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RESUMO 
 

 

 
Aloysia gratíssima (Verbenaceae), popularmente conhecida como alfazema-do-Brasil, tem sido 

amplamente utilizada na medicina popular brasileira como analgésico e antimicrobiano. 

Estudos fitoquímicos identificaram o β-cariofileno como um dos principais componentes do 

óleo essencial desta planta. Este sesquiterpeno bioativo demonstrou ter atividades 

antiinflamatórias e antibacterianas. Assim, o estudo teve como objetivo realizar a caracterização 

química bem como avaliar a atividade antibacteriana e potencializadora de antibióticos do OE 

de Aloysia gratíssima (EOAG) e seu principal composto β-cariofileno. A análise fitoquímica 

foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A 

atividade antibacteriana e ação potencializadora frente as cepas Pseudomonas aeruginosa 24, 

Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06 foi avaliada pelo método de microdiluição em 

caldo avaliando a redução na concentração inibitória mínima (CIM). A análise de GC-MS do 

EOAG identificou 30 compostos, incluindo como o componente principal o β-cariofileno. 

Tanto OEAG quanto o β-cariofileno apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus, 

além de potencializarem a ação da norfloxacina contra S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. Essa 

ação antibacteriana e potencializadora pode ser inferida devido à presença de terpenos no OE. 

Em conclusão, tanto EOAG quanto o β-cariofileno têm um potencial notável para o 

desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas. Porém, mais pesquisas são necessárias 

para caracterizar os mecanismos moleculares de ação dessas substâncias no modelo utilizado 

no presente estudo. 

 

Palavras-chave: Aloysia gratíssima. β-cariofileno. Óleo essencial. Atividade antibacteriana. 

Microdiluição. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 

 

Aloysia gratíssima (Verbenaceae), popularly known as lavender, has been widely used in 

Brazilian folk medicine as analgesic, expectorant and antimicrobial. Phytochemical studies 

have identified β-caryophyllene as one of the major components of the essential oil of this plant. 

This bioactive sesquiterpene has been shown to have anti-inflammatory and antibacterial 

activities. Thus, the present study aimed to characterize the chemical profile and evaluate the 

antibacterial and antibiotic-enhancing activities of the essential oil obtained from Aloysia 

gratíssima (EOAG) and its major compound β-caryophyllene. The phytochemical analysis was 

performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The antibacterial 

activity against Pseudomonas aeruginosa 24, Staphylococcus aureus 10, and Escherichia coli 

06 was assessed by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) using the broth 

microdilution method. A reduction in the MIC of the antibiotics against strains treated 

simultaneously with the essential oil or β-caryophyllene was interpreted as enhanced antibiotic 

activity. The GC-MS analysis of the EOAG identified 30 compounds, including β-

caryophyllene as the major component. Both OEAG and β-caryophyllene presented 

antibacterial activity against S. aureus, in addition to potentiating the action of norfloxacin 

against S. aureus, P. aeruginosa, and E. coli. These substances also reversed the degree of 

antibiotic resistance to gentamicin and erythromycin in cultures of S. aureus and P. aeruginosa, 

respectively. In conclusion, both EOAG and β-caryophyllene have a notable potential for the 

development of new therapies against bacterial resistance. However, further research is needed 

to characterize the molecular mechanisms of action of these substances in the model used in the 

present study. 

 

Keywords: Aloysia gratíssima. β-caryophyllene. Essential oils. Antibacterial activity. 

Microdilution. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL  

 

1.1 OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS 

 

A utilização de antibióticos de forma exacerbada cresce em nível mundial. Muitos 

utilizam esses fármacos sem prescrição médica e de forma irregular, fato que favorece a 

maximização à resistência bacteriana.  

Essa resistência é uma realidade global e cresceu sensivelmente nos últimos anos. Como 

exemplos houve resistência de cepas muito perigosas como Staphylococcus aureus (S. aureus), 

Klebsiella pneumoniae, e Pseudomonas aeruginosa (ALARCO, 2014; PIEROZAN et al., 

2009). A bactéria Escherichia coli possui reservatórios que contém genes de resistência aos 

antimicrobianos (KORB et al., 2013). Os procariotos do tipo Staphylococcus aureus possuem 

mecanismos de defesas que conseguem atuar contra alguns fármacos (LIMA et al., 2015). Com 

a problemática, diversos estudos são realizados empregando produtos naturais e seus 

constituintes para mitigar a situação. 

Diversas plantas e/ou seus constituintes possuem atividade antibacteriana comprovada 

bem como outros efeitos benéficos ao nosso organismo como atividade: antitumoral, 

antioxidante, antidepressiva, antifúngica, dentre outras. No entanto, deve-se ter cautela no uso 

desses produtos, pois podem apresentar  toxicidade quando não utilizados em doses e formas 

adequadas. 

Dentre essas plantas com atividade antibacteriana, podemos citar a Aloysia gratissima, 

uma planta bastante conhecida no sul da América, sendo característica por seu aroma agradável 

e pertencer a família Verbenaceae (SOUZA; WIEST, 2007). É conhecida no Brasil 

popularmente como alfazema-do-brasil (SANTOS et al., 2009), mimo-do-brasil (TROVATI et 

al., 2009), e sua composição pode variar de acordo com as condições climáticas e geográficas, 

e seu potencial de uso pode ser alterado devido a essa variação. Possui propriedade inseticida, 

acaricida e antimicrobiana (BOTTA, 1979). 

Os óleos essenciais de diversos produtos naturais possuem uma concentração 

considerável de fitoconstituintes com propriedades biológicas ativas (FREIRE et al., 2014) 

Esses,  constituintes bioativos são promissores na terapêutica de doenças infecciosas podendo 

ser aplicados na clínica médica (ALVES; FREIRE; CASTRO, 2010).  

Dentre os compostos existentes na planta em estudo, pode-se citar o β-cariofileno 

(SOLER; DELLACASSA; MOYNA, 1986). Essa substância é um sesquiterpeno  encontrado 

em vários óleos essenciais, sendo portador de diversas atividades biológicas, como por 
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exemplo: anti-inflamatória, antialérgica, antifúngica, anticarcinogênica (ALCÂNTARA et al., 

2010). 

Diante da atividade antibacteriana desse e de outros bioconstituintes, a Universidade 

Regional do Cariri – URCA vem trabalhando em diversos projetos e grupos de pesquisas que 

buscam relatar e comprovar essa atividade. Já foi relatada uma bioatividade de constituintes 

como: safrol (ALMEIDA et al., 2020) e limoneno (ARAÚJO et al., 2019). Essas substâncias 

atuam como inibidoras de bomba de efluxo, sendo bons indicadores para uso frente à resistência 

bacteriana.  

Atualmente o laboratório de microbiologia e biologia molecular da URCA vem 

trabalhando em parceria com outros laboratórios da instituição na busca por  bioconstituintes 

de produtos naturais com  atividade antibacteriana, como é o caso do óleo essencial da Aloysia 

gratissima e seu composto majoritário β-cariofileno. Beste sentido, nossa pesquisa  teve como 

objetivo avaliar a atividade antibacteriana e o potencial  do óleo das folhas da planta e do seu 

constituinte majoritário.  

Podemos destacar que o óleo essencial  da Aloysia gratíssima que  tem sido empregado 

na medicina popular possui como constituinte majoritário , cerca de 17% de β-cariofileno que 

apresenta propriedade  anti-inflamatória, antioxidante, analgésica e antifúngica,.o tornando este 

estudo relevante, podendo mostrar a eficácia em estudos de valiabilidade da  atividade 

antibacteriana. 

