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SUMARIO 

 

 

  A agroecologia tem como um de seus objetivos validar os 

conhecimentos de diversas comunidades na utilização de medicamentos 

elaborados a partir de plantas medicinais, principalmente em países em 

desenvolvimento, que necessitam de alternativas economicamente 

viáveis visando o bem estar animal. Com base nestes objetivos foi 

realizado o estudo da atividade do Origanum vulgare L. e de Thymus 

vulgaris L., plantas que são utilizadas tradicionalmente como tempero, 

através de três formas de extração diferentes por arraste de vapor, 

maceração e decocção. Foram realizados testes in vitro de óleo 

essencial, tintura e decocto, frente a microrganismos relacionados a duas 

enfermidades as dermatofitoses e a otite externa. Dentro destas 

enfermidades foram selecionadas três espécies fúngicas que causam 

dermatofitoses (Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e 

Microsporum gypseum) uma levedura, a Malassezia pachydermatis, e 

duas bactérias (Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) 

envolvidas nas otites externas em cães para serem avaliados frente aos 

diferentes extratos das plantas. Foi utilizado o método de microdiluição 

em caldo e os resultados foram expressos em Concentração Inibitória 

Mínima (CIM-µl/ml) Os óleos essenciais foram extraídos através do 

aparelho Clevenger modificado e as amostras foram submetidas à análise 

por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/EM) 

para caracterização de seus principais constituintes conhecidos como 

timol e o carvacrol. Os óleos essenciais apresentaram CIM mais baixo 

(1%), no entanto, as tinturas apresentaram um rendimento melhor por 

quantidade de planta e extrato obtido. Os extratos que apresentaram 

melhores resultados foram da planta Origanum vulgare L. 
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SUMARY 

 

  The etnoveterinary has as one of their objectives to validate the 

several communities' knowledge in the use of medicines elaborated 

starting from medicinal plants, mainly in developing countries, that need 

alternatives economically viable seeking the good to be animal. With base 

in these objectives the study of the activity of the Origanum vulgare L. was 

accomplished and of Thymus vulgaris L., plants that you/they are used 

traditionally as seasoning, through three forms of different extraction for it 

drags of steam, maceration and decoction. Tests in vitro of essential oil, 

dye and aqueous extract were accomplished, front to microorganisms 

related to two illnesses the dermatofitosis and the external otititis. Inside of 

these illnesses they were selected three fungus that cause dermatofitosis 

(Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes and Microsporum 

gypseum) a yeast, the Malassezia pachydermatis, and two bacteria 

(Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus) involved in the 

external otitis in dogs for us to be appraised front to the different extracts 

of the plants. The both microdiluition method was used in broth and the 

results were expressed in Minimal Inhibitory Concentrations (MIC-µl/ml) 

The essential oils were extracted through the modified Clevenger 

apparatus and the samples were submitted to the analysis by Gaseous 

Chromatography coupled to the Espectrometry of Masses (GC/EM) for 

their main known representatives' characterization as timol and the 

carvacrol. The essential oils presented lower MIC (1%), however, the 

methanol extract presented a better income for amount of plant and 

obtained extract. The extracts that presented better results were of the 

plant Origanum vulgare L. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

  O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades 

acompanha a história da humanidade. Os primeiros povos que 

escreveram obras sobre medicina e plantas medicinais foram os chineses 

e egípcios. Hipócrates utilizou e catalogou centenas de drogas de origem 

vegetal. Em países do terceiro mundo, incluindo o Brasil, onde 70-80% da 

população não tem assistência farmacêutica, as plantas medicinais são 

utilizadas como alternativa terapêutica (SIMÕES,2004). 

  O crescimento do mercado de medicamentos fitoterápicos no 

Brasil é de 15% ao ano, já o mercado de medicamentos sintéticos é de 3-

4%, sendo que apenas 20% da população consomem 63% dos 

medicamentos sintéticos e o restante da população utiliza os produtos de 

origem vegetal como recurso terapêutico (SIMÕES, 2004). 

  As plantas aromáticas utilizadas popularmente como condimento 

na culinária têm sido também muito estudadas no sentido de 

comprovação do seu uso terapêutico. Duas destas plantas, Origanum 

vulgare L (“orégano”) e Thymus vulgaris L. (“tomilho”), tem sido objeto de 

estudo de vários pesquisadores. A potente ação antibacteriana e 

antioxidante desses óleos tem sido amplamente demonstrada 

(STRYCHARZ, SHETTY, 2002; BERTELLI et al., 2003, BURT, 

REINDERS, 2003). 

  A planta Origanum vulgare Linneus (GARCIA et. al., 2001; 

MOCKUTE et.al., 2003), é uma planta perene que se adapta a solos 

secos e calcários (KEN, 1951). Seu caule é ereto, geralmente com uma 

coloração vermelho pardo, quadrangular, piloso, ramificando-se nas 

extremidades superiores, formando touceiras. Suas folhas são 

pecioladas, inteiras, verde-escuras ou ligeiramente acinzentadas, 

apresentam pêlos finos e curtos na face inferior de cada folha. As flores 

apresentam diversas cores como vermelhas, púrpuras e rosadas (QUER, 

1988). 

  O Thymus vulgaris L. é uma planta distribuída em áreas no 

mediterrâneo e Ásia, assim como o orégano pertence à família das 

Lamiáceas (BADI et al, 2004). A planta tem haste lenhosa na base e 
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herbácea na ponta, cujos ramos são eretos, aveludados e de cor branca, 

folhas verde-acinzentadas e pontilhadas na face superior e flores róseas 

ou brancas. O óleo essencial desta espécie contém timol, carvacrol, 

cimol, borneol, linalol, cimeno e pineno, além de taninos (MAFIA, et al, 

2005). 

