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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial (OE) das folhas de Cymbopogon
citratus (D. C.) Stapf. sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli e verificar a possibilidade de sinergismo e/ou
antagonismo do OE quando combinado com os antimicrobianos vancomicina e cloranfenicol. A extracdo do OE foi
realizada com o sistema extrator tipo Clevenger. Para os testes, foram utilizadas cepas de S. aureus e E. coli, que foram
ativadas e mantidas no Laboratério de Microbiologia da UNEB, Campus X. Utilizou-se placas de Petri contendo Agar
Miiller-Hinton aplicando a metodologia de disco-difusdo. Em trés placas foram feitas as analises com o OE extraido do
Clevenger onde em cada uma delas foram semeadas suspensoes de S. aureus e depositados seis discos: um disco branco
com solugdo salina (controle negativo); um disco do antimicrobiano vancomicina (controle positivo) e quatro discos
com diferentes concentragdes (100%; 50%; 25% e 12,5%) do OE diluido em Tween 80. A mesma técnica foi aplicada
para o teste frente a E. colli, utilizando-se o antimicrobiano cloranfenicol. Houve atividade antimicrobiana do OE frente a
S. aureus e E. coli. Ao verificar a combinag¢do do OE com os antimicrobianos observou-se que nio houve agio sinérgica
ou antagdnica tanto com a vancomicina, quanto com o cloranfenicol. Conclui-se que o OE de Cymbopogon citratus

(D. C.) Stapf. possui atividade antimicrobiana sobre S. aureus e E. coli.

Palavras-chave: susceptibilidade, 6leo vegetal, microrganismo, planta.

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the antimicrobial potential of essential oil (EO) from leaves of Cymbopogon citratus
(D. C.) Stapf. on Staphylococcus aureus and Escherichia coli and to verify the possible synergism and/or antagonism
of the EO when combined with the antimicrobials vancomycin and chloramphenicol. The extraction of the EO was
performed with the Clevenger extractor system. For the tests, strains of S. aureus and E. coli were used, which were
activated and maintained in the Microbiology Laboratory of UNEB, Campus X. The testes were performed using Petri
dishes containing Miiller-Hinton Agar and applying the disc-diffusion methodology. Analyses were performed using
three dishes containing the EO extracted by the Clevenger. In each dish, suspensions of S. aureus were plated and six
discs were deposited: a white disc with saline solution (negative control); one disc of the antimicrobial vancomycin
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(positive control), and four discs with different concentrations (100%, 50%, 25% and 12.5%) of the diluted EO in Tween

80. The same procedure was applied for the test against E. coli, using the chloramphenicol antimicrobial. Results show

that there was antimicrobial activity of the EO against S. aureus and E. coli. The analysis of the combination of EO with

antimicrobials suggests that there was no synergistic or antagonistic action, both with vancomycin and chloramphenicol.

In conclusion, the results of this work show that the EO of Cymbopogon citratus (D. C.) Stapf. presents antimicrobial

activity against S. aureus and E. coli.

Keywords: susceptibility, vegetable oil, microorganism, plant.

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela humanidade tem
seus registros desde a antiguidade. Ha relatos pictdricos
de seis mil anos atras, entre os egipcios, sobre praticas
associadas a cura de males, através dos aromas obtidos
de partes especificas de certos vegetais, como resinas,
folhas, flores, sementes etc. (Siani et al., 2000).

No decorrer dos anos, a utilizagdo de plantas
medicinais como recurso fitoterapico tem crescido em
frequéncia. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), 80% da populagdo mundial recorre as plantas
medicinais para suprir suas necessidades primarias de
satde (Colussi et al., 2011).

Dentre os componentes utilizados na medicina
popular encontram-se os 6leos essenciais (OE). Estes
sdo considerados os elementos antimicrobianos mais
importantes, presentes em plantas, pois representam
potenciais principios ativos que podem ser utilizados
como defensivos no combate de insetos, bactérias e
fungos (Mengai, 2010).