 

1.2 ESTRATÉGIAS DA PESQUISA  

 

Estudos são desenvolvidos constantemente a respeito da atividade antibacteriana de 

produtos naturais. Verifica-se que possuem muitos métodos para avaliar essa atividade, dentre 

eles pode-se citar difusão em ágar e método de microdiluição (OSTROSKY et al., 2008). 

O método utilizado na pesquisa foi o de microdiluição em caldo, essa metodologia 

utiliza os agentes antimicrobianos que são testados em diluições consecutivas, verificando a 

menor concentração capaz de inibir o crescimento do microrganismo sendo chamada de 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) (ALVES et al., 2008). A CIM é uma ferramenta efetiva, 

determinando a susceptibilidade dos agentes infecciosos aos antimicrobianos (ANDREWS, 

2001).  

A determinação da CIM foi analisada conforme a metodologia de microdiluição em 

caldo em placa de 96 poços proposta pela CLSI, (2015) com ajustes. Este método é bastante 
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utilizado, pois trata-se de uma técnica não onerosa e demanda pouco tempo, fornecendo dados 

quantitativos confiáveis (NUH et al., 2020). 

Estudo realizados por Alves e colaboradores, (2008) mostraram  que o método de 

diluição em caldo pode ser uma ótima opção para se determinar a atividade antimicrobiana, 

comparado a outros métodos. 

 

1.3 ESTRUTURA DA DISSERTAÇÃO  

 

A presente dissertação foi dividida em 3 (três) capítulos: Fundamentação teórica, 

Artigos submetidos e Considerações finais. Subsequente a esses capítulos apresentam-se os 

Anexos e Apêndice (Methodx) expostos no fluxograma a seguir: 
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2 CAPÍTULO I: FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

2.1 TERAPIAS COM ANTIBIÓTICOS  

 

Com a produção de antibióticos e sua distribuição em grande escala, o índice de 

mortalidade por infecções causadas por Staphylococcus aureus aumentava consideravelmente. 

Para resolver essa grande problemática foi criada a penicilina para combater significativamente 

infecções causadas por essa bactéria. Porém, no ano seguinte já pode ser observado cepas 

resistentes a esse antimicrobiano (KANE; CAROTHERS; LEE, 2018).  

No intuito de minimizar essa ação, foi desenvolvido em 1959 uma β-lactama melhorada, 

o antibiótico meticilina. No entanto, posteriormente, foi observado uma nova resistência 

bacteriana (JEVONS, 1961). Estudos relatam que as bactérias do tipo Staphylococcus aureus 

possuíam sensibilidade a cefalotina e oxacilina, mas ainda se torna necessário mais estudos e 

testes que minimizem essa resistência a antibióticos (SILVA et al., 2012). 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) são bactérias de difícil tratamento pois 

possuem resistência elevada a diversos antibióticos e sofrem mutações constantes durante a sua 

terapia (PEÑA et al., 2012). Um estudo empírico realizado por Cardial et al., (2015), mostrou 

que pacientes que apresentavam infecções sanguíneas por P. aeruginosa tratados com cefepima 

e amicacina foram à óbito em 100% dos casos.  Enquanto que em pacientes tratados com 

ciprofloxacino o índice de mortalidade foi nulo, sugerindo assim que o ciprofloxacino foi mais 

eficiente. No entanto, o autor supra citado relata que se torna necessário desenvolvimento de 

novos estudos para averiguação.  

Já Martis; Leroy; Blanc, (2014) nos seus estudo empíricos identificaram que o uso de 

polimixinas (colistina) podem ser eficientes no tratamento de infecções causadas por P. 

aeruginosa, assim como alguns β-lactâmicos como: penicilina, cefalosporina e/ou 

carbapenêmicos e também fluoquinolonas (ciprofloxacino e levofloxacina) (KALIL et al., 

2016). 

Em relação a E. coli, em um estudo realizado por Soysal et al., (2016), feito em algumas 

linhagens desse patógeno, observou-se que a ciprofloxacina induziu significativamente o 
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aumento de secreções patológicas de diversas linhagens. Por outro lado, quando a ceftriaxona 

foi usada não obteve-se qualquer alteração na produção de aumento de efeitos patológicos da 

E.coli, com exceção de uma única cepa.  

O estudo ainda demonstra que a combinação de azitromicina com a ciprofloxacina reduz 

significativamente em algumas cepas a produção de secreções por essas estirpes, em ralação a 

esse último isolado. 

O impacto das bactérias resistentes e o uso inadequado de fármacos, responde a uma 

ameaça para a humanidade e torna-se um grande problema para a saúde pública (SANTOS; 

2011).  

Uma das principais causas de resistência é a automedicação. A utilização de fármacos 

sobre orientações de conhecimentos populares sem prescrições médicas pode acarretar no 

prolongamento ou interrupção precoce da dosagem e período de tempo indicado nas receitas 

(MORAES; ARAÚJO; BRAGA, 2016). 

Com o intuito de diminuir esses efeitos da resistência microbiana, estudos mostram que 

a utilização de compostos bioativos de plantas naturais podem tornar-se estratégia alternativa 

nessas ações (TAYLOR, 2013). 

 

2.2 BACTÉRIAS DE INTERESSE CLÍNICO 

 

2.2.1 Eschechiria coli 

 

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, encontrada em forma de bacilo, 

pertencente à família Enterobacteriaceae (KORB et al., 2013). Presente no trato intestinal dos 

vertebrados, especificamente no colón. A mesma é anaeróbica facultativa e a temperatura ideal 

para o seu crescimento é de 37°C (MAMONA; AMORIM, 2017). 

Normalmente não é considerada patogênica, logo, para que se tenha o desenvolvimento 

de infecções, os estipes da E. coli precisam adquirir fatores de virulência. Classificadas em 

patotipos intestinais, as bactérias patogênicas são, enterohemorrágicas (EHEC), 

enteroagregativas (EAEC), enteropatogênicas (EPEC), enterotoxigênicas (ETEC) e 

enteroinvasivas (EIEC), as quais, causam dores abdominais e diarreia, podendo em alguns casos 

motivar o vômito e a febre (SILVEIRA; MARQUES; MACHADO, 2013). 

 

2.2.2 Staphylococcus aureus 
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A espécie S. aureus são cocos Gram-positivas, não esporulada, catalase positiva e 

imóvel. (LIMA et al., 2015). Pertence à família Micrococcae e está presente na microbiota 

normal dos seres humanos (SANTOS et al., 2007). A partir da enzima de coagulase, dividimos 

o gênero Staphylococcus em dois grandes grupos, sendo coagulase-positiva a espécie S. aureus 

e, coagulase-negativa as espécies S. saprophyticus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. 

lugnensis, entre outras (PEREIRA; CUNHA; 2009). 

É considerada a mais virulenta do seu gênero, possuindo mecanismos de defesa e 

estratégia contra o sistema imunológico. Esses mecanismos podem acarretar a enfermidades, 

que vão das mais simples, como espinhas e furúnculos, ou infecções mais graves, como 

pericardite e meningite (LIMA et al., 2015). 

Por produzirem enterotoxinas, a intoxicação alimentar é uma patologia muito comum 

vindo dessa bactéria. Acredita-se que, 45% das intoxicações alimentares através de bactérias 

são acometidas pela mesma (BRESOLIN; DALL’ STELA; SILVA, 2006). 

 

2.2.3 Pseudomona aeruginosa 

 

A P. aeruginosa é uma bactéria bacilo Gram-negativa, pode contaminar diversos locais 

e possui um teor infectante elevado. É responsável por causar comumente infecções 

hospitalares e atingir principalmente pacientes com fibrose cística. Possui resistência 

microbiana a diversos antibióticos e por isso trata-se de um problema de saúde (LIU et al., 2018; 

POOLE et al., 2016).  