  A otite externa em pequenos animais é a doença mais comum 

diagnosticada em cães e, portanto é marcante a sua importância na 

clínica. A Malassezia pachydermatis é uma levedura encontrada em otite 

externa como agente perpetuante, facilitada pela utilização excessiva de 

antibacterianos que eliminam bactérias comensais competidoras. 

Segundo Eichenberg (2003), a resistência às drogas antifúngicas se deve 

ao uso indiscriminado destes medicamentos e ainda destaca a 

necessidade de estudos sobre a suscetibilidade da M. pachydermatis 

frente às drogas existentes no mercado. Outra enfermidade comum na 

clínica é a dermatofitose. 

  A dermatofitose é uma micose superficial causada por fungos dos 

gêneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. São fungos 

filamentosos, hialinos, septados, queratinofílicos capazes de colonizar e 

causar lesões clínicas, no extrato córneo em animais e no homem 

(LACAZ,1988; SUMMERBELL, 2000; ARRUDA, 2001; SIDRIM,2004). As 

drogas usadas atualmente podem causar efeitos secundários como 

vômitos, alterações nas funções hepáticas e gastrintestinais em humanos 

(PALACIO et. al, 2002). O objetivo do presente trabalho é comprovar a 

atividade antifúngica e antibacteriana in vitro de extratos das folhas das 

plantas Origanum vulgare L. e Thymus vulgaris L. frente a 

microrganismos que causam dermatofitoses em animais domésticos e 

humanos e otite externa em pequenos animais. 

 



2. METODOLOGIA GERAL 

 

  Para a realização deste trabalho foram utilizados três métodos de 

extração de duas plantas com o intuito de comprovar sua atividade 

antimicrobiana através de Microdiluição em Caldo, avaliadas pela sua 

Concentração Inibitória Mínima (CIM). As plantas utilizadas foram o 

Origanum vulgare L. e o Thymus vulgaris L. conhecidos como “orégano” e 

“tomilho”, respectivamente. Com as duas plantas foram preparadas as 

mesmas formas de extração, um extrato oleoso preparado utilizando-se o 

aparelho Clevenger (Farmacopéia Brasileira, 1988) modificado. Com este 

processo conseguimos obter a partir de 100 g de cada planta um volume 

de 1,7ml de óleo. 

Uma tintura através do processo de maceração em álcool a 70°GL 

durante 15 dias sofrendo agitação diariamente. O volume de planta 

utilizado foi de uma parte pra dez partes do solvente, utilizamos 50g de 

planta para 500ml de álcool de cereais, terminados os cinco dias de 

extração, o extrato foi filtrado e reposto o seu volume original com o 

álcool. Após para a retirada do álcool foi utilizado um evaporador rotativo 

a 55°C sob 600 mm/hg de pressão negativa, para o teste de microdiluição 

em caldo. O decocto foi preparado através da ebulição da planta (2g) em 

água destilada (20ml) por 10 minutos. Os fungos foram cultivados em 

meio Mycosel® (DIFCO) e os inoculos preparados conforme a escala 0,5 

de MacFarland em solução salina 0,9% com Tween 20(NCCLS, 1997). As 

bactérias foram cultivadas em agar-sangue e seu inoculo preparado em 

BHI a temperatura de 37°C, após foram realizadas diluições em BHI 2X.  

  Para determinar a sensibilidade das cepas frente aos extratos de 

O. vulgare L. e T. vulgaris, foi utilizado o método de Microdiluição em 

Caldo (NCCLS, 1997) modificado por Nascente (2001), com determinação 

da Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos extratos das amostras de 

orégano e tomilho (LAMBERT, et. al., 2001; MANOHAR, et. al., 2001). 

Os extratos foram diluídos em base logarítmica dois em água destilada 

estéril e agitados, tantas diluições quanto o suficiente para detecção da 

CIM. 100 μl de cada diluição do extrato e de inoculo foram adicionados a 

uma microplaca de 96 orifícios, as placas foram, então, incubadas a 
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temperatura de 25°C por até 10 dias, para os dermatófitos e temperatura 

de 37°C por 48hs para as bactérias e 37°C por 72hs para os isolados de 

Malassezia pachydermatis. Controles positivos e negativos contendo meio 

de cultura e microrganismo e meio de cultura e extrato, foram mantidos. O 

crescimento microbiano foi verificado por turvação em contraste com os 

controles, e a CIM foi estabelecida pela recíproca da diluição dos extratos 

onde não houve turvação visível, realizando-se média entre as duas 

repetições (LAMBERT, et. al., 2001; MANOHAR, et. al., 2001). 
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Resumo 

A validação de plantas como medicinais permite a sua utilização segura e 

efetiva. As dermatofitoses afetam várias espécies de animais domésticos e o 

homem. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito antimicrobiano de 

diferentes extratos de Origanum vulgare L. (orégano) e de Thymus vulgaris L. 

(tomilho), frente a amostras de Trichophyton mentagrophytes, Microsporum 

canis e Microsporum gypseum através do teste de microdiluição em caldo. 