Os OE sao produtos volateis do metabolismo
secundario de plantas aromaticas, formados em células
especiais e encontrados em folhas, flores, sementes, cascas,
tubérculos, caules e raiz (Bizzo et al., 2009; Pereira, 2006).
Os mesmos sdo constituidos de substancias terpénicas
(pequenas moléculas compostas por hidrocarbonetos
que ocorrem em plantas e animais) e eventualmente,
de fenilpropanoides, acrescidos de moléculas menores,
como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta
(Siani et al., 2000).

Por apresentar principios ativos com alto potencial
no controle de microrganismos, os OE tém sido uma
alternativa muito utilizada como produtos antissépticos,
anti-inflamatorios e antibacterianos, exercendo papel

fundamental na defesa contra microrganismos e

predadores e, também, na atracdo de insetos e outros
agentes fecundadores (Probst, 2012; Siani et al., 2000).

Estes componentes fitoterapicos representam uma
opg¢ao para aqueles que procuram habitos saudaveis e
seguranca alimentar (Pereira, 2006). De acordo com
Vilaga et al. (2005), os OE possuem propriedades
farmacoldgicas que conferem sua utilizagdo como
analgésicos, sedativos, expectorantes, estimulantes e
estomaticos na composi¢ao de diversos medicamentos.
Assim, 0s mesmos representam um importante produto
para as industrias de perfumaria, cosmética, alimenticia
e farmaceéutica (Trancoso, 2013).

De acordo com Santos (2011), nos ultimos anos tem-
se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais
que visam obter novos compostos com propriedades
terapéuticas, tendo como principal foco a busca por
substancias alternativas para o controle de organismos
resistentes a antimicrobianos e o interesse em reduzir
doengas e danos econdmicos causados por patdgenos.

Neste sentido, sabe-se que as plantas medicinais
tém grande importancia ndo somente como matéria prima
para o desenvolvimento de novos remédios, mas também
como modelos para compostos farmacologicamente
ativos que sdo eficientes no controle do crescimento
de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo
fungos filamentosos, leveduras e bactérias (Duarte, 2006).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é
atualmente um dos problemas de saude publica mais
relevante a nivel global, dado que apresenta consequéncias
clinicas e econdmicas preocupantes, estando associada
ao uso inadequado de antimicrobianos (Loureiro et al.,
2016; Silva e Neufeld, 2006). De acordo com Lima et al.
(2015), dentre as bactérias Gram-positivas, Staphylococcus
aureus ¢ considerada a mais virulenta do seu género.

Sua enorme capacidade de adaptacdo e resisténcia a
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maioria dos antimicrobianos colocou-a atualmente
entre as espécies de maior importancia nas infec¢des
nosocomiais. Este patdgeno é um dos causadores de
infec¢des humanas mais comuns, sendo responsavel pela
ocorréncia de abscessos em varios 6rgdos, endocardite,
gastrenterites (intoxicacdo alimentar) e sindrome do
choque toxico, pneumonia hospitalar, infecgdes de feridas
cirurgicas e sepse (Levinson e Jawetz, 2005). Outro
microrganismo amplamente estudado no que diz respeito
aresisténcias a antimicrobianos trata-se da Escherichia
coli, uma bactéria Gram-negativa, a qual ¢ motivo de
doencas que tem amplo aspecto clinico, sendo a causa
mais comum das infecgdes no trato urinario e de sepse.
E um dos agentes principais da meningite neonatal e o
patdgeno mais frequentemente associado com a diarreia
aquosa (Bellaver e Zancanaro, 2014; Levinson e Jawetz,
2005). Frente a isto, vé-se a importancia de verificar a
efetividade de espécies de plantas utilizadas na medicina
popular para o combate de infecgdes e outras patologias,
causadas por microrganismos, ¢ também do estudo das
mesmas para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Cymbopogon citratus (D. C.) Stapf. ¢ uma planta
conhecida popularmente pelos nomes erva-cidreira,
capim-santo, capim-limao, capim-cidreira entre outros
(Silva et al., 2016). A espécie é originaria da India e
encontra-se difundida em varios paises e aclimatada
nas regides tropicais do Brasil (Santos et al., 2009).
E uma erva perene pertencente & familia Poaceae,
sua estrutura ¢ formada por touceiras compactadas e
robustas, com rizomas semisubcultdneo, suas folhas
sdo longas, aromaticas, estreitas, agudas e asperas,
apresentando nervura central proeminente (Lima et al.,
2016; Silva et al., 2014).

