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Resumo

Neste trabalho, foi avaliado o potencial antimicrobiano do déleo
essencial do capim-limao (Cymbopogon citratus - (DC) Stapf). Para
estabelecer esse potencial, foram utilizadas seis espécies bacterianas
relacionadas a deterioracao e doencas transmitidas por alimentos
(DTA), Listeria monocytogenes, L. innocua, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis.
Os métodos de difusdo em agar e microdiluicao em caldo foram
empregados para determinar a atividade antimicrobiana e concentracao
inibitéria minima (CIM) para cada espécie. Os resultados mostraram
que o 6leo essencial avaliado inibiu o crescimento de todas as espécies
bacterianas, Gram-positivas e Gram-negativas, sendo as primeiras as
mais sensiveis ao 6leo. O didametro do halo de inibicdo variou de 33 mm
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a 10 mm e a CIM variou de 0,34 mg/mL a 11 mg/mL. Os resultados
demonstram que o 6leo essencial do capim-liméao apresenta potencial
como agente antimicrobiano natural.

Termos para indexacdo: Cymbopogon citratus; acao antibacteriana;
patdégenos e deteriorantes.



Antimicrobial Activity of Essential
Oil of Lemongrass

Abstract

In this work, it was evaluated the antimicrobial potential of essential oil

of lemongrass (Cymbopogon citratus (DC) Stapf). In order to establish

this potential, it was used six bacterial species related to spoilage and
foodborne disease, Listeria monocytogenes, L. innocua, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella
choleraesuis. The methods of agar diffusion and broth microdilution were
employed to determine the antimicrobial activity and minimum inhibitory
concentration (MIC) for each species. The results showed that the essential
oil evaluated inhibited the growth of all bacterial species, Gram positive
and Gram negative, the former being more sensitive to oil. The diameter of
inhibition zone ranged from 33 mm to 10 mm and the MIC varied from 0.34
mg/mL to 11 mg/mL. The results showed that the evaluated essential oil
presents high potential as natural preservative.

Index terms: Cymbopogon citratus, antibacterial action; pathogens and
spoilage.
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Introducao

As doencas alimentares de origem microbiolégica constituem um
problema crescente em saude publica e uma causa importante na
reducado da produtividade econdémica, tanto em paises desenvolvidos
como em vias de desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2007). Os vérios fatores que, inter-relacionados, contribuem para
agravar o risco de ocorréncia dessas doencas incluem as inovacdes na
agropecudria, mudancas nos habitos alimentares, evolucao tecnoldgica
e demais alteracdes no plano ambiental, econémico e social (GANDHI;
CHIKINDAS, 2007).

Os microrganismos apresentam uma enorme facilidade de evoluir por
mutacao e recombinacao genética, conduzindo ao aparecimento de
espécies ou linhagens com maior viruléncia e com grande capacidade
de sobrevivéncia perante antimicrobianos e fatores ambientais
adversos (BRANDL, 2006; O'BRIEN, 2002). O aumento da resisténcia
bacteriana aos antibidticos induz ao aparecimento de estirpes mais
virulentas, com capacidade de atravessar barreiras naturais de defesa
do organismo e de se tornarem patogénicas, mesmo quando presentes
em baixo nimero (SANTOS; CUNHA, 2007). Por isso, hd um interesse
consideravel na identificacao de novas classes de antimicrobianos, que
possam ser Uteis para a conservacao de alimentos.

Os ¢6leos essenciais de planta tém sido muito utilizados como agentes
flavorizantes em alimentos, bebidas, produtos de confeitaria, entre
outros. Sua versatil composicdo e o grande espectro antimicrobiano,
associados a sua baixa toxicidade, os tornam possiveis agentes
naturais para a conservacao de alimentos (OUSSALAH et al., 2006).
Diversas referéncias sobre a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais estdo disponiveis na literatura (BAKKALI et al., 2008;
BURT, 2007; SCHELZ et al., 2006). Essa atividade é atribuida a
presenca de compostos fendlicos e terpenos, que na sua forma pura
tém mostrado atividade antibacteriana e antifingica (BOZIN et al.,
2006). Analises quimicas desses 6leos tém mostrado que os principais
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compostos ativos sdo principalmente carvacrol, timol, citral, eugenol,
1, 8-cineol, limoneno, pineno, linalol e seus precursores (DEMETZOS;
PERDETZOGLOU, 2001). No entanto, muitas vezes ha grandes
diferencas na atividade antibacteriana relatada sobre o 6leo da mesma
planta. As razbes para essa variabilidade podem ser devidas as fontes
geograficas, épocas de colheita, genétipo, clima e método de extracao,
fatores que influenciam a composicao quimica e as proporcoes
relativas de cada constituinte no éleo essencial da planta (BURT, 2004;
HOLLEY; PATEL, 2005).