Foram preparados para a avaliação do efeito antimicrobiano as extrações das 

duas plantas. A CIM média dos óleos essenciais de T. vulgaris (0,88%) e O. 

vulgare (0,96%) foram mais baixas que aquelas obtidas para as tinturas 

(20,83% e 6,83%, respectivamente), embora tenham sido estatisticamente 

significativas somente para o T. vulgaris. Os decoctos tiveram fraco efeito 

antimicrobiano (p<0,0001), com aquele do O. vulgare (57,25%) apresentando 

efeito superior (p=0,0027) ao do T. vulgaris (81,25%). Concluiu-se que todos os 

extratos testados destas plantas atuam sobre os microrganismos testados. Os 

óleos essenciais apresentaram-se mais eficazes, porém com rendimento 

menor por grama de planta do que as tinturas. 

Palavras chave: orégano, tomilho, dermatófitos, antimicrobiano, 

antifúngico. 
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ABSTRACT 

The validation of medicinal plants allows her use holds and it executes. The 

dermatofitosis affect several species of domestic animals and the man. This 

work had for objective to evaluate the effect antimicrobial of different extracts of 

Origanum vulgare L. (oregano) and of Thymus vulgaris L. (thyme), front to 

samples of Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis and Microsporum 

gypseum through the  broth microdilution assay. They were prepared for the 

evaluation of the effect antimicrobial an essential oil, a dye and a aqueous 

extracts of the two plants. Medium MIC of the essential oils of T. vulgaris 

(0,88%) and O. vulgare (0,96%) they were lower than those obtained for the 

dyes (20,83% and 6,83%, respectively), although they have been significant 

estatistically only for the T. vulgaris. The aqueous extract had weak effect 

antimicrobial (p <0,0001), with that of the O. vulgare (57,25%) presenting 

superior effect (p=0,0027) to the of the T. vulgaris (81,25%). it was ended that 

all of the tested extracts of these plants act on the tested microorganisms. The 

essential oils came more effective, however with smaller income for gram of 

plant than the methanol extracts. 

Words key: oregano, thyme, dermatophytes, methanol extract, essential 

oil. 
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INTRODUÇÃO 

 

  O uso de plantas como medicinais se iniciou a partir do momento 

em que o homem primitivo começou a utilizar os vegetais para sua nutrição. 

Foram encontrados indícios do uso empírico de plantas medicinais e tóxicas 

nas civilizações primitivas. No entanto o uso popular das plantas como 

medicamento não é suficiente para atestar a sua indicação, sendo necessária a 

validação desta terapêutica de forma que sua utilização possa ser segura e 

eficiente, para tal devem ser realizados estudos que comprovem sua ação e 

toxicidade (Simões, et al, 2004). 

  As plantas aromáticas utilizadas popularmente como condimento 

na culinária têm sido também muito estudadas quanto a sua aplicação. Duas 

destas plantas, Origanum vulgare L (“orégano”) e Thymus vulgaris (“tomilho”), 

tem sido objeto de estudo de vários pesquisadores. A potente ação 

antibacteriana e antioxidante desses óleos tem sido amplamente demonstrada 

(Strycharz, Shetty, 2002; Bertelli et al., 2003, Burt, Reinders, 2003;). 

  Os microrganismos testados foram escolhidos por causarem 

enfermidades relatadas como freqüentes na clínica, tanto na veterinária quanto 

na medicina humana (Sidrim, et. al., 2004; Balda, et. al., 2004,). 

  Este trabalho teve como objetivo principal, avaliar a presença de 

componentes químicos dos óleos essências e a atividade antimicrobiana dos 

extratos do orégano e tomilho, frente aos dermatófitos, Microsporum canis, 

Microporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Origem das plantas 

  As folhas da planta O. vulgare L. foram obtidas de fonte comercial 

(Quimer Ltda.), já previamente seca e com respectivo laudo agronômico e 

botânico (Anexo 1). T. vulgaris L. foi coletado de horta de plantas medicinais, 

em assentamento da reforma agrária (Cooperativa de Produção Agropecuária 

Vista Alegre), Município de Piratini (4587E, 6070N). As suas folhas foram secas 

ao ar livre, protegidas do sol e da chuva. Uma exsicata foi depositada no 

herbário do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas e 

identificada pela Dra. Leila Macias. 

 

Extração do óleo 

  A extração dos óleos do O. vulgare e do T. vulgaris foi feita por 

arraste de vapor com Clevenger (Farmacopéia Brasileira, 1988) modificado. O 

material a ser extraído foi colocado em um balão de vidro, com água destilada 

estéril na proporção de 100g de planta para 500ml de água destilada estéril, e 

através da ebulição, uma corrente de vapor de água arrasta o óleo. A mistura 

de vapores é conduzida a um condensador onde são recolhidos em um 

separador. O óleo foi recuperado por decantação e após, seco com Na2SO4 

anidro e concentrado sob nitrogênio (Craveiro, et. al., 1981). 

 

Cromatografia 

  A análise cromatográfica foi realizada por Cromatografia Gasosa 

acoplada à Espectrometria de Massas (CG/EM). realizada no laboratório de 

fitoquímica, no Instituto de Química orgânica da Universidade Federal de 

Pelotas. Foi injetado no cromatógrafo (GC/FID Shimadzu Mod. 17 A, coluna 

capilar com 5% diphenil/95% dimethylsiloxane) 1µl da amostra de óleo das 

plantas no cromatógrafo, com objetivo de caracterizar e comparar os 

constituintes principais timol e carvacrol das duas plantas. 