O dleo essencial do C. citratus possui forte odor
de limao, sua composi¢do quimica apresenta o citral e
0 mirceno como compostos majoritarios (Silva et al.,
2016). Outros aldeidos, por exemplo, o citronelal,
isovaleraldeido e decilaldeido, também podem ser
encontrados, além de cetonas ¢ alcoois, como geraniol,
nerol, metil heptenol e farnesol 4-7 (Guimardes et al.,
2008; Lawal et al., 2017).

Além do uso popular bastante reconhecido, para
disturbios nervosos e estomaquicos, o capim-santo tem

emprego industrial vasto. As folhas desidratadas sao
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utilizadas, principalmente, pela industria alimenticia para
o fabrico de chas (Gomes e Negrelle, 2015). Seu 6leo é
amplamente utilizado para fins medicinais e seu uso t€ém
aplicagdes nas industrias farmacéuticas, alimenticias, de
cosméticos e perfumaria (Pinto et al., 2014; Gomes ¢
Negrelle, 2015) além de apresentar utilizagao tradicional
como bactericida, analgésico e calmante (Duarte,
2006), tendo atividades anti-inflamatdrias, antifungicas,
sedativas, antibacterianas, antivirais e anticarcinogénicas
(Lawal et al., 2017).

De acordo com Santos et al. (2009), C. citratus é
uma planta que apresenta atividade farmacologica para
distarbios, tais como insonia, nervosismo, ma-digestao
entre outros problemas causados por microrganismos.
Assim, sua composi¢do quimica amplamente estudada
pode servir como matéria prima para o desenvolvimento
de antimicrobianos contra agentes patogénicos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial
(OE) proveniente das folhas de Cymbopogon citratus
(D. C.) Stapf. sobre Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, além de verificar a possibilidade de sinergismo
e/ou antagonismo do OE quando combinado com os

antimicrobianos vancomicina e cloranfenicol.

METODOLOGIA

A planta utilizada neste estudo, Cymbopogon citratus
(D. C.) Stapf., foi coletada no terreno da Universidade
do Estado da Bahia (UNEB), Campus X, situado no
municipio de Teixeira de Freitas-BA. O espécime foi
identificado no Herbario RBR do Departamento de
Botanica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ). A exsicata se encontra depositada na
cole¢do do Laboratorio de Microbiologia do Campus X da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB). A pesquisa foi
desenvolvida no Laboratério de Microbiologia, Campus X
da UNEB, onde foi analisada a atividade antimicrobiana
do oleo essencial (OE) da folha do capim-santo sobre
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Para os Testes de Sensibilidade Antimicrobiana
(TSA), foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus
INCQS 00005 (ATCC 14458) e cepas de Escherichia
coli INCQS 00031 (ATCC 10536) que foram doadas pela
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Sanitaria (CMRVS) do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), da Fundagao Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), no Rio de Janeiro-RJ. As cepas foram
ativadas e mantidas no Laboratorio de Microbiologia do
Campus X da UNEB.