 Responsável por causar infecção em imunodeprimidos, pneumonia e infecções do trato 

respiratório, doenças essas que têm tratamento complicado e que muitas vezes possui índice de 

mortalidade alta (WANG et al., 2017).   

Esse microrganismo possui muitas moléculas de sinal favorecendo o seu fator de 

virulência e biossíntese, além de possui facilidade de formação de biofilme (ZHAO, et al., 

2016). Devido a sua resistência a diversos antibióticos, o seu tratamento é complicado, sendo 

necessário administração de fármacos com amplo espectro e que muitas vezes causa efeitos 

adversos nos pacientes (OLIVARES et al., 2013). 

 

2.3 IMPORTÂNCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS E SEUS ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

O uso de plantas medicinais tornou-se bastante comum na medicina popular e o seu 

conhecimento referente ao uso é repassado de forma empírica de geração para geração 
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(BRASILEIRO et al., 2008; NÓBREGA et al., 2017). No Brasil, a prática do uso de 

fitoterápicos pela população sempre foi muito comum, devido sua extensa e diversificada flora 

(DAVID; PASA, 2015). 

O uso do conhecimento popular pode gerar informações significativas que podem ajudar 

para descobertas de novas entidades terapêuticas (SCARDELATO; LEGRAMANDI; 

SACRAMENTO, 2013). As plantas são capazes de produzir metabólitos secundários, que são 

importantes para a adaptação e propagação das espécies vegetais (OLIVEIRA et al., 2011).  

Entende-se por um medicamento fitoterápico, princípio ativo que se obtém através de 

matéria-prima, a qual sua eficiência e segurança estejam baseadas em comprovações clínicas 

(BRASIL, 2014). 

Devido alguns fármacos atingirem valores significativos e em alguns casos causarem 

alguns efeitos colaterais, a utilização dos fitoterápicos tem cada vez mais se expandido 

(SANTOS et al., 2007). As utilizações das mesmas auxiliam na prevenção de algumas doenças, 

manutenção e recuperação da saúde (ALCANTARA; JOAQUIM; SAMPAIO, 2015). 

Das plantas pode-se extrair o seu óleo essencial que confere aroma e sabor das plantas 

e são responsáveis por atrair polinizadores, além de garantir proteção contra insetos e diversas 

funções necessárias à sobrevivência da planta (ZAGO et al., 2009). 

São consideradas substâncias complexas possuindo como constituinte químico principal 

os terpenos, produtos que se encontram na maioria das plantas (SANTOS et al. 2004; SHARIFI-

RAD et al., 2017).  

Podem ser considerados os produtos mais importante com características antimicrobiana 

e inclusive seu uso é disseminado da dermatologia no tratamento de infecções fúngicas 

(ORCHARD; VUUREN, 2017).  

Já foram descritos mais de 3000 mil tipos de óleos essenciais, e aproximadamente 0,1 

são relevantes para produtos farmacêuticos, nutricionais ou cosméticos industriais. Vários 

estudos buscam comprovar os potenciais efeitos e seus benefícios contra diversas doenças, 

principalmente as relacionadas com proliferação e resistência microbiana bem como auxiliar 

no tratamento do câncer (FREIRE et al., 2014; RUSSO et al., 2016).  

No entanto é necessário maior cuidado no uso de óleo essencial uma vez que, o mesmo 

pode causar efeitos citotóxicos incluindo a indução de morte celular pelo processo de apoptose 

e/ou necrose, podendo causar também perda de função de organelas essenciais ao organismo. 

Esse fato se explica devido ao baixo peso molecular dos principais constituintes presentes pois, 

esses componentes podem atravessar as membranas celulares e causar alteração na composição 
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da membrana aumentado a fluidez da membrana, causando vazamento de íons e moléculas 

citoplasmáticas (SHARIFI-RAD et al., 2017). 

 

2.4 TERPENOS  

 

Nas plantas podem existir diversos compostos bioativos, dentre os quais pode-se citar 

os terpenos, considerada uma das maiores classes de substâncias, formadas pela junção de cinco 

átomos de carbono (isoprenos). Eles são denominados de acordo com o seu número de átomos 

de carbono presentes como: hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos dentre 

outros (GHANI; SILVA; COLOMBO 2019).  

Via de regra sua estrutura possui uma dupla ligação carbono-carbono (alcenos naturais), 

caracterizando-se como um hidrocarboneto insaturado. Salienta-se que se possuir uma molécula 

de oxigênio, é denominado de terpenóide, variando assim as suas funções químicas podendo 

citar:  aldeídos, cetonas, ácidos, álcoois, éteres, epóxidos terpênicos ou fenóis (FELIPE; 

BICAS, 2017). 

Esse composto pode ser encontrado em vários locais das plantas, desde as raízes até nas 

suas sementes, podendo também ser encontrado em 90% dos óleos essenciais das plantas 

(SOUZA et al., 2015). Podem possuir bioatividade variadas, como atividade antimicrobiana 

(DE MARTINO et al., 2015; LUTFI; ROQUE, 2014). 

 

2.5  O SESQUITERPENO β-CARIOFILENO 

 

Os sesquiterpenos são substâncias que possuem em sua estrutura 15 carbonos 

constituindo-se de 3 unidades de isopreno  (AMBROZ et al., 2017) sendo considerado a maior 

classe de metabólitos secundários das plantas (PALMER-YOUNG et al., 2015).  

O β-cariofileno é um sesquiterpeno bicíclico que pode ser encontrado em óleos 

essenciais de diversas espécies vegetais (FERREIRA, 2014). É um terpeno que foi encontrado 

como componente  majoritário na A. gratissima. Possui um aroma amadeirado e com tons 

picantes característicos, sendo usado na produção de cosméticos e produtos de limpeza 

(OPDYKE, 1973). A literatura relata que esse composto possui grande importância clínica pois 

existem diversas atividades biológicas, dentre elas atividade antibacteriana (SHAFAGHAT, 

2011).  
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Figura 1: Estrutura química do β-cariofileno 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

2.6 Aloysia gratíssima 

 

Aloysia é um gênero de planta da família Verbenaceae. É encontrado em forma de 

arbusto que cresce preferencialmente em regiões tropicais e subtropicais (SOLER; 

DELLACASSA; MOYNA, 1986). Há relatos que seu surgimento se deu na região sul da 

América do Sul com um centro de evolução da Argentina. Dentro desse gênero encontra-se a 

espécie A. gratíssima, sendo utilizada na medicina popular do continente americano dos EUA, 

México, Brasil e Argentina (SILVA et al., 2006). 

Aloysia gratíssima é também conhecida como alfazema-do-Brasil, que crescem em 

forma de arbusto aproximadamente 3 metros de altura, com muitas ramificações e flores de 

cheiro agradável (PINTO et al., 2007; VANDRESEN et al, 2010).  

Sua reprodução pode ser do tipo sexuada e assexuada, e muitos fatores extrínsecos são 

determinantes para sua reprodução como por exemplo: temperatura e água. Já os nutrientes e 

absorção de luz é um fator intrínseco da espécie, determinando a sua propagação (BASKIN; 

BASKIN, 2001; SILVA, 2005). 

Suas sementes possuem cerca de 0,2mm de comprimento e 0,29 mg sem-1, com formato 

arredondado e é envolvida por casca pilosa, com embrião protegido por uma casca dura 

(SANTOS et al., 2009). 

Diversas plantas brasileiras são usadas para tratar infecções tropicais mais comuns no 

Brasil, como leishmaniose, malária, infecções fúngicas e bacterianas. O mecanismo de ação das 

plantas ainda não está bem elucidado, mas a maioria dos autores apontam que compostos 

fenólicos como mentol e timol se acumulam nas membranas dos microrganismos inibindo o 
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metabolismo celular (AHMAD; BEG, 2001; ALVES et al., 2000; DUARTE et al., 2005; 

HELFAND; COWEN, 1990; SARTORATTO et al., 2004). 