 

Preparação das tinturas 

  Tinturas das plantas foram preparadas utilizando-se uma parte 

das plantas secas para dez partes de álcool de cereais a 70° GL. As plantas 
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permaneceram em maceração por 15 dias e os frascos foram agitados três 

vezes por dia durante este período (Farmacopéia Brasileira, 1988), quando foi 

filtrado, reposto o volume com o álcool e armazenado em frasco âmbar até o 

seu uso. Após, o álcool foi retirado da tintura para o teste in vitro utilizando-se 

evaporador rotativo a 55°C sob 600 mm/hg de pressão negativa. Após a 

retirada do álcool o volume inicial foi restituído com água destilada estéril. 

 

Preparação dos decoctos 

  Os decoctos foram preparados utilizando-se uma parte da planta 

para dez de água destilada estéril mantida em ebulição por 10 minutos 

(FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1988). Foram preparados momentos antes de 

sua utilização devido à possibilidade de degradação do extrato (Simões, 2004). 

 

Dermatófitos 

  Utilizou-se três espécies de dermatófitos - Microsporum canis 

(ATCC 32903), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533) e Microsporum 

gypseum (ATCC 14683) - gentilmente cedidos pela Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ). Os isolados de campo foram obtidos de casos clínicos de 

dermatofitose em cão (M. canis), chinchila (T. mentagrophytes) e o M. gypseum 

foi isolado do solo através da técnica de isca (Lacaz, 1998). 

 

Concentração Inibitória Mínima: 

  Para determinar a sensibilidade das cepas frente aos extratos de 

O. vulgare L. e T. vulgaris L., foi utilizado o método de Microdiluição em Caldo 

(NCCLS, 1997) modificado por Nascente (2001), com determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos extratos das amostras de orégano e 

tomilho (Lambert, et. al., 2001; Manohar, et. al., 2001). Os microrganismos 

foram ativados através do cultivo prévio em meio Mycosel® e o inoculo 

preparado por diluição em meio de cultura Sabouraud líquido, à concentração 

de 103UFC/mL. Os extratos foram diluídos em base logarítmica dois em água 

destilada estéril e agitados, tantas diluições quanto o suficiente para detecção 

da CIM. 100 μl de cada diluição do extrato e de inóculo foram adicionados a 

uma microplaca de 96 orifícios, as placas foram, então, incubadas a 

temperatura de 25°C por até 10 dias. Controles positivos e negativos contendo 
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meio de cultura e microrganismo e meio de cultura e extrato, foram mantidos. O 

crescimento microbiano foi observado através da verificação do crescimento de 

colônias fúngicas em contraste com os controles, e a CIM foi estabelecida pela 

recíproca da diluição dos extratos onde não houve turvação visível nas duas 

repetições (Lambert, et. al., 2001; Manohar, et. al., 2001). 

 

 

Análise estatística 

 Para comparação do efeito dos diferentes extratos de cada planta, foi 

realizada a análise de variância e teste de Tukey para comparação entre 

médias. A comparação dos tipos de extratos entre as plantas, realizou-se o 

pareamento entre as amostras e teste T para comparação entre pares. Todas 

as análises foram realizadas com o programa Statistix 8. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

  A cromatografia mostrou diferenças dos constituintes entre as 

plantas. O óleo de Thymus vulgaris apresentou sete picos compatíveis com os 

padrões utilizados (Mirceno, p-cimeno, 1,8 cineol, linalol, 4-terpineol, α-

Terpineol e timol). Pelo menos outros 17 constituintes foram observados, 

muitos deles em quantidades maiores que o teor de timol. A quantidade de 

carvacrol cujo pico aparece muito sutil no cromatograma, indicando uma 

quantidade muito baixa deste constituinte. Daferera et al. (2000) identificou alto 

teor de Timol (63%) em tomilho de origem grega. 

O óleo de T. vulgaris L. apresentou uma quantidade grande de 

constituintes, que não estavam incluídos nos padrões utilizados na análise 

(Tabela 1). Dos constituintes caracterizados observou-se razão alta entre as 

concentrações de timol e carvacrol, cujo pico aparece muito sutil no 

cromatograma por sua quantidade ser muito baixa não foi destacado no 

cromatograma (Figuras 1 e 2). Vários fatores influenciam na composição dos 

óleos como fotoperíodo, altitude, temperatura do ar e disponibilidade de água. 

Esses fatores podem causar mudanças nas plantas não só na morfologia e 

anatomia como, mas também em sua fisiologia e produtividade (KOFIDIS, et. 

al., 2003). 
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Tabela 1: Relação de padrões utilizados na análise cromatográfica injetados numa 
concentração de 40 ppm.Padrão 15 AM (união dos 15 padrões) 
N° Composto Tempo de retenção Fórmula Molecular Peso Molecular 
1 α-pineno 10,44 C10H16 136 
2 Canfeno 11,18 C10H16 136 
3 β-pineno  12,76 C10H16 136 
4 Mirceno 13,83 C10H16 136 
5 α-terpineno 15,28 C10H16 136 
6 p-cimeno 15,76 C10H14 134 
7 Limoneno 16,05 C10H16 136 
8 1,8-cineol 16,14   
9 γ-terpineno 18,08 C10H16 136 

10 terpinoleno 20,06 C10H16 136 
11 Linalol 20,96 C10H18O 154 
12 4-terpineol 26,15 C10H18O 154 
13 α-terpineol 27,12 C10H18O 154 
14 Timol 34,48 C10H14O 150 
15 Carvacrol 35,06 C10H14O 150 

Condições do CG /FID : Método Terpeno3: 40°C – 2°C/min – 145°C – 10°C/min –  280 °C 
(10min) Td= 280°C   Tinj= 280°C  Tcol= 40°C split 1/50 
 

 

 

Figura 1: Cromatograma do óleo essencial de Origanum vulgare L. Análise foi realizada por 
cromatografia gasosa utilizando-se 15 padrões de constituintes. 

