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RESUMO: O Cymbopogon citratus é uma planta originaria da india, pertencente a familia Poaceae e facilmente adaptada em
regides tropicais como o Brasil. Este trabalho avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) obtido por hidrodes-
tilagdo das folhas de C. citratus. A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada pela técnica de microdiluigdo em
caldo para as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ¢ a levedura Candida albicans.
O menor CIM foi de 7,81 pg mL"! para S. aureus, a média de 15,62ug mL"! para P. aeruginosa e C. albicans e a maior de
62,50ug mL! para E. coli. O dleo essencial de C. citratus apresentou atividade antimicrobiana para todos os micro-organis-
mos testados. O 6leo mostrou potencial aplicabilidade no controle microbiano e sugerem-se novos estudos para auxiliar na
ampliacao das aplicagdes desta planta.

PALAVRAS-CHAVE: Capim-limao. Citral. Hidrodestilagao.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Cymbopogon citratus ESSENTIAL OIL

ABSTRACT: Cymbopogon citratus is an Indian plant belonging to the Poaceae family, easily adapted to tropical regions
such as Brazil. This study assesses the antimicrobial activity of essential oil from C. citratus leaves obtained by hydro-disti-
llation. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by broth micro-dilution technique for Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. The lowest MIC was 7.81 ug ml! for S. aureus, the
medium was 15,62 ng mL™! for P. aeruginosa and C. albicans and the highest was 62.50 ug mL"! for E. coli. The C. citratus
essential oil presented antimicrobial activity against all microorganisms. The essential oil showed potential applicability in
microbial control and further studies are suggested to expand the application of this plant.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Cymbopogon citratus

RESUMEN: Cymbopogon citratus es una planta originaria de India, perteneciente a la familia Poaceae y facilmente adap-
table en las regiones tropicales como Brasil. Este estudio evalu6 la actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas
de C. citratus obtenido por hidrodestilacion. La concentracion inhibidora minima (CIM) se ha determinado por la técnica de
microdilucion en caldo para las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y la levadura
Candida albicans. La CIM mas baja fue 7.81 ug mL"! para S. aureus, la media de 15.62ug mL! para P. aeruginosa'y C. albi-
cans y la mayor de 62.50 ug mL"' para E.coli. El aceite esencial de C. citratus presento actividad antimicrobiana para todos
los microorganismos testados. El aceite mostrd potencial de aplicabilidad en el control microbiano y se sugieren nuevos
estudios para ampliar las aplicaciones de esta planta.

PALABRAS CLAVE: Hierba de limon. Citral. Hidrodestilacion.

Introducao

Cymbopogon citratus ¢ uma planta herbacea da
Divisdo: Magnoliophyta, Classe: Liliopsida, Ordem: Poa-
les, Familia: Poaceae (LORENZI; SOUZA, 1999). A planta
possui longas folhas aromaticas, estreitas, agudas e asperas e
com nervura central proeminente. E conhecida nacionalmen-
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te como capim-cidreira, capim-limao, capim-santo ou capim-
-cidrdo, e internacionalmente como Lemon grass. A espécie
¢ originaria da India e encontra-se difundida em varios pa-
ises e aclimatada nas regides tropicais do Brasil (LEAL et
al., 2003).A maior importancia econdmica do C. citratus ¢
a producdo do 6leo essencial que ¢ utilizado na industria de
alimentos, cosmética e quimica (COSTA etal., 2005). O dleo
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essencial (OE) de C. citratus é um liquido amarelo de odor
caracteristico, sabor aromético e ardente (FARMACOPEIA,
1959).

Oleos essenciais também chamados de 6leos vola-
teis, 6leos etéreos ou esséncias, sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odorificas e li-
quidas. Sua principal caracteristica ¢ a volatilidade o que o
diferencia dos 6leos fixos. sao liquidos oleosos e aromaticos
obtidos a partir de material vegetal (flores, brotos, semen-
tes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes)
(SIMOES ; SPTIZER, 2002). Esses podem ser obtidos por
hidrodestila¢ao, destil dagdo por arraste de vapor, expres-
sdo, extragdo por solventes, enfloragdo e fluido supercritico
(BURT, 2004). Estima-se que 3000 OE ja foram identificados
dos quais cerca de 300 sdo comercialmente importantes des-
tinados, principalmente, para o mercado de aromas e fragran-
cias (BURT, 2004). A atividade farmacolégica do OE de C.
citratus ¢ citada na literatura em relagdo aos distirbios como
insénia, nervosismo, ma-digestdo, flatuléncia, antipasmodi-
co de tecidos uterinos e intestinais, diaforética, antitérmico,
diurético, antialérgico e analgésico (AKISUE et al., 1996;
ALMEIDA et al., 2003). Souza et al. (1991) relataram pro-
priedades inseticidas, principalmente larvicida e repelente de
insetos. Além disso, alguns trabalhos tém mostrado que o OE
de C. citratus possui atividade anti-Leishmania (MACHA-
DO et al., 2012), atua sobre nematoides gastrintestinais de
ovinos (SILVA et al., 2005), nematostatica sobre fitonema-
toide Meloidogy neincognita (DIAS et al., 2000) e herbicida
(MAGALHAES et al., 2013).