Estudos demonstram que a Aloysia gratíssima possui atividade antileishmanicida nas 

fases amastigotas e promastigota da espécie Leishmania amazonenses, com inibição de 

crescimento do parasita em 44%, 31% e 85% , respectivamente (GARCIA et al., 2018).  

Outras pesquisas mostram que a planta possui atividade antibacteriana com os seus 

extratos brutos e óleo essenciais das folhas da espécie (VANDRESEN et al., 2010) sendo 

também utilizada como controle biológico de ácaros, insetos e outros microrganismos 

(BOTTA, 1979). Como mostra o estudo de Galvez et al. (2018), que estudando a atividade 

antifúngica do OE de A. gratíssima, observaram que a planta possui uma atividade moderada 

contra Fusarium sp. com CIM ± 0,6-1,2 mg / ml.  

A planta possui ação associada ao alívio dos sintomas relacionados à dor de cabeça, 

bronquite e distúrbios do sistema nervoso, bem como possuir atividade antidepressiva e auxilia 

nos efeitos neuroprotetores (ARIAS, 2009; ZENI et al., 2014). 

Estudos relatam que o óleo essencial da planta em estudo também possui efeitos 

anestésicos. Benovit et al. (2015), realizaram um estudo em peixes bagre prateados utilizando 

o óleo essencial da A. gratíssima com intuito de avaliar efeitos anestésicos, sendo observado 

que os peixes demostraram anestesia nas concentrações variando de 300 (aproximadamente 18 

min) a 900 mg/L-1 (em aproximadamente 12 min). 

 

2.6.1 Metabólitos secundários 

 

A composição química de A. gratissima é influenciada por condições climáticas e 

geográficas, podendo alterar seu potencial de uso como produto natural (BOTTA, 1979). Com 

isso, os seus constituintes inclusive o majoritário, podem sofre diferenças em quantidade e 

potencialidade dependendo da região e época de colheita (SANTOS et al., 2013).  

Os óleos essenciais conferem aroma e sabor das plantas e são responsáveis por atrair 

polinizadores, além de garantir proteção contra insetos e diversas funções necessárias à 

sobrevivência da planta (ZAGO et al., 2009). São considerados substâncias complexas 

possuindo como constituinte químico principal os terpenos, produto que se encontra na maioria 

das plantas (SANTOS et al. 2004; SHARIFI-RAD et al., 2017). Considerados um dos produtos 

mais populares com características antimicrobiana e inclusive seu uso é disseminado da 

dermatologia no tratamento de infecções fúngicas (ORCHARD; van VUUREN 2017).  
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 Atualmente já foram descritos mais de 3000 mil tipos de óleos essenciais, e 

aproximadamente um décimo são relevantes para produtos farmacêuticos, nutricionais ou 

cosméticos industriais. Vários estudos buscam comprovar os potenciais efeitos e seus 

benefícios contra diversas doenças, principalmente as relacionadas com proliferação e 

resistência microbiana bem como auxiliar no tratamento do câncer (RUSSO et al., 2016).  

No entanto é necessário maior cuidado no uso de óleo essencial uma vez que, o mesmo 

pode causar efeitos citotóxicos incluindo a indução de morte celular pelo processo de apoptose 

e/ou necrose, podendo causar também perda de função de organelas essenciais ao organismo. 

Esse fato se explica devido ao baixo peso molecular dos principais constituintes presentes pois, 

esses componentes podem atravessar as membranas celulares e causar alteração na composição 

da membrana aumentado a fluidez da membrana, causando vazamento de íons e moléculas 

citoplasmáticas (SHARIFI-RAD et al., 2017). 

Soler Dellacassa e Moyna (1986), descreveram constituintes presentes no óleo essencial 

da A. gratíssima, dentre eles: alfa-pineno, beta-pineno, mirtenol, β-nergamoteno, β-cariofileno, 

α-humuleno, γ-muuroleno, biciclogermacreno, (E)- nerolidol, óxido de cariofileno, 

sandaracompimaral. 

Trovati et al. (2009) realizaram a identificação de metabólitos do óleo essencial da 

planta e constataram a presença de  14 constituintes, dentre estes, terpenos como exemplo o β-

cariofileno. Foi encontrado isopinocamfona (trans- 3-pinanona) (25,4%), limoneno (15,1%) e 

guaiol (12,7%) como os principais constituintes. No entanto, salienta-se que essa porcentagem 

varia de acordo com as características geomorfológicas.  
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ABSTRACT 

 

The present study aimed to characterize the chemical profile and evaluate the antibacterial and 

antibiotic-enhancing activities of the essential oil obtained from Aloysia gratíssima (EOAG) 

and its major compound β-caryophyllene. The phytochemical analysis was performed by gas 

chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The antibacterial activity against 

Pseudomonas aeruginosa 24, Staphylococcus aureus 10, and Escherichia coli 06 was assessed 

by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) using the broth microdilution 

method. A reduction in the MIC of the antibiotics against strains treated simultaneously with 

the essential oil or β-caryophyllene was interpreted as enhanced antibiotic activity. The GC-

MS analysis of the EOAG identified 30 compounds, including β-caryophyllene as the major 

component. Both OEAG and β-caryophyllene presented antibacterial activity against S. aureus, 

in addition to potentiating the action of norfloxacin against S. aureus, P. aeruginosa, and E. 

coli. These substances also reversed the degree of antibiotic resistance to gentamicin and 

erythromycin in cultures of S. aureus and P. aeruginosa, respectively. In conclusion, both 

EOAG and β-caryophyllene have a notable potential for the development of new therapies 

against bacterial resistance. However, further research is needed to characterize the molecular 

mechanisms of action of these substances in the model used in the present study. 

 

Keywords: Aloysia gratíssima. β-caryophyllene. Essential oils. Antibiotic resistance. In vitro 

study. 

 

1. Introduction 

 

 Aloysia gratissima Gilles and Hook Tronc. (Verbenaceae) is a plant popularly known 

as “erva santa” (holy herb). This species is widely used in Brazilian traditional medicine for the 

treatment of respiratory, digestive (Souza & Wiest, 2007) and central nervous system diseases 

(Silva et al., 2006; Zeni & Bosio, 2011). Studies have demonstrated that the essential oil of A. 

gratissima has unique pharmacological properties, including antimicrobial (Santos et al., 2015), 

leishmanicidal (Garcia et al., 2018), anticancer (Yang et al., 2016), sedative (Goleniowski et 

al., 2006) and larvicidal (Silva et al., 2014). In addition, due to the high content of compounds 

such as β-caryophyllene, spatulenol, β-pinene, the EOAG has been widely used in the 

composition of perfumes, foods, and beverages (Yadegarinia et al., 2006).  

Previous research has identified β-caryophyllene in the essential oils of various plant 

species such as cloves, cinnamon, ginger, basil (Kumphune et al., 2011). This sesquiterpene 

was found to present anti-inflammatory, antioxidant, and antibacterial activities (Dorman & 

Deans, 2000; Dahham et al., 2015; Rodriguez et al., 2012). Accordingly, studies have 

demonstrated that many essential oils containing β-caryophyllene presented antibacterial 

effects against both Gram-positive and Gram-negative strains (Neta et al., 2017; Maia et al., 

2010). 
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 Staphylococcus aureus is a Gram-positive bacterium with significant impact on public 

health, causing both hospital and community infections, such as pneumonia, bacteremia, 

endocarditis, and osteomyelitis, in addition to skin diseases (Foster et al., 2014; Klevens, 2007). 