Relação de padrões injetados numa concentração de 40 ppm.Padrão 15 AM (união dos 15 
padrões)- 1-α-pineno; 2-Canfeno; 3-β-pineno; 4-Mirceno; 5-α-terpineno; 6-p-cimeno; 7-
Limoneno; 8-1,8-cineol; 9-γ-terpineno; 10-Terpinoleno; 11-Linalol; 12-4-terpineol;13-α-terpineol; 
14-Timol; 15-Carvacrol 
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Figura 2: Cromatograma do óleo essencial de Thymus vulgaris L. Análise realizada por 
cromatografia gasosa utilizando-se 15 padrões de constituintes. 

 
Relação de padrões injetados numa concentração de 40 ppm.Padrão 15 AM (união dos 15 
padrões)- 1-α-pineno; 2-Canfeno; 3-β-pineno; 4-Mirceno; 5-α-terpineno; 6-p-cimeno; 7-
Limoneno; 8-1,8-cineol; 9-γ-terpineno; 10-Terpinoleno; 11-Linalol; 12-4-terpineol;13-α-terpineol; 
14-Timol; 15-Carvacrol 
 
  Quanto ao O. vulgare L., puderam ser identificados 10 

constituintes relacionados aos padrões (α-terpineno, p-cimeno, limoneno, γ-

terpineno, terpinoleno, linalol, 4-terpineol, α-Terpineol, timol e carvacrol), sendo 

a relação timol x carvacrol próxima a 1:1. Ainda, o pico de 4-terpineol 

apresentou-se muito semelhante ao dos constituintes principais, indicando alto 

teor deste constituinte.  

Diversos autores tem descrito a análise cromatográfica de óleo de orégano. 

Segundo Simões (2004), dentre os compostos presentes no óleo essencial de 

orégano, encontramos pineno, terpineno, canfeno, linalol, terpineol, terpineol-4, 

cis-sabineno hidratado, carvacrol, timol, acetato de linalila, acetato de cis-

sabineno hidratado, germacreno, cariofileno e espatulenol, sendo que dentre 

estes, podemos destacar como princípios ativos mais abundantes o carvacrol e 

o timol (SKOULA, M., et. al.,1999, LAMBERT, R.J.W., 2001). 

  Rodrigues et al. (2004), identificaram uma proporção muito 

superior de timol do que carvacrol em O. vulgare L. cultivado na região sul do 

Rio Grande do Sul. Também, nessa amostra pode ser identificada grande 

quantidade de hidrato de cis-sabineno (pico de amplitude semelhante ao do 

timol). 

 A variação na constituição do óleo essencial do O. vulgare L. tem levado 

a tentativa de classificar a planta em diferentes quimiotipos de acordo com o 
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principal constituinte (SKOULA, et. al., 1999). Esta variação é dependente da 

variedade do orégano, da altitude, sazonalidade e outras características 

agronômicas (Mockute et al., 2003; Kofidis et al., 2003). 

  As CIM para os diferentes extratos frente aos microrganismos 

testados é apresentada na Tabela 2. Apesar dos constituintes das duas plantas 

serem diferentes, a CIM dos óleos foi próxima a 1% tanto para as cepas de 

referência como para os isolados de campo. Shin e Lin (2004) encontraram a 

mesma CIM de 1%, do óleo de T. vulgaris L. frente ao T. mentagrophytes e 

0,5% utilizando para este fungo somente o timol. Sökmen (2004) testou o óleo 

essencial de Origanum acutiens frente a M. canis e T. mentagrophytes através 

do método de microdiluição em disco e obteve respectivamente 32 mm halo de 

inibição e não obteve inibição do T. mentagrophytes. O baixo teor de timol e 

caravacrol do óleo essencial de T. vulgaris L. sugere que existam outros 

constituintes com ação antifúngica. 

 

TABELA 2: Concentração Inibitória Mínima* dos diferentes extratos de Origanum vulgare L. e 
Thymus vulgaris L.frente aos dermatófitos . 

 Origanum vulgare L. Thymus vulgaris L. 
Identificação dos 

 isolados 
Óleo 
(%) 
b,x**  

Tintura 
(%) 
b,x 

Decocto 
(%) 
a,x 

Óleo 
(%) 
c,x  

Tintura 
(%) 
b,y 

Decocto 
(%) 
a,y 

Microsporum 
gypseum  

 

ATCC 
14683 

1 6,25 37,5 1 3,67 75 

solo 1 2,13 37,5 0,75 37,5 75 
Trichophyton 

mentagrophytes 
ATCC 
9533 

1 12,5 100 1 25 100 

chinchila 1 12,5 75 1 25 100 
Microsporum 

canis 
ATCC 
32903 

0,75 3,17 18,75 0,5 9,37 37,5 

cão 1 6,25 75 1 25 100 
100=sem inibição 
* CIM expresso em concentração de extrato (v/v). 
** Letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) entre o CIM médio dos extratos, 
quando comparados diferentes extratos de cada planta (a, b e c) e o mesmo tipo de extrato 
entre as duas plantas (x,y). 
 

As tinturas apresentaram CIM mais elevada do que o óleo 

essencial. No entanto, diferenças significativas entre estes extratos foram 

detectadas somente nos extratos de T. vulgaris L. A tintura de “orégano” foi 

mais eficaz que a de “tomilho”. 