O OE foi obtido a partir das folhas previamente
secas do capim-santo, que foram separadas e lavadas
em solug@o de hipoclorito de sodio (teor de cloro ativo
2,0-2,5%) numa concentragdo de cinco gotas para cada
1.000 mL de agua por 15 min. Logo apds, as folhas
foram colocadas sobre papel toalha para a secagem
por 30 min e, em seguida, colocadas em estufa com
circulag@o de ar a 45°C para a secagem em calor seco,
onde permaneceram por um periodo de 24 h. Ao final da
secagem as folhas foram cortadas em pedagos pequenos
com a utilizagdo de tesoura.

Para a extra¢do do OE, foi empregada a metodologia
de extragdo por arraste a vapor utilizando um Clevenger
de acordo com Santos et al. (2004). Foram utilizados
40 g de folhas secas picadas do capim-santo, pesados
em uma balanga de precisdo, em 400 mL de agua
destilada (propor¢ao de p/v=1:10). Todo material foi
colocado em um baldo volumétrico com capacidade de
1.000 mL. O balao foi acoplado ao Clevenger ¢ a uma
manta aquecedora, onde a extracdo foi realizada com
temperatura controlada a 100°C por um periodo maximo
de duas horas. Ao término da extragdo, separou-se o
hidrolato do OE extraido, que foi estocado em temperatura
ambiente, em frascos de vidro com tampa e envoltos
por papel aluminio.

O rendimento foi calculado para a relagao volume
do dleo, medida a partir do volume de 6leo obtido no
sistema de extracao, dividido pela massa seca da amostra
da planta. O rendimento de 6leo obtido de cada amostra
foi entdo calculado pela formula R% = (VOE / MAS)
x 100, onde R% = Rendimento do Oleo Essencial em
Porcentagem; VOE = Volume do Oleo Essencial em
mililitros (mL); e MSA = Massa Seca da Amostra da
Planta em gramas (g)

O TSA foi avaliado pela técnica de difusdo de
discos em meio de cultura sélido (Bauer et al., 1966;
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2015). Apds
o processo da extracdo do OE foi feita a distribui¢ao e

a identificagdo de quatro microtubos (tipo Eppendorf),

com diferentes concentragdes do 6leo: 1,0 (100%);
0,5 (50%); 0,25 (25%) e 0,125 (12,5%), e um com
solugdo salina 0,9%, para ser utilizado como controle
negativo. As diferentes concentragdes do OE foram
obtidas através da diluigdo com Tieen 80, tendo um
volume final de 150 pL do OE das folhas em cada tubo.

As bactérias utilizadas para o TSA foram
cultivadas em tubos de ensaio contendo Agar Nutriente
(AN) e incubados em estufa a 37°C / 18 h. A partir do
crescimento das colonias nos tubos de ensaio, foi feito
uma suspensdo bacteriana em Solugdo Salina a 0,9%,
fazendo comparacdo a escala MacFarland de 0,5 que
corresponde a aproximadamente 10% Unidades Formadoras
de Colonia por mililitro (UFC/mL) (Trajano et al., 2009).

Em placas de Petri contendo Agar Muller Hinton
(AMH), foi realizado o processo de semeadura da
suspensdo bacteriana com auxilio de um suabe. Os discos
de papel em branco esterilizados de 6,0 mm de diametro
ficaram embebidos no OE extraido das folhas da planta
em diferentes concentragdes (1,0; 0,5; 0,25; 0,125), pelo
periodo de 24 h em temperatura ambiente, foram colocados
sobre o meio de cultura da placa de Petri, com o auxilio
de uma pinga esterilizada, logo apds a inoculacdo das
bactérias. As placas foram armazenadas a 37°C / 24 h.

Os potencias antimicrobianos do OE em diferentes
concentragdes foram avaliados pela medi¢ao do didmetro
dos halos de inibi¢do em milimetro utilizando um
haldmetro. Foram utilizados discos de vancomicina
(30png) para S. aureus e cloranfenicol (30ug) para E. coli
para o controle positivo e discos branco embebidos com
solugdo salina 0,9% para controle negativo. Os testes
foram realizados em triplicata.