Studies have shown that this bacterium has developed resistance against most conventional 

antibiotics, impairing the treatment of several infections (Gibbons, 2004). Evidence has 

indicated that S. aureus can encode proteins associated with the development of resistance to 

fluoroquinolones, penicillins, and cephalosporins, in addition to other biocidal agents such as 

iodine (Eumkeb et al., 2010; Taylor, 2013). 

 On the other hand, Escherichia coli (Trabulsi & Alterthum, 2015) and Pseudomonas 

aeruginosa (Sterhling, Leite, & Silveira, 2010) are Gram-negative bacteria with remarkable 

pathogenicity and demonstrated resistance to antibiotics. E. coli is the most common cause of 

enteric urinary tract infections, in addition to being associated with severe conditions such as 

sepsis and meningitis (Dominguez et al. 2002; Pop-Vicas & Opal, 2014). In contrast, P. 

aeruginosa causes severe infections in immunosuppressed individuals. In fact, this 

microorganism has developed several immune evasion mechanisms (Reinhart & Oglesby-

Sherrouse, 2016), besides demonstrating resistance to several antibiotics (Morita, Tomita, & 

Kawamura, 2014). 

Bacterial resistance has become a global public health problem (Grillo et al., 2013). 

Studies have reported the emergence of multi-drug resistant (MDR) strains of clinically 

important bacteria such as Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa and Escherichia coli (Alarco, 2014; Korb et al., 2013; Pierozan et al., 2009), which 

has significantly hampered the treatment of infections with conventional antibiotics (Lima et 

al., 2015).  

Antibiotic resistance occurs mainly through mutations in the bacterial chromosome or 

through the acquisition of plasmids or transposons containing resistance genes (Andersen, 

2015). These phenomena can lead to the development of resistance mechanisms such as the 

acquisition of antibiotic-inactivating enzymes; decreased membrane permeability to an 

antibiotic; acquired changes in the target sites of an antibiotic and expression of efflux pumps, 

leading to antibiotic extrusion (Trabulsi & Alterthum, 2015). 

Previous research has demonstrated that the essential oil, as well as constituents 

previously identified in A. gratíssima, have promising antimicrobial properties (Trovati et al., 

2009) and therefore have the potential to be used in the development of new drugs useful in 

combating infections by resistant bacterial strains (Brito & Cordeiro, 2012; Rice, 2008).  
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Therefore, the present study aimed to characterize the chemical profile and evaluate the 

antibacterial and antibiotic-enhancing activities of the essential oil obtained from Aloysia 

gratíssima (EOAG) and its major compound β-caryophyllene. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Botanical material 

 

The essential oil was extracted from terminal branches of plants collected in Atlantic 

Forest Areas in the states of Paraná and Santa Catarina, Southern Brazil. A voucher specimen 

was prepared and registered at the herbaria of the following institutions: Faculdades Integradas 

Espirita (registry number 8.822) and Royal Botanic Gardens (Kew, England). Terminal 

branches and inflorescences were randomly collected from at least 10 individual plants and 

dried with an electric dryer at 40 °C for 24 h. 

 

2.2 Essential oil extraction and phytochemical analysis 

 

The essential oil of Aloysia gratíssima was extracted by hydrodistillation in a Clevenger 

type apparatus. Briefly, each 50 g of dried leaves were crushed and subjected to three cycles of 

extraction with 1 L of distilled water at boiling temperature for 2 h (Wasicky, 1963). After 

extraction, the essential oil was collected and stored under refrigeration (-4 ºC) for preservation. 

The yield of the essential oil on a dry basis was expressed as a percentage of the total weight of 

the dry leaves used in the extraction. 

 The chemical composition of the essential oil was determined by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry (CG-EM). Briefly, the essential oil was diluted in 

dichloromethane (1: 100) and injected with a 1: 20 flow rate in an Agilent 6890 chromatograph 

(Palo Alto, CA) coupled to an Agilent 5973N selective mass detector, operated at 250 °C. The 

separation of the constituents was performed in a HP-5MS capillary column (5% -phenyl-95% 

-dimethylpolysiloxane, 30 m x 0.25 mm x 0.25 μm). For quantification, the diluted samples 

were injected into an Agilent 7890A chromatograph equipped with a flame ionization detector 

(FID), operated at 280ºC. The percentage composition was assessed using the electronic 

integration of the FID signal by dividing the area of each component by the total area. 

The identification of the chemical constituents was obtained by comparing their mass 

spectra with the standards reported in the literature (Nist, 2016) and also by comparing their 
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linear retention indexes, calculated from the injection of a homologous series of hydrocarbons 

(C7- C26) with the literature data (Adams, 2007).  

 

2.3 Bacterial Cultures 

 

 The multidrug-resistant strains Pseudomonas aeruginosa 24, Staphylococcus aureus 10 

and Escherichia coli 06 were used in the antibacterial tests. The origin and resistance profile of 

these strains is shown in table 1, as reported in the study of Bezerra et al. (2017). 

All strains were initially kept on blood agar (Difco Laboratories Ltda., Brazil) and 

maintained in Heart Infusion Agar (HIA, Difco Laboratories) at 4 ºC. Samples were transferred 

from the solid medium to test tubes containing sterile saline, and turbidity was assessed using 

a value of 0.5 on the McFarland scale, corresponding to 105 CFU. 

 

Table 1: Origin and antibiotic resistance profile of the strains. 

Bacterial strain Origin Resistance Profile 

S. aureus 10 Rectum swab 

Amc, Amox, Amp, Asb, 

Azy, Ca Cef, Cf, Cip, Cla, 

Clin, Eri, Lev, Mox, Oxa, 

Pen 

E. coli 06 Urine 

Asb, Ca, Cep, Cfo, Cmp, 

Cro 

P. aeruginosa 24 Nasal discharge 

Ami, Cip, Com, Ctz, Imi, 

Lev, Mer, Ptz 

Legend: Amc - Amoxicillin + Clavulanic Acid, Ami - Amikacin, Amox - Amoxicillin, Amp - 

Ampicillin, Asb - Ampicillin + Sulbactam, Azi - Azithromycin, Ca - Cefadroxil; Cep - 

Cephalexin, Cfo - Cefoxitin, Cip - Ciprofloxacin, Cla - Clarithromycin, Clin - Clindamycin, 

Cmp –Cefepime, Cro- Ceftriaxone, Ctz - Ceftazidime, Ery - Erythromycin, Imi - Imipenem, 

Mer - Levofloxin, Oxa - Oxacillin, Pen - Penicillin and Ptz – Piperacillin. 

 

2.4 Drugs 

 

Norfloxacin, gentamicin and erythromycin were used for evaluating the effects of the in 

vitro treatments with the natural products on antibiotic resistance. These antibiotics, as well as 
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sesquiterpene β-caryophyllene were purchased from SIGMA Chemical Co. (St. Louis, USA). 

All drugs were dissolved in DMSO and diluted in water to 1,024 µg/mL and serially diluted in 

test tubes.  

 

2.5 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) 

  

The minimum inhibitory concentration was determined using the broth microdilution 

method (CLSI, 2009). Bacterial cultures kept on agar under refrigeration at 80 ºC were cultured 

in brain and heart infusion (BHI) broth and incubated at 37 ° C for 24 h. Then, each inoculum 

was prepared using 900 µL of 10 % BHI medium and 100 µL of the bacterial solution prepared 

as described above. Next, 100 µL of inoculum in medium was placed in wells on a 96-well 

plate followed by addition of 100 µL of the test substance at concentrations ranging from 1,024 

to 8 µg/mL, and incubation at 37 ºC for 24 h. Positive controls (medium + inoculum) were 

included in the last wells of the plate (NCCLS, 2003). After incubation, 20 µL of a 0,01% 

sodium resazurin solution in saline (p/v) was added to each well, followed by an additional 1 h 

incubation period at room temperature. A change in the color of the solution (from blue to red), 

due to the reduction of resazurin, was used as an indicator of bacterial growth. The MIC was 

defined as the lowest concentration capable of inhibiting bacterial growth. All experiments were 

carried out in triplicate for all bacterial strains. 