Outro aspecto a ressaltar é a relação quantidade de planta 

utilizada para preparação do extrato e CIM obtido. Na obtenção do óleo 
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essencial, utilizou-se 100 g das plantas para obter 1,7 ml de óleo essencial, 

enquanto que na preparação da tintura, com 10 g se obtém a mesma 

quantidade de extrato. Ao relacionarmos com o CIM desses extratos, indica 

que o rendimento de 1 g de planta preparada pelo método da tintura apresenta 

maior efeito antifúngico do que uma grama submetida a extração de óleo 

essencial. 

  Os decoctos das plantas apresentaram-se menos eficazes, com 

CIM variando de 25% a 18,75% nenhuma inibição do crescimento dos 

microrganismos. O decocto de orégano não foi eficaz frente ao isolado de T. 

mentagrophytes e o de tomilho frente a M. gypseum de referência, os dois T. 

mentagrophytes e ao isolado de M. canis. 

 

 
 

CONCLUSÃO 

 

  Todos os extratos inibiram o crescimento dos fungos com 

diferentes CIM, o extrato oleoso obteve o melhor resultado, porém o 

rendimento obtido por esta forma farmacêutica é bem menor por grama de 

planta com relação aos outras formas de extração. Serão necessárias análises 

dos outros tipos de extratos para comparação entre eles dos constituintes 

extraídos em cada forma de extração. 
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Resumo 

 

O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades acompanha a 

história da humanidade. Os primeiros povos que escreveram obras sobre 

medicina e plantas medicinais foram os chineses e egípcios. Hipócrates utilizou 

e catalogou centenas de drogas de origem vegetal. A otite externa em 

pequenos animais é a doença mais comum diagnosticada em cães e, portanto 

é marcante a sua importância na clínica. O objetivo deste trabalho foi 

apresentar uma possível alternativa de tratamento para a otite externa através 

da avaliação da atividade antimicrobiana in vitro de três tipos de extratos das 

plantas Origanum vulgare L. (orégano) e de Thymus vulgaris (tomilho), um 

extrato oleoso, uma tintura e um decoto. Os extratos foram testados através de 

microdiluição em caldo frente a isolados de Malassezia pachydermatis, 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) e Staphylococcus aureus (ATCC 

12600). Foi realizada análise cromatográfica dos óleos, para comparação dos 

seus constituintes. Os extratos oleosos apresentaram CIM mais baixa frente os 

microrganismos, no entanto, os extratos com melhor rendimento foram as 

tinturas. 
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cromatografia, otite externa. 

ABSTRACT 

The use of medicinal plants in the treatment of illnesses accompanies the 

humanity's history. The first people that wrote works on medicine and medicinal 

plants were Chinese and Egyptian. Hipocrates used and it classified hundreds 

of drugs of vegetable origin. The external otitis in small animals is the most 

common disease diagnosed in dogs and, therefore it is outstanding her 

importance in the clinic. The objective of this work was to present a possible 

treatment alternative for the external otitis through the evaluation of the activity 

antimicrobial in vitro of three types of extracts of the plants Origanum vulgare L. 

(“oregano”) and of Thymus vulgaris L.(“thyme”), an oil extract, a methanol 

extract and one aqueous extract. The extracts were tested through broth 

microdilution assay front the isolated of Malassezia pachydermatis, 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) and Staphylococcus aureus (ATCC 

12600). analysis chromatography of the oils was accomplished, for their 

representatives' comparison. The oily extracts presented CIM lower front the 

microorganisms, however, the extracts with better income were the methanol 

extracts. 

Key words: Origanum vulgare, Thymus vulgaris, extracts, 

chromatography, otitis. 
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INTRODUÇÃO 

 

  A história relata o uso de plantas superiores e de suas 

preparações no tratamento de diversas enfermidades (MITSCHER et al., 1987). 

As plantas condimentares têm motivado inúmeras análises dos mais variados 

tipos de eventos e tem propiciado avanços importantes para o tratamento de 

várias patologias. Embora questões como estratégias a serem empregadas no 

estudo das plantas, tipos de extratos a serem preparados, métodos utilizados e 

sua reprodução em experimentos não são aspectos que se encontram em total 

concordância entre os pesquisadores, há um aspecto em comum que todos 

concordam: se a seleção de plantas for feita a partir de seus usos tradicionais 

(uso popular) a margem de sucesso da pesquisa é muito maior por estas 

observações se tratarem de indicativos das propriedades das plantas 

medicinais (DI STASI, 1996). 

  A planta Origanum vulgare L. (GARCIA et. al., 2001; MOCKUTE 

et.al., 2003), é uma planta perene que se adapta a solos secos e calcários 

(KEN, 1951). O Thymus vulgaris L. é uma planta distribuída em áreas no 

mediterrâneo e Ásia, assim como o orégano pertence à família das Lamiáceas 

(BADI et al, 2004), os componentes destas plantas são estudados por alguns 

autores que caracterizam seus componentes principais como timol e carvacrol 

(SIATIS, et al., 2005; DAFERERA, et. al., 2000; GUILLÉN & MANZANOS, 

1998) 

O óleo essencial de tomilho apresenta ações anti-séptica, 

expectorante, carminativa e antiespamódica relacionadas ao teor em timol e 

carvacrol, que constituem 40 a 50% do óleo essencial utilizado como anti-

séptico, flavorizante e antioxidante. Comparados com o fenol, o timol e o 

carvacrol apresentam maior atividade antibacteriana e antifúngica e menor 

toxicidade (SIMÕES, 2004). 