A espécie Cymbopogon citratus, pertencente a familia Poaceae, é
originaria da india e largamente distribuida por vérios paises tropicais,
entre eles o Brasil, onde assume diferentes sinonimias como capim-
limao, capim-santo, erva-cidreira, entre outras. A medicina popular
utiliza o cha ou abafado, preparado a partir de suas folhas, como
calmante, analgésico, antipirético, antirreumatico, diurético e em
disturbios digestivos (FERREIRA;FONTELES, 1989). Estudos sugerem
que a atividade antibacteriana de C. citratus reside principalmente
nos componentes a- e 3-citral presentes no éleo (ONAWUNMI et al.,
1984).

Considerando o uso popular de C. citratus, o objetivo deste estudo

foi avaliar a eficacia do 6leo essencial dessa espécie contra agentes
patogénicos de origem alimentar e bactérias associadas a deterioracao
de alimentos.

Material e métodos

Material vegetal

Amostras de folhas de C. citratus foram obtidas de plantas
provenientes do Campo Experimental da Embrapa Agroindustria
Tropical, localizado no Municipio de Paraipaba, Ceard. Uma subamostra
da espécie foi depositada no Herbario da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, com o nimero de Tombo 73.792.
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Extracdo do 6leo essencial

O material vegetal foi submetido a hidrodestilacdo por 4 horas,
utilizando um aparelho do tipo Clevenger. O 6leo essencial separado
por centrifugacao foi submetido a secagem com Na,SO, transferido
para frascos de vidro ambar com tampa rosqueada e armazenado sob
refrigeracdo até o momento das anélises (CRAVEIRO et al., 1976).

Microrganismos

As espécies bacterianas usadas neste estudo foram Escherichia coli
ATCC 10536, Listeria innocua ATCC 19115, Listeria monocytogenes
ATCC 33090, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 e Staphylococcus aureus ATCC 6538P.
Todas as espécies foram mantidas a -80 °C em Caldo Infusao de
Cérebro e Coracao (caldo BHI, Merck) contendo 20% de glicerol. As
culturas de trabalho foram preparadas pelo subcultivo de 100 uL de
cada cultura estoque em 9 mL de caldo BHI e incubadas a 35 °C por
12 horas. Apés esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular
ajustada em solucao salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma
turbidez comparavel a do tubo 0,5 da escala de McFarland (Biomerieux
Inc.), o que resulta em uma suspensado microbiana contendo
aproximadamente 108 UFC/mL.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, foi utilizado o método de
difusdo em agar conforme norma M2-A8 do Clinical and Laboratory
Standards Instituite — CLSI/NCCLS (ANVISA, 2003a,). Suspensoes
microbianas foram semeadas na superficie de dgar Mueller-Hinton
(Becton Dickinson). Com um perfurador estéril, foram feitos pocos

de 5 mm de didmetro interno, aos quais foram adicionados 25 uL do
6leo essencial de C. citratus em concentracdes binéarias, preparadas
em Tween 80 1%. As placas inoculadas foram mantidas em
temperatura ambiente durante 30 minutos, para permitir a difusao

do 6leo e, posteriormente, incubadas em 35 °C/24 h. A atividade
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antimicrobiana foi avaliada pela medida do didametro dos halos de
inibicdo do crescimento microbiano em torno dos pocos. Halos com
didmetros iguais ou superiores a 7 mm foram considerados indicativos
de sensibilidade bacteriana ao 6leo. Solucdes estéreis de Tween 80
(VETEC) 1% e de amicacina (Sigma—Aldrich) 1,2 mg/mL foram usadas
como controles negativo e positivo do experimento, respectivamente.
Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM do éleo essencial para as cepas bacterianas foi determinada
pelo método da microdiluicao em caldo de cultura (ANVISA, 2003b).
Suspensdes bacterianas com densidade celular ajustada para 108 UFC/
mL, como descrito anteriormente, foram diluidas em caldo BHI estéril,
para aproximadamente 10® UFC/mL. Aos pocos-teste, de placas de
microdiluicdo com 96 pocos, foram adicionados 80 uL das suspensodes
microbianas, 100 yL de caldo BHI (Merck) e 20 uL de diluicGes binarias
do 6leo essencial de C. citratus. Nos pocos-controle, foram adicionados
80 uL das suspensodes microbianas, 100 uL de caldo BHI e 20 uL de
solucdo estéril de amicacina 1,2 mg/mL ou de Tween 80 1%. Apds
incubacao a 35 °C por 24 horas, a menor concentracao dos 6leos na
qual nao foi evidenciado crescimento microbiano foi determinada como
CIM.