 

2.6 Analysis of antibiotic resistance modulation by the EOAG and β-caryophyllene 

 

The antibiotic-enhancing activity of the EOAG and β-caryophyllene was assessed by 

calculating the MICs of the fluoroquinolone antibiotics norfloxacin and ciprofloxacin (Sigma, 

MO, USA) against resistant strains of P. aeruginosa, E. coli, and S. aureus in the presence or 

absence of the essential oil or the isolated compound at concentrations equivalent to their MIC/8 

(Coutinho et al., 2008; Tintino et al., 2018).  

Each bacterial inoculum was prepared as previously described, and the EOAG and β-

caryophyllene were added at concentrations equivalent to their MIC/8.  Next, 100 µL of 

inoculum in medium was placed in wells on a 96-well plate followed by addition of 100 µL of 

the test substance at concentrations ranging from 1,024 to 0.5 µg/mL, and incubation at 37 ºC 

for 24 h. Positive controls (medium + inoculum) were included in the last wells of the plate. 

The MIC of each antibiotic was determined as described above. All experiments were carried 

out in triplicate for all bacterial strains. 
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2.7 Statistical analysis 

 

Data are expressed as arithmetic means ± standard deviation and were analyzed by 

analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni's post-test using GraphPad Prism 

software version 7.0. Statistical significance was considered when p <0.05.  

 

 

3. Results and discussion 

 

3.1 Chemical composition of the essential oil of Aloysia gratíssima 

 

The phytochemical analysis of the EOAG identified 91.8% of the total constituents, 

revealing the presence of 30 different compounds, including β- caryophyllene (17.3%) nerolidol 

(9.7%) and bicyclogemacrene (7.3%), β-pinene (7.2%), α-pinene (6.2%) and caryophyllene 

oxide (5.9%) as major constituents (Table 2). 

The present study characterized the chemical profile and in vitro antibacterial activity 

of A. gratissima. The GC-MS analysis identified the presence of 30 different constituents in the 

essential oil of this species, including β-caryophyllene as a major constituent. Accordingly, a 

study by Trovati et al. (2009) identified the presence of 14 constituents in the essential oil of 

the same species, including beta-caryophyllene as one of the main components (Santos et al., 

2015).  

In addition, Dambolena et al. (2010) identified β-elemene (35.7%), viridiflorol (33.6%), 

β-caryophyllene (28%), α-thujone (17.5%), 10-epi-cubebol (13.4%), bicyclogermacrene 

(12.8%), (E)-nerolidol (11.6%), and germacrene D (10.1%), as the main constituents of this 

species. On the other hand, Bersan et al. (2014) reported that E-pinocamphone (16.07%) was 

found as the predominant compound in the essential oil of A. gratissima, while β-caryophyllene 

was not identified among the constituents. These differences are justified by evidence 

demonstrating that the chemical composition of a given species may vary according to the 

method of extraction and collection, as well as the influence of seasonal factors (Figueiredo et 

al., 1997; Santos et al., 2013). 

Table 2. GC-MS profile of the EOAG 

Retention Index Compound % 
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937 Alpha-pinene 6.2 

979 Beta-pinene 7.2 

991 Myrcene 0.5 

1030 Limonene 0.9 

1098 Linalool 0.4 

1139 Nopinone+trans-pinocarveol 1.3 

1145 Trans-verbenol 1.5 

1163 Pinocarvone 1.2 

1194 Mythenol 1.5 

1336 Delta-elemene 0.5 

1417 (E)-beta- caryophyllene 17.3 

1433 Trans-alpha-bergamotene 1.1 

1441 (Z)-beta-bergamotene 3.3 

1449 Alfa-humulene 1.3 

1456 (E)-beta-farnesene + alpha-aromadendrene 0.8 

1477 Gama-muurolene 5.3 

1492 Bicyclogemacrene 7.3 

1505 Beta-bisabolene 0.5 

1509 Beta-curcumene + cubebol 0.8 

1519 Delta-cadinene 0.6 

1541 Cis-sesquisabinene hydrate 1.1 

1565 (E)-nerolidol 9.7 

1575 Spathulenol 3.8 

1578 Caryophyllene oxide 5.9 

1586 Globulol 0.7 

1603 Ledol + rosifoliol 1.3 

1636 Epi-alpha-cadinol 2.2 

1649 Alpha-cadinol 1.2 

1666 Epi-beta-bisabolol 1.1 

2175 Sandaracopimaral 5.3 

TOTAL  91.8% 
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3.2 Antibacterial activities of the EOAG and β-caryophyllene 

 

The antibacterial activity analysis demonstrated that both EOAG and its major 

compound β-caryophyllene presented MIC values equivalent to 32 μg/mL against S. aureus 

(Table 2). However, these treatments presented MIC values above 1,024 μg/mL against E. coli 

and P. aeruginosa. These findings indicate that under the conditions adopted in the present 

study, the treatments showed clinically useful antibacterial activity only against the Gram-

positive strain. 

Our study showed that both EOAG and its primary compound presented clinically 

useful antibacterial activities against S. aureus, but not against E. coli and P. aeruginosa. This 

finding is corroborated by the work of  Pérez-Zamora et al. (2018), who demonstrated that an 

essential oil obtained from Aloysia gratissima containing β-caryophyllene as a major compound 

exhibited antibacterial activity against S. aureus. 

Accordingly, species of the same genus, such as A. polystachya and A. sellowii showed 

potent antibacterial actions against S. aureus, which may be related to the presence of β-

caryophyllene. According to Dahham et al. (2015), this compound is active against both Gram-

negative and Gram-positive bacteria. In addition, Maia et al. (2010) demonstrated that the 

essential oils of Vernonia remotiflora and V. braziliana, which had approximately 40% of β-

caryophyllene in their composition, had antibacterial action against both Gram-negative and 

Gram-positive bacteria, including against S. aureus. Finally, evidence has shown that plants of 

the Verbenaceae family, due to the abundance of phenolic compounds, have excellent 

antibacterial activity (Costa et al., 2017). 

 

Table 3. Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) of the EOAG and β-caryophyllene 

Bacterial Strain 

 

EOAG  

MIC (μg/mL) 

β-caryophyllene 

MIC (μg/mL) 

Escherichia coli 6 ≥ 1,024 ≥ 1,024 

Staphylococcus aureus 10 32 32 

Pseudomonas aeruginosa 24 ≥ 1,024 ≥ 1,024 

 

  

3.3 Antibiotic-enhancing effects of the EOAG and β-caryophyllene 
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Following the antibacterial activity analysis, this study investigated the potential of the 

essential oil and its major compound to potentiate the activity of conventional antibiotics 

against resistant strains of S. aureus, E. coli and P. aeruginosa (Fig. 1).  The in vitro treatment 

with the EOAG potentiated (p <0.0001) the activity of norfloxacin against all bacterial strains 

analyzed in this study. Of note, the essential oil caused a 6-fold reduction in the MIC of the 

antibiotic against resistant strains of S. aureus. The same combination of substances resulted in 

remarkable synergistic effects in inhibiting bacterial growth in E. coli cultures, in which the 

MIC was reduced from 32 μg/mL to 2 μg/mL. In P. aeruginosa cultures, the combination of 

these treatments caused a 10-fold reduction in the MIC, indicating potentiation of antibiotic 

activity. On the other hand, the essential oil did not cause significant changes in the activity of 

gentamicin and erythromycin against the bacterial strains investigated in the study. These 

findings suggest that the EOAG selectively modulates the resistance to different classes of 

antibiotics. 