 A otite externa em pequenos animais é a doença mais 

comumente diagnosticada em cães e, portanto é marcante a sua importância 

na clínica (CRESPO, et. al., 2002; PLANT, et. al., 1992) A ocorrência de M. 

pachydermatis é encontrada em otite externa como agente perpetuante, 

facilitada pela utilização excessiva de antibacterianos que eliminam bactérias 

comensais competidoras (LOBELL, 1995). 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Origem das plantas 

  As folhas da planta O. vulgare L. foram obtidas de fonte comercial 

(Quimer Comercial Ltda.), já previamente secas e com respectivo laudo 

agronômico e botânico. T. vulgaris L foi coletado de horta de plantas 

medicinais, em assentamento da reforma agrária (Cooperativa de Produção 

Agropecuária Vista Alegre), Município de Piratini (4587E, 6070N). As suas 

folhas foram secas ao ar livre, protegidas do sol e da chuva. Uma exsicata foi 

depositada no herbário do Instituto de Biologia da Universidade Federal de 

Pelotas e identificada pela Dra. Leila Macias. 

 

Extração do óleo das amostras 

  A extração dos óleos do Origanum vulgare e do Thymus vulgaris 

foi feita por arraste de vapor com Clevenger modificado conforme a 

FARMACOPÉIA BRASILEIRA (1988), 100g de cada planta foram colocadas 

em um balão de vidro com 500ml água destilada estéril, através da ebulição o 

vapor passou pelo aparelho arrastando o óleo. A mistura de vapores foi 

conduzida a um condensador onde os vapores voltaram ao estado líquido e 

foram recolhidos em um separador. O volume de óleo retirado após quatro 

horas de extração de cada planta foi de 1,7ml. Os óleos foram retirados por 

decantação e após serão secos com Na2SO4 anidro e concentrado sob 

nitrogênio (CRAVEIRO et. al., 1981). 

 

 

Cromatografia 

  A análise cromatográfica foi realizada por Cromatografia Gasosa 

acoplada à Espectrometria de Massas (CG/EM). realizada no laboratório de 

fitoquímica, no Instituto de Química orgânica da Universidade Federal de 

Pelotas. Foi injetado no cromatógrafo (GC/FID Shimadzu Mod. 17 A, coluna 

capilar com 5% diphenil/95% dimethylsiloxane) 1µl da amostra de óleo das 

plantas no cromatógrafo, com objetivo de caracterizar e comparar os 

constituintes principais timol e carvacrol das duas plantas. 
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Preparação das tinturas 

  Foram preparadas tinturas das plantas utilizando-se uma parte 

das plantas secas para dez partes de álcool de cereais a 70° GL. As plantas 

permaneceram em maceração por 15 dias e os frascos foram agitados várias 

vezes por dia durante este período (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1988). 

Após o período de maceração, as tinturas foram filtradas, restituídos os 

volumes de álcool e conservadas em frasco âmbar até a sua utilização. No dia 

do teste foi retirado o álcool utilizando-se evaporador rotativo à 55°C sob 600 

mm/hg de pressão negativa. Após a retirada do álcool o volume inicial foi 

reposto com água destilada estéril, para a utilização das tinturas nos testes de 

microdiluição. 

 

Preparação dos decoctos 

  Os decoctos (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1988). foram 

preparados utilizando-se uma parte da planta para dez de água destilada estéril 

mantida em ebulição por 10 minutos. Foram preparados momentos antes de 

sua utilização devido à possibilidade de degradação do extrato (SIMÕES, 

2004). 

 

Microrganismos 

  Para determinar a susceptibilidade das cepas frente aos extratos 

de Origanum vulgare L. e Thymus vulgaris L. será utilizado o método de 

Microdiluição em Caldo (NCCLS, 1997) modificado por Nascente (2001), com 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos extratos das 

amostras de orégano e tomilho (LAMBERT, et. al.,2001; MANOHAR, et. 

al.,2001). As cepas de referência de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) 

e Staphylococcus aureus (ATCC 12600). foram ativadas através do cultivo em 

ágar sangue e BHI líquido, mantidos sob agitação. Os isolados de Malassezia 

pachydermatis foram obtidos através da coleta de material do meato acústico 

externo de cães com otite externa clínica utilizando-se swabs estéreis e feita a 

semeadura em meio Mycosel®(DIFCO)  cultivadas em estufa a temperatura de 

35°C. Após 72hs foi observado crescimento das colônias, que foram 
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identificadas através do seu exame macro, microscópico e por sua 

característica não lipo-dependente. 

  Os extratos foram diluídos em base logarítmica dois em meio de 

cultura e cem μl de cada diluição foram adicionados em orifício de uma 

microplaca de 96 orifícios. Os microrganismos foram diluídos em meio de 

cultura e foram colocados cem μl em cada orifício das microplacas. As placas 

foram incubadas a 37°C por 72 horas para Malassezia pachydermatis e 24 

horas para as bactérias. Foram mantidos controles positivos e negativos, duas 

repetições foram realizadas. O crescimento microbiano foi avaliado por 

turvação e a CIM foi a recíproca da diluição dos extratos onde não houve 

crescimento visível (LAMBERT, et. al.,2001; MANOHAR, et. al.,2001). 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

  A cromatografia mostrou diferenças dos constituintes entre as 

plantas. O óleo de Thymus vulgaris apresentou sete picos compatíveis com os 

padrões utilizados (Mirceno, p-cimeno, 1,8 cineol, linalol, 4-terpineol, α-

Terpineol e timol). Ao menos outros 17 constituintes foram observados, muitos 

deles em quantidades maiores que o teor de timol. A quantidade de carvacrol 

cujo pico aparece muito sutil no cromatograma, indicando uma quantidade  

muito baixa deste constituinte. Daferera et al. (2000) identificou alto teor de 

Timol (63%) em tomilho de origem grega. 

