CIM foram observados para os extratos contra a cepa da vacina 

BCG, demonstrando o potencial antimicobacteriano deste extrato. Foram 

identificados 6 compostos, ácido gálico (ácido fenólico), catequina (flavonoide), 

epicatequina (flavonoide), ácido ferúlico (ácido hidroxicinâmico), resveratrol 

(stilbene) e quercetina (flavonoide).  Mais de 80% da quantidade total de compostos 

fenólicos encontrados nas folhas e nas flores de P. imperiale são flavonoides, que 

têm importantes propriedades biológicas, tais como antibacteriana, antioxidante e 

cardio-protector (HODGSON et al. 2010, HEIM et al. 2002, ORHAN et al. 2010).  

Nos estudos de atividade antimicrobiana com as piperáceas, é possível 

verificar que a composição das espécies do gênero Piper testadas frente às 

diferentes bactérias é bem diferente da composição da espécie P. aduncum. Nessa 

espécie, o dilapiol é o principal constituinte, principalmente em amostras coletadas 

da região Amazônica como descrito por MAIA et al. (1998), que relata maior 

rendimento do óleo essencial tendo o dilapiol como seu principal constituinte (91,1 a 

97,3% nas amostras). Além disso, em estudo realizado por GUERRINI et al. (2009), 

com OEPA, foi verificado 45,92% de dilapiol  na sua composição. Os autores 

mostraram a obtenção de CIM pela técnica de disco difusão em concentrações de 

0,01 – 0,5 mg/mL. Entre os micro-organismos testados, o óleo essencial apresentou 

atividade antibacteriana com CIM > 5,24 mg/ml frente a S. aureus ATCC 29213, 

favorecendo seu uso etnofarmacológico.  

As folhas de P. aduncum oriundas da Amazônia são usadas contra distúrbios 

intestinais e inflamações ginecológicas, como diurético, pielite, cistite, erisipelas e 

cicatrização de feridas. Outros estudos relatam que as folhas de P. aduncum que 

ocorrem na Mata Atlântica, com derivados prenilados de ácido 4-hidroxibenzóico, 

dihidrochalcones e cromenos apresentam atividades moluscocida, antibacteriana, 

leishmanicida, anti-dano de DNA e atividade citotóxica (ORJALA et al. 1993; 
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ORJALA et al. 1994; OKUNADE et al. 1997; TORRES-SANTOS et al. 1999; 

BALDOQUI et al. 1999).  

Por outro lado, o óleo essencial e o hidrolato de P. aduncum da Amazônia 

apresentaram forte atividade contra Clinipellis perniciosa (vassoura de bruxa), 

Fusarium solani e Colletotricum musae, fungos responsáveis pela infecção 

patogênica do cacau, da pimenta e da banana, respectivamente (BASTOS, 1997; 

BENCHIMOL et al. 2001; BASTOS E ALBUQUERQUE, 2004). Extratos e óleos 

essenciais de exemplares de P. aduncum obtidos da América Central e Amazônia 

mostraram propriedades inseticida e larvicida, contra os insetos Ostrinia nubilalis 

(Lepdoptera), Solenopsis saevissima (Hymenoptera), Cerotona tingomarianus 

(Coleoptera), Anopheles marajoara e Aedes aegypti (Diptera) (BERNARD et al. 

1995; FAZOLIN et al. 2005; SOUTO, 2006]. 

Além disso, ALMEIDA et al. (2009) relatou que o dilapiol presente no Piper 

aduncum apresentou uma ação fungicida contra o fungo Clinipellis perniciosa 

(vassoura de bruxa), além de ação larvicida e inseticida contra as larvas e os insetos 

adultos de Anopheles marajoara e Aedes aegypti (mosquitos da malária e da 

dengue), com a mortalidade de 100% dos insetos em 30 minutos de exposição na 

concentração de 600 ppm. Entretanto, a concentração de 100 ppm resultou em 

100% de mortalidade das larvas após 48 h de exposição ao dilapiol, sugerindo o 

potencial do mesmo para sua aplicação como agente de controle de vetores da 

malária. Por outro lado, o isômero, isodilapiol, presente em P. aduncum de regiões 

sudeste e nordeste não mostrou nenhuma atividade significativa nesses mesmos 

testes biológicos.  

Outros estudos relatam que o sesquiterpeno E-nerolidol (peruviol) também é 

um dos principais compostos do P. aduncum (MESQUITA et al, 2005; OLIVEIRA et 

al, 2006). 2’-6'-di-hidroxi-4'-metoxichalcona, isolado a partir da inflorescência de P. 

aduncum, foi encontrado para ser seletivamente eficazes contra Leishmania 

amazonensis (TORRES-SANTOS et al. 1999). Os constituintes de óleos voláteis 

podem variar de acordo com as condições ambientais, como o tipo de clima e solo.  

Outras atividades biológicas testadas com as espécies do gênero Piper são 

as atividades anti-inflamatória, anti-secretora, anti-Helicobacter pylori com frações 

isoladas de extrato etanólico de Piper carpunya, tais como dados relatados por 

QUILEZ et al. (2010), que concluiram que os flavonóides isolados das frações FI  e 

FII (vitexina, isovitexina, rhamnopyranosylvitexin e isoembigenin) contribuem para 
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atividade anti-Helicobacter pylori, incentivando continuar com novos estudos 

fitoquímicos com estas frações, a fim de obter validação científica completa para 

esta espécie. Dessa forma, pode-se observar, a partir dos dados em conjunto, que o 

óleo essencial e extratos obtidos do gênero Piper apresentam inúmeras atividades 

biológicas in vitro e in vivo, fato que vem proporcionando um grande incentivo para 

novas descobertas e identificação de compostos com as diferentes atividades.  

Neste contexto, pode-se concluir que a maioria dos óleos essenciais do 

gênero Piper estudados apresentaram dados promissores, com isso se fundamenta 

o uso dessas plantas na medicina popular, o que incentiva cada vez mais as 

pesquisas e estudos para desenvolvimento e aplicação sobre diferentes patologias. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Baseado nos resultados, concluiu-se que o OEPA apresenta atividade 

antibacteriana significativa, podendo ser considerado promissor no tratamento das 

infecções por Staphylococcus sensíveis, enquanto o dilapiol apresentou 

resultados menos expressivos, sendo necessários estudos mais aprofundados 

para confirmação desta atividade em se tratando de cepas bacterianas 

multirresistentes. 

O dilapiol como composto majoritário do óleo essencial apresentou menor 

atividade, sugerindo que esta atividade pode estar sob influência dos metabólitos 

secundários presentes no óleo atuando com o dilapiol presentes no mesmo.  
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