A atividade antimicrobiana do OE de C. citratus ¢é
descrita na literatura por Santos et al.(2009) e Duarte et al.
(2005).Lambert et al. (2001) citam a presenga docitral (com-
posto formado pela mistura dos isomeros geranial e neral).
Esse composto ¢ reconhecido por sua atividade antimicro-
biana. Dessa forma, este OE tem potencial aplica¢do para o
controle de micro-organismos. Apesar do OE de C. citratus
ser um reconhecido antimicrobiano ¢ fundamental caracteri-
zar os recursos genéticos locais e avaliar os potenciais usos
e aplicagoes das variedades de plantas adaptadas localmente.
Assim, objetivou-se com esse trabalho avaliar a atividade an-
timicrobiana do OE de C. citratus adaptado ao cultivo local
de Umuarama — PR, Brasil.

Material e Métodos
Coleta do Material Vegetal e Extracio

C. citratus foi cultivado no Horto Medicinal da Uni-
versidade Paranaense - UNIPAR, na cidade de Umuarama,
regido Noroeste do Estado do Parana nas coordenadas S23°
46,225’ e WO 53° 16,730’ e altitude de 391m. A exsicata esta
depositada no Herbario Educacional da Universidade Para-
naense - HEUP, sob o namero 2502.

As folhas de C. citratus foram coletadas manu-
almente no inicio da manha, entre 6h ¢ 8h no periodo de
28/10/2009 a 17/05/2010. Essas foram fragmentadas e sub-
metidas a hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado
(SANTOS et al., 2009). A destilagdo ocorreu durante duas
horas ¢ meia ¢ o OE obtido foi filtrado com sulfato de sodio
anidro (Na,SO,) (SIMOES; SPITZER, 2002), acondiciona-
do em frascos ambar, ¢ mantido sob refrigera¢ao a -20 °C
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(OMOLO; OKINYO, 2004).

O indice de refracdo do OE foi determinado em
refratometro do tipo ABBE, modelo RL3, marca PZO War-
szawa a 20 °C (FARMACOPEIA, 1988). O poder rotatério
foi determinado utilizando um polarimetro automatico ACA-
TEC PDA 8300 (FARMACOPEIA, 1988). A densidade rela-
tiva foi calculada pela razao entre a massa especifica do OE
pela massa especifica da agua, ambas a 20 ° C (FARMACO-
PEIA, 1988).

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do OE de C. citratus
foi avaliada pelo método de microdiluigdo em caldo e de-
terminada a concentracdo inibitéria minima do crescimento
microbiano (CIM). Os micro-organismos utilizados foram as
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e
a levedura Candida albicans (ATCC 10231).As bactérias fo-
ram cultivadas em caldo nutriente (DIFCO®) a 37 °C e man-
tidas em agar nutriente inclinado a temperatura ambiente. A
levedura foi mantida em agar sabouraud dextrose (ASD) in-
clinado (MERCK®). A suspensdo dos micro-organismos foi
preparada a partir de culturas recentes (48 h para levedura
¢ 24 h para as bactérias), padronizada na escala 0,5 McFar-
land (1,5 x 10® UFC/mL). Apds foram realizadas dilui¢des
(1:10) para as bactérias e (1:100) para levedura de forma a
obter uma concentracdo final de 1,5 x 107 UFC/mL para as
bactérias e 1,5 x 10 UFC/mL para levedura, seguindo as re-
comendagdes das normas de desempenho para testes de sen-
sibilidade antimicrobiana M100-S15 presentes no protocolo
do CLSI (2014).