  Quanto ao O. vulgare L., puderam ser identificados 10 

constituintes relacionados aos padrões (α-terpineno, p-cimeno, limoneno, γ-

terpineno, terpinoleno, linalol, 4-trpineol, α-Terpineol, timol e carvacrol), sendo 

a relação timol x carvacrol próxima a 1:1. Ainda, o pico de 4-terpineol 

apresentou-se muito semelhante ao dos constituintes principais.  

Rodrigues et al. (2004) identificaram uma proporção muito 

superior de timol do que carvacrol em O. vulgare L. cultivado na região sul do 

Rio Grande do Sul. Também, nessa amostra pode ser identificada grande 

quantidade de hidrato de cis-sabineno (pico de amplitude semelhante ao do 

timol). 
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 A variação na constituição do óleo essencial tem levado a 

tentativa de classificar a planta em diferentes quimiotipos de acordo com o 

principal constituinte (SKOULA, 1999). Esta variação é dependente da 

variedade do orégano, da altitude, sazonalidade e outras características 

agronômicas (MOCKUTE et al., 2003; KOFIDIS et al., 2003). 

  Os resultados do CIM para os extratos das plantas avaliados 

estão expressos na Tabela 1. Apesar dos constituintes das duas plantas serem 

diferentes, a CIM do óleo de orégano e de tomilho foram iguais para as quatro 

amostras de M. pachydermatis (0,5%). Com relação as tinturas, a planta que 

apresentou melhor resultado foi o tomilho com CIM média de 50%. A CIM do 

decocto do orégano foi de 25%, o decocto de tomilho não apresentou inibição 

dos isolados de M. pachydermatis. Foram realizadas médias entre as 

repetições para estabelecer os valores da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM). Frente as bactérias o melhor resultado foi dos óleos, sendo que a CIM 

do óleo de orégano frente a P. aeruginosa foi de 12% e frente ao S. aureus foi 

de 1,56%, a CIM do óleo de tomilho foi de 5% para P. aeruginosa e 1,25% para 

S. aureus. Hammer et. al. (1999) utilizou óleos comerciais e obteve a CIM de 

2,0% para P. aeruginosa e para S. aureus 0,12%, sua CIM para o óleo de 

tomilho foi de >2,0% para P. aeruginosa e para S. aureus 0,25%.  

 

 

TABELA 1: Resultado do teste de microdiluição em caldo, dos extratos das folhas de 
Origanum vulgare L. e Thymus vulgaris L. frente aos quatro isolados de Malassezia 
pachydermatis. 

 Origanum vulgare L. Thymus vulgaris L. 

Identificação dos 

 isolados 

Óleo 

(%) 
b,x**  

Tintura 

(%) 
b,x 

Decocto 

(%) 
a,x 

Óleo 

(%) 
c,x  

Tintura 

(%) 
b,y 

Decocto 

(%) 
a,x 

Malassezia pachydermatis 01 0,5 25 100 0,5 50 100 

Malassezia pachydermatis 02 0,5 25 100 0,5 50 100 

Malassezia pachydermatis 03 0,5 25 100 0,5 50 100 

Malassezia pachydermatis 04 0,5 25 50 0,5 50 100 

Mp 01, Mp 02, Mp 03, Mp 04 referem-se à identificação dos isolados;  
100=sem inibição. 
* CIM expresso em concentração de extrato (v/v). 
** Letras diferentes indicam diferenças significativas (p<,05) entre o CIM médio dos extratos, 
quando comparados diferentes extratos de cada planta (a, b e c) e o mesmo tipo de extrato 
entre as duas plantas (x,y). 
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TABELA 2: Resultado do teste de microdiluição em caldo dos extratos das plantas Origanum 
vulgare L. e Thymus vulgaris L. frente as bactéria Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus 
aureus. 

 Origanum vulgare L. Thymus vulgaris L. 

Identificação dos 

 isolados 

Óleo 

(%) 
b,x**  

Tintura 

(%) 
b,x 

Decocto 

(%) 
a,x 

Óleo 

(%) 
c,x  

Tintura 

(%) 
b,y 

Decocto 

(%) 
a,x 

P. aeruginosa (ATCC 10145) 12 18,75 75 5 100 100 

S. aureus (ATCC 12600). 1,56 6,25 12,5 1,25 50 50 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

 

  Todos os extratos oleosos e tinturas inibiram o crescimento dos 

fungos e das bactérias, o extrato oleoso obteve o melhor resultado, porém o 

rendimento obtido por esta forma farmacêutica é bem menor por grama de 

planta com relação aos outras formas de extração. No geral os extratos do 

orégano apresentaram os melhores resultados quando comparados aos 

extratos do tomilho. 
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5.CONCLUSÕES GERAIS 

 

  Todos os extratos inibiram o crescimento dos fungos e das 

bactérias com exceção dos decoctos que não apresentaram resultados 

tão satisfatórios, o extrato oleoso obteve o melhor resultado, porém o 

rendimento obtido por esta forma farmacêutica é bem menor por grama 

de planta com relação aos outras formas de extração.  
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