The present study demonstrated that both the EOAG and β-caryophyllene increased the 

antibacterial activity of norfloxacin against multidrug resistant bacteria. This finding is 

corroborated by a previous study showing that the essential oil of Lippia menosides, which has 

a chemical composition similar to A. gratissima, potentiated the action of ampicillin and 

cephalothin against S. aureus (Guimarães et al., 2014). While in the present work these 

substances have potentiated the effect of antibiotics against Gram-negative bacteria, studies 

with E. coli demonstrated variable results from the combination with conventional antibiotics 

(Oliveira et al., 2006). Nevertheless, evidence has suggested that the potentiating activity of 

this essential oil might be due to the presence of terpenes (Costa et al., 2005). 

 Accordingly, Goren et al. (2011) demonstrated that β-caryophyllene potentiated the 

action of sulfamethoxazole in a disk diffusion model. Moreover, the properties of the different 

chemical constituents found in the essential oil of this species can vary significantly and, 

therefore, should be carefully evaluated (Mahizan et al., 2019; Lewis, 2001). 
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Fig. 1. Modulation of antibiotic resistance by the EOAG in association with norfloxacin, gentamicin or 

erythromycin against MDR of E. coli, S. aureus and P. aeruginosa. **** p < 0.0001 indicates significant 

differences between groups. 

 

To analyze whether the antibacterial action of the EOAG would be associated with the 

activity of its major compound β-caryophyllene, this study investigated the effects of the 

association of this compound with conventional antibiotics under the same experimental 

conditions previously described (Fig. 2).  Like the EOAG, the isolated compound potentiated 

the antibiotic activity of norfloxacin against all bacterial strains. However, β-caryophyllene was 

found to increase the antibacterial activity of erythromycin and gentamicin against P. 

aeruginosa and S. aureus, respectively, suggesting a selective activity by the compound, which 

varied according to the bacterial strain. Nevertheless, considering the comparable antibiotic-

enhancing activity between the essential oil and the isolated compound, it is suggested that the 

effects of the modulating effects of the EOAG on antibiotic resistance result, at least partially, 

from the action of its major constituent β-caryophyllene. 

 On the other hand, a study by Aguiar and collaborators (2015) demonstrated that the 

essential oil of Lantana caatingensis (Verbenaceae), which has β-caryophyllene as the major 

component, differentially modulated the activity of aminoglycoside antibiotics against S. 

aureus and E. coli. In this context, the association with gentamicin showed antagonistic effects 

against both strains. However, the association caused a 75% reduction in the MIC of amikacin 

against S. aureus. In addition, the association with neomycin caused a 50% reduction in the 

MIC of this antibiotic against E. coli, providing evidence of the existence of a link between the 

presence of β-caryophyllene as a major constituent, and the antibiotic-enhancing properties of 

this species. 
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 Dahham et al. (2015), studying the action of β-caryophyllene against Gram-positive 

and Gram-negative bacteria, demonstrated that this compound has potent activity against strains 

of S. aureus, with MIC values ranging between 3 and 4 μM. The authors also suggested that β-

caryophyllene antibacterial activity may be due to interference with antioxidant mechanisms.  

 Studies have shown that essential oils rich in terpenes can show both synergism and 

antagonism in associations with antibiotics, which seems to be influenced by the composition 

of the oil, the mechanism of action of the antibiotic, and the intrinsic characteristics of the 

bacterial strain. However, evidence suggests that terpenes, due to their lipophilic character, can 

alter the permeability of the bacterial cell membrane, causing damage resulting from the loss 

of K+ ions and electrolyte imbalance (Pinto, 2014), leading to the loss of fundamental cellular 

components such as proteins and lipids (Oliveira et al., 2006; Mahizan et al., 2019).  

 

Fig. 2. Modulation of antibiotic resistance by β-caryophyllene in association with norfloxacin, 

gentamicin or erythromycin against MDR of E. coli, S. aureus and P. aeruginosa. **** p < 0.0001 

indicates significant differences between groups. 

 

4. Conclusion 

 

 The essential oil of A. gratissima exhibited antibacterial and antibiotic-enhancing 

activities that are, at least partially, mediated by its major constituent β-caryophyllene. Both 

treatments presented antibacterial activity against S. aureus, in addition to potentiating the 

action of norfloxacin against S. aureus, P. aeruginosa, and E. coli. These substances also 

reversed the degree of antibiotic resistance to gentamicin and erythromycin in cultures of S. 

aureus and P. aeruginosa, respectively.  

 In conclusion, both EOAG and β-caryophyllene have a notable potential for the 

development of new therapies against bacterial resistance. However, further research is needed 



37 
 

to characterize the molecular mechanisms of action of these substances in the model used in the 

present study. 
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4. CAPÍTULO III: CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

4.1 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 Com o presente trabalho pode-se concluir que o óleo essencial da Aloysia gratissima e 

seu composto majoritário β-cariofileno possuem atividade antibacteriana contra 

Staphylococcus aureus. Observa-se que quando associados ao antibiótico norfloxacina 

obteve-se uma ação sinérgica na redução da concentração inibitória mínima de S. aureus, E. 

coli e P. aeruginosa. Verifica-se ainda que o composto isolado pode inferir sinergismo com a 

redução da CIM da gentamicina para S. aureus e eritromicina para P. Aeruginosa. 

 As variáveis encontradas no estudo mostram que para mitigar a resistência bacteriana 

pode-se realizar estudos com a combinação de antibióticos e terapias alternativas associadas 

ao uso de produtos naturais que possuam compostos químicos como o β-cariofileno, como é 

o caso da Aloysia gratíssima, que podem auxiliar futuramente no tratamento de infecções 

causadas por bactérias multirresistentes. 

 

4.2 PERSPECTIVAS DE INVESTIGAÇÕES FUTURAS 

 

 A atividade antibacteriana e ação sinérgica do óleo essencial de A. gratissima podem 

ser depreendidas pela ação do seu composto majoritário β-cariofileno, no entanto é necessário 

o desenvolvimento de mais estudos frente a atividade da planta, uma vez que, a literatura é 

escassa de trabalhos que estudaram a Aloysia gratissima e o seu composto majoritário β-

cariofileno como agentes que favoreçam o sinergismos com antibióticos comumente 

utilizados. Busca-se ainda novas pesquisar in vivo para verificar essa atividade antibacteriana 

e avaliação da toxicidade. 
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5. ANEXOS 

 

5.1 PRODUÇÕES CIENTÍFICAS LIGADAS AO MESTRADO 
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6. APÊNDICE 

 

6.1 METODOLOGIA ESTENDIDA (METHODX)  

 

Origem do produto  

 

 Na extração do óleo essencial foi utilizado ramais terminais da planta. Colhidos nos 

Campos Gerais, Vale do Ribeira e no Litoral do Paraná, assim como também em Atalanta, Santa 

Catarina Sul do Brasil. A coleta foi aleatória de pelo menos 10 plantas individuais. As amostras 

foram secas a 40°C por 24h em secador elétrico (Lawrence, 1951; IBGE, 1992) 

 No campo foram localizadas as espécies, e preparadas as exsicatas para posterior 

identificação botânica e registro fotográfico.  As exsicatas foram transportadas até o Herbário 

do Museu Botânico Municipal de Curitiba e Herbário das Faculdades Integradas Espírita, para 

serem herborizadas (Lawrence, 1951; IBGE, 1992), sendo tombadas no acervo, e também no 

Herbário Royal Botanic Gardens, Kew, Inglaterra. 