Resultados e discussao

A atividade antimicrobiana do 6leo de C. citratus foi avaliada em
termos de halos de inibicdo do crescimento microbiano, gerados por
difusdo dos componentes do 6leo essencial em placas de agar, contra
espécies bacterianas Gram-positivas (S. aureus, L. monocytogenes e
L. innocua) e Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa e S. choleraesuis).
Todas as espécies bacterianas testadas foram susceptiveis a acao do
6leo com diferencas significativas (Tabela 1). Os halos das espécies
Gram-positivas foram maiores do que os halos das Gram-negativas.

S. aureus foi a espécie mais sensivel, apresentando o maior halo de



Atividade Antimicrobiana do Oleo Essencial do Capim-Lim&o

inibicdo (33 + 2,8 mm/mL), enquanto S. choleraesuis foi a menos
sensivel com halo de inibicdo de 10 mm/mL de diametro.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do éleo essencial de C. citratus.

Microrganismo Halo de inibicdo (mm/mL) ™ CIM @ (mg/mL)
Staphylococcus aureus 33 + 2,8 0,34
Listeria monocytogenes 23 + 0,0° 0,68
Listeria innocua 23 + 0,0° 1,37
Escherichia coli 17 £ 0,0° 5,5
Pseudomonas aeruginosa 14 + 1,49 11,0
Salmonella choleraesuis 10 £ 0,0¢° 2,75

M Os valores sdo média + desvio padrdo de dois experimentos. Letras mintsculas
sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

2)CIM: concentracdo inibitéria minima.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. citratus foi também
avaliada pelos valores da CIM, determinada pela diluicdo em caldo

de cultura. Os valores das CIMs estao apresentados na Tabela 1. As
menores CIMs foram registradas para as bactérias Gram-positivas (S.
aureus, L. monocytogenes e L. innocua), confirmando a maior eficacia
do 6leo para esse grupo. A maior CIM (11 mg/mL) foi registrada para
P. A eruginosa, configurando a espécie mais resistente a presenca do
oleo.

Na maioria das pesquisas para avaliar a atividade antimicrobiana

de 6leos essenciais de plantas, sao utilizadas séries de diluicdo em
agar ou em caldo e, em alguns casos, ambos os ensaios para fins de
comparacgao, pois o dempenho antimicrobiano nos dois sistemas pode
variar. A hidrofobicidade dos componentes dos 6leos essenciais é
conhecida por limitar o valor dos testes de difusdo para estimar com
precisdo a poténcia antimicrobiana. Por isso, varias substancias como
etanol, metanol, tween 80, hexano entre outras sdo utilizadas para
dissolver ou estabilizar os 6leos nos meios de cultura a base de agua
(HOLLEY E PATEL, 2005). Gutierrez et al. (2009) compararam as CIMs

11
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de diversos 6leos essenciais, contra diferentes espécies microbianas,
obtidas por trés métodos de ensaio: diluicao em caldo, diluicdo em éagar
e difusdo em agar. Nao observaram diferenca significativa das CIMs
dos ensaios por diluicdo. Todavia, elas foram significativamente mais
baixas do que as determinadas pelo método de difusdo. Neste trabalho,
os resultados obtidos com ambas as metodologias (difusdo em agar e
diluicdo em caldo) seguiram a mesma tendéncia, isto é, espécies Gram-
positivas mais sensiveis que as Gram-negativas e valores diferentes
foram obtidos entre os dois ensaios realizados. Observa-se (Tabela 1)
que a CIM para L. innocua foi o dobro da CIM de L. monocytogenes

e o quadruplo da CIM de S. aureus. Essa ordem de grandeza nao foi
observada nos didmetros dos halos de inibicao. As CIM das espécies
Gram-negativas também apresentaram diferencas em relacao a
sensibilidade das espécies microbianas ao 6leo, quando comparadas
com as medidas dos halos. Esses resultados reforcam a importancia

da utilizacao de mais de um método de avaliacdo na determinacao da
atividade antimicrobiana de um produto ou de uma substéancia.

Os valores das CIM obtidas com o dleo de C. citratus neste estudo
sdo comparaveis aos relatados para outros 6leos essenciais de plantas
(SANDRI et al., 2007; SARTORATTO et al., 2004), indicando que o
6leo essencial dessa espécie pode ser visto como potencial agente
antimicrobiano para o controle de espécies bacterianas importantes em
alimentos.

Conclusao

O ¢leo essencial de C. citratus tem atividade antimicrobiana contra
os agentes patogénicos de origem alimentar e bactérias associadas a
deterioracao de alimentos.
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