Em diferentes placas de Petri foram semeadas as
bactérias S. aureus e E. coli, para que fosse realizado o
teste de sinergismo e/ou antagonismo. A partir de duas
diferentes placas de Petri com AMH foram semeadas
uma placa com S. aureus e uma placa com E. coli.
Apos a semeadura dos microrganismos depositou-se
um disco embebido com OE de capim-santo, com a
concentragdo 100%, em cada uma das duas placas
(uma com S. aqureus e outra com E. coli). Na placa
com semeadura de S. aureus foi colocado um disco de
vancomicina, distante cerca de 2,0 cm do disco com o

OE; e na placa com semeadura de E. coli foi colocado
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um disco de cloranfenicol, ambos para a realizagdo do
teste de sinergismo e/ou antagonismo.

Neste estudo, foi realizado o teste ANOVA (“Analysis
of Variance”), também conhecido como F-teste, utilizando
o programa BioEstat®5.3, realizado com dois diferentes
fatores: concentragdes (100%; 50%; 25% e 12,5%) e
microrganismos (E. coli e S. aureus). Utilizou-se também
o teste de Tukey para verificar se houve diferenga
significativa (p<0,001) entre os valores das médias dos
halos encontrados em relagdo as concentragdes (100%;
50%; 25% e 12,5%) e os microrganismos testados (E.

coli e S. aureus) (Ayres et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do processo de extracdo do 6leo e fazendo
uso do calculo de rendimento (volume do 6leo essencial
extraido (0,3 mL) dividido pela massa seca (80 g) da
amostra da planta utilizada) obteve-se o rendimento do
oleo essencial das folhas de capim-santo que foi igual
a 0,375%.

O OE extraido da folha de capim-santo apresentou
atividade antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli,
sendo que foi possivel identificar uma maior eficacia
do OE quando testado frente ao S. aureus, uma vez que
houve formagao de halo com didmetro significativo em
todas as concentragdes e o disco embebido com o 6leo
na concentragdo 100% apresentou halo de tamanho
superior ao do antimicrobiano industrializado.

Ja frente a E. coli ocorreu inibi¢do apenas nas
trés maiores concentragdes. Contudo, ainda que tenha
ocorrido diferenciacdo na atividade antimicrobiana
entre S. aureus ¢ E. coli, houve resposta em ambos 0s

testes, comprovando a potencialidade fitoterapica da
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planta. Os discos que foram utilizados para o controle
positivo (vancomicina para S. aureus e cloranfenicol
para E. coli) apresentaram os resultados esperados
conforme os dados do fabricante e os discos que foram
utilizados para o controle negativo (solugdo salina) ndo
apresentaram atividade de inibigdo contra as bactérias
em questdo (Tabela 1).

Segundo Silva et al. (2014) os testes realizados
em seus estudos sobre a atividade antimicrobiana do
OE de Cymbopogon citratus, permitiram afirmar que
o OE do capim-santo possui atividade antimicrobiana
frente a S. aureus e E. coli, microrganismos utilizados
no presente estudo, além da Pseudomonas aeruginosa.
Neste mesmo estudo, os autores afirmam ainda que o
o6leo apresentou uma concentragdo inibitéria minima
maior que o controle positivo. Fato semelhante ocorreu
na presente pesquisa, ja que a concentragao de 100% do
OE apresentou um halo de inibicdo, frente a S. aureus,
maior que o halo do controle positivo.