 

Extração e determinação da composição química do óleo essencial das folhas de Aloysia 

gratissima 

 Para a extração do óleo essencial foi utilizada a metodologia de hidrodestilação em 

aparelho graduado do tipo Clevenger durante 2 horas e meia. Utilizou-se 1 litro de água para 

cada 50g de folhas secas, com 3 (três) repetições (WASICKY, 1963). Para a verificação do teor 

de umidade das folhas frescas foram coletadas amostras de 20g em triplicata. As folhas foram 

secas por secador elétrico com circulação de ar a 65ºC até atingir peso constante. Após a 

extração o óleo foi coletado com pipeta de precisão e armazenado em freezer que permaneceram 

até o momento da análise. Para determinação do teor de OE em base seca, foi aferido a massa 

total de óleo essencial produzido em relação a quantidade de massa seca de material botânico 

utilizada na extração. 

 A identificação dos constituintes químicos foi realizada por cromatografia em fase 

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os óleos essenciais foram diluídos em 

diclorometano na proporção de 1 % e 1,0 µL da solução foi injetada, com divisão de fluxo de 

1:20 em um cromatógrafo Agilent 6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de massas 

Agilent 5973N. O injetor permaneceu a 250 °C. A separação dos constituintes obteve-se em 

coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm). 
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 Para a quantificação, as amostras diluídas foram injetadas em cromatógrafo Agilent 

7890A equipado com detector de ionização por chama (DIC), operado a 280ºC. A composição 

percentual constou-se pela integração eletrônica do sinal do DIC pela divisão da área de cada 

componente pela área total (área %). 

 A identificação dos constituintes químicos foi obtida por comparação de seus espectros 

de massas com aqueles das espectrotecas (WILEY, 1994; NIST, 2016) e também por seus 

índices de retenção linear, calculados a partir da injeção de uma série homóloga de 

hidrocarbonetos (C7-C26) e comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007). 

 

 Microrganismos, meio de cultura e preparo de inóculo  

 

 A linhagem microbina utilizada foi de bactérias multirresistentes: Pseudomonas 

aeruginosa 24, Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06. A tabela 1 explana a origem e 

o perfil dessas cepas demonstrado no trabalho de Bezerra et al (2017). 

 As bactérias foram inicialmente mantidas em ágar sangue para comprovar o tipo de cepa 

(Laboratorios Difco Ltda., Brazil), depois transferidas para o estoque. Sendo mantidas em dois 

estoques, um em Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco) a 4º C e o outro mantido em glicerol 

em freezer -80 º C. Para o estudo foram utilizados os meios Agar Heart Infusion (HIA, difco 

laboratories Ltda.) e Caldo Brain Heart Infusion (BHI, difco laboratories Ltda.). 

 

Tabela 1: Origem e perfil de resistência a antibióticos das cepas. 
 

Cepas bacterianas 

 

 

Origem 

 

Perfil de resistência 

S. aureus 10 Swab retal Amc, Amox, Amp, Asb, Azi, 

Ca Cef, Cf, Cip, Cla, Clin, Ery, 

Lev, Mox, Oxa, Pen 

E. coli 06 Urina Asb, Ca, Cef, Cfo, Cmp, Cro 

P. aeruginosa 24 Corrimento nasal  Ami, Cip, Com, Ctz, Imi, Lev, 

Mer, Ptz 
Subtítulo: Amc - Amoxicilina + Ácido Clavulânico, Ami - Amicacina, Amox - Amoxicilina, Amp - Ampicilina, Asb - 

Ampicilina + Sulbactam, Azi - Azitromicina, Ca - Cefadroxil; Cef - Cefalexina, Cfo - Cefoxitina, Cip - Ciprofloxacina, Cla 

- Claritromicina, Clin - Clindamicina, Cmp –Cefepima, Cro- Ceftriaxona, Ctz - Ceftazidima, Eri - Eritromicina, Imi - 

Imipenem, Mer - Levoflox, Moxifloxacina, Oxa - Oxacilina, Caneta - Penicilina e Ptz - Piperacilina 

   

Para os testes da pesquisa foram realizados semeios das bactérias em meio sólido e 

mantidas a 4ºC em Heart Infusion Agar (HIA). A partir desse meio sólido realizou-se inóculos 

utilizando tubos de ensaio contendo solução salina estéril, e esse inóculo teve como padrão a 
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escala Mcfarland 0.5 que corresponde a 1,5 x 108 UFC.  Todas as bactérias utilizadas foram de 

semeios realizados no período de 24 horas antes do teste. 

 

Preparo dos antibióticos 

 

 Para o preparo, os antibióticos foram dissolvido em DMSO a 10 mg/mL e diluídos em 

água, diminuindo a concentração para 1024 μg/mL.  

 

Determinação da concentração inibitória mínima (cim) 

  

 Os ensaios da CIM realizou-se em série através da técnica de microdiluição em caldo 

utilizando placas esterilizadas (CLSI, 2009) com adaptação. As culturas bacterianas mantidas 

em ágar estoque sob refrigeração a 80ºC as quais serão repicadas em caldo de infusão de cérebro 

e coração (BHI) e incubadas a 37°C durante 24 h. Posteriormente, Após esse período, foi 

preparado o meio de distribuição na concentração de 10%, que foi adicionado em eppendorfs 

900µL de meio BHI e 100µL de inóculo, e este meio de distribuição foi transferido para cada 

cavidade 100 µL.  

Posteriormente realizou-se a microdiluição do OEAG e do composto β-cariofileno, com 

concentração de 1024 μg/mL, sendo 100 μL nesse meio até penúltima cavidade, sendo a última 

cavidade o controle de crescimento. As concentrações das amostras no meio de cultura 

variavam entre 1024 e 8 μg/mL. Os testes foram realizados em triplicata. As placas foram 

incubadas a 35 ± 2 ºC, durante 24 h. Foi utilizada a resazurina sódica como substância 

reveladora. Esta solução será preparada em água destilada estéril na concentração de 0,01% 

(p/v). Considerou-se inibição poços que não apresentaram crescimento microbiano, ou seja, 

permaneceram com a coloração azul e negativa os que obtiveram coloração vermelha. 

 

Avaliação da interferência do OEAG e β-cariofileno sobre ação potencializadora aos 

antibióticos. 

 

 Na análise da ação do óleo essencial e composto majoritário como potencializadores da 

ação antibiótica, foram utilizadas concentrações subinibitórias (CIM/8) (Coutinho et al., 2008) 

com as cepas P. aeruginosa, E. coli e S. aureus. A CIM dos antibióticos gentamicina, 

eritromicina e norfloxacina, foram avaliadas na presença e na ausência das substâncias teste em 

microplacas estéreis. Todos os antibióticos testados foram obtidos junto à Sigma.   
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 Foram utilizados inóculos padronizados. Do produto β-cariofileno usou-se 

concentrações subinibitórias de CIM/8 referente a metodologia adaptada de Coutinho et al., 

(2008) e Tintino et al., (2018). Nos eppendorfs com volume total de 1,5mL adiciona 10% do 

inóculo bacteriano com o composto majoritário e adicionado meio BHI até completar 1,5 mL. 

Posteriormente realizou-se a transferências de 100μL dessa solução para placas de 

microdiluição de 96 poços preenchendo todos os poços. Foram produzidos controles para os 

antibióticos apenas com o meio BHI e inóculo bacteriano. Após esse processo deu-se isso à 

microdiluição seriada dos antibióticos. Ressaltando que a microdiluição realizada até o 

penúltimo poço. As concentrações variaram de 1024 μg/mL a 0,5 μg/mL. As placas são 

incubadas e reveladas em condições semelhantes a etapa de CIM. 

 

Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos em média geométrica ± desvio padrão, avaliados 

estatisticamente através da análise de variância (ANOVA) seguido pelo pos-test Bonferroni 

utilizando o software GraphPad Prism. 7.0, as diferenças foram consideradas significativas 

quando p < 0,05. 
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