Salienta-se que por causa da formag@o de halo
expressiva do OE frente a S. aureus ocorreu uma
dificuldade para realizar a leitura das placas dos discos
embebidos na concentragdo 50% onde houve a necessidade
de realizar uma repeti¢@o da triplicata apenas com a
concentragdo em questao, ressaltando ainda que o 6leo e
0 agar utilizados foram os mesmos manipulados no teste
anterior e seguiu-se a risca todo o protocolo do teste.
Contudo, houve diferencia¢do no resultado da média
dos halos, onde o OE na concentrag@o 25% formou um
halo maior do que o 6leo na concentragdo 50%. Este
efeito pode ter ocorrido, provavelmente, devido ao efeito
de sinergismo das diferentes concentragdes do OE que

estavam sendo testadas nas mesmas placas (triplicata).

Tabela 1. Resultado das Médias (X) e Desvio Padrdo (DP) dos didmetros (milimetros) dos halos de sensibilidade dos
discos antimicrobianos embebidos com 6leo essencial extraido da folha de capim-santo em diferentes concentragdes,
realizados em triplicata.

Escherichia coli
Didmetro dos Halos (Triplicata)

Staphylococcus aureus
Didmetro dos Halos (Triplicata)

Concentracao do
Oleo Essencial

1 2 3 x = DP 1 2 3 X + DP
100% 40 38 30 36,0*+5,29 18 15 18 17,0°+ 1,73
50% 17 19 16 173°+£1,53 15 15 17 1570+ 1,15
25% 28 20 24 24,0 <+ 4,00 10 10 10 10,0 ¢+ 0,00
12,5% 14 18 14 153°+2,31 8 8 5 7,04+1,73
Controle (+) 30 28 26 28,0 = 2,00 40 38 40 39,3+1,15
Controle (-) 0 0 0 0,0 £ 0,00 0 0 0 0,0 0,00

a, b, ¢, d = letras iguais, médias semelhantes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Utilizando-se o F-teste (ANOVA) observou-se
que em relagdo a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial houve diferenga significativa (p<0,0001) entre
os microrganismos testados (S. aureus e E. coli) nas
diferentes concentragdes (100%, 50%, 25% e 12,5%)
utilizadas, pois o valor de F calculado (Fcalc.=32,46),
para estes tratamentos nos niveis de significancia 1,0%
(0,01) e 5,0% (0,05) foi maior que os respectivos valores
de F tabelado (Ftab.=4,026 a 1% e Ftab.=2,657 a 5%).

Em estudos realizados por Furtado et al. (2015) a
infusdo e o decocto de folhas secas, ndo apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
testados, S. aureus ¢ E. coli, divergindo dos resultados
aqui apresentados, contudo vale ressaltar que o potencial
antimicrobiano exposto neste trabalho, foi testado a partir
do OE da planta e ndo por meio de infusdo ou decocto.

A partir do teste de sinergismo e¢/ou antagonismo
realizado, foi possivel verificar que o OE na concentracao
de 100% quando combinado com os antimicrobianos
vancomicina (S. aureus) e cloranfenicol (E. coli), ndo
possuiu atividade sinérgica e nem antagdnica, pois 0s
halos apresentados foram semelhantes aos didmetros
encontrados nas analises anteriores de sensibilidade
antimicrobiana.

O OE daplanta C. citratus, tem em sua composigao
alguns componentes que tem efetividade contra
microrganismos, dentre esses estdo presentes em uma
quantidade notdria o geranial (38,43%) e o neral (31,12%)),
que juntos formam uma mistura, o citral, principal
responsavel por atividade antimicrobiana, o que pode
explicar a agdo antibacteriana significativa frente aos

microrganismos aqui testados (Valeriano et al., 2012).

CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel corroborar o
potencial antimicrobiano do OE das folhas secas do
capim santo (Cymbopogon citratus) frente a S. aureus
e E. coli. O OE apresentou potencial de inibi¢ao de S.
aureus superior ao verificado para o antimicrobiano
sintético vancomicina. Contudo, faz-se necessario a
continuidade do estudo visando analisar outros aspectos
que tenham influéncia na potencialidade do OE, como os
compostos que sao extraidos com o solvente e 0 método

de extragdo utilizados.
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