Para a determinagdo da CIM inicialmente foi pre-
parada uma solugdo estoque do OE (20.000 pg mL'), em
que o OE foi emulsionado com uma solucdo aquosa de po-
lissorbato 80 a 2% (v/v). Foi adicionado em cada pogo 95
puL de caldo-Muller-Hinton, ¢ 200 uL da solugdo estoque e
realizada a partir do primeiro pogo dilui¢des seriadas, homo-
geneizando e transferindo 100 plL do primeiro pogo para o
segundo, do segundo para o terceiro e assim sucessivamen-
te. Na sequéncia foram adicionados 5 pL da suspensdo de
cada microrganismo a ser testado. As microplacas contendo
as bactérias permaneceram em estufa a 36 °C por 24 h, ¢ a
levedura por 72 h. A CIM foi definida como a menor concen-
tracdo que resultou na inibi¢do do crescimento microbiano.
Para a leitura e interpretagéo das microplacas foi utilizado 10
puL de uma solug@o aquosa a 1%de 2,3,5 - cloreto de trifenil-
-tetrazolio em cada poco, sendo mantido em estufa por 10
min (BERRIDGE et al., 1996). O aparecimento da colora-
¢do rosea indicou o crescimento microbiano e transparente
quando ndo houve crescimento. Como controle positivo foi
utilizado o antimicrobiano levofloxacina na concentragao de
5ug mL(CLSI, 2014).

O ensaio foi montado em delineamento inteiramen-
te casualizado (DIC) com quatro tratamentos ¢ trés repeti-
¢oes por parcela. Os dados foram submetidos a analise de
variancia a (p<0,05) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Resultados

O OE de C. citratus apresentou indice de refracdo
de 1,4830; rotagdo otica especifica de —0,02° densidade de
0,87 g mL!. Para o indice de refracdo sdo relatados valores
entre 1,4815 (SANTOS et al., 2009)e de 1,480 a 1,493(COR-
REA JUNIOR; MING; SCHEFFER, 1998). Assim, os va-
lores relatados na literatura para a refragdo estdo proximos
dos encontrados nesse estudo. No entanto, para os valores
de densidadeos resultados obtidos no presente estudo diver-
gem do encontrado na literatura entre 0,957g mL'(CORREA
JUNIOR; MING; SCHEFFER, 1998) ¢ de 0,912 a 0,985 g
mL'(AKISUE et al., 1996). Akisue et al. (1996) relatam que
fatores ambientais como clima, tipo de solo, época da colhei-
ta ¢ a umidade do ar podem influenciar a densidade do OE.

Tabela 1: Concentracdo inibitoria minima (CIM) do 6leo es-
sencial de C. citratus e do controle positivo levofloxacina.

Micro-organismos Oleo essencial Levofloxacina

de C. citratus (ng mL-1)
(ugmL-1)
Staphylococcus aureus 7,81 £0,5° 0,11 £0,01¢
5 Zf;’g;’;’;’:"s 15,62+0,7° 0,04 +0,01°
Escherichia coli 62,50 £0,5¢ 0,01 £0,01¢
Candida albicans 15,62 +0,6° 0,24 +£0,01¢

Valores representam a media + desvio padrao (n=3). Letras iguais na
coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Houve diferencas estatisticas quanto a atividade
bactericida que diferiu em fungéo do tipo de microrganismo
utilizado (Tabela 1). O OE de C. citratus inibiu o crescimen-
to tanto de S. aureus, uma bactéria Gram-positiva, quanto
de P. aeruginosa e E. coli, ambas Gram-negativas e ainda a
levedura C. albicans. A menor CIM foi de 7,81 ug mL'para
S. aureus, o valor médio foi de 15,62ug mL-'para P. aerugi-
nosa e C. albicans ¢ o maior valor foi de 62,50pug mL™"! para
E.coli. Comparando com o controle positivo levofloxacina
0 OE de C. citratus apresentou CIM entre 65 a 6250 vezes
maior que o controle positivo.

Discussao

Sacchetti et al. (2005) ¢ Oliveira et al. (2010) anali-
saram a composi¢ao quimica e atividade antimicrobiana do
OE de C. citratus. Os principais compostos do OE foram o
mirceno de 15,48 a 1,36 %; o linalol 1,28 al,51%; o neral de
32,30 a 30,90%; o geranial de 3,35 a 42,91%. Para Sacchet-
ti et al. (2005) o principal composto do OE foi o geranial
com 41,30 %. Lealet al. (2003) citam ainda que o principal
componente ¢ o citral compondo uma mistura dos isomeros
geranial e neral (65-80%). O citral possui a capacidade de
aumentar a permeabilidade da membrana celular devido a
hidrofobicidade. Esta caracteristica permite a lise da mem-
brana celular bacteriana, provocando a morte celular (BURT,
2004; BEN ARFA etal., 20006). Isso justifica a suscetibilidade
na inibigdo de S. aureus sobre o OE de C. citratus.

Santos et al. (2009) avaliaram a atividade antimi-
crobiana do OE de C. citratus sobre S. aureus, P. aeruginosa
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e E. coli e verificaram CIM de 80pug mL'; 1250 pg mL"' ¢
630 ug mL"!, respectivamente. Ja para C. albicans a CMI foi
de 1250 e 630ug mL". Os valores encontrados neste trabalho
para CIM foram cerca de 100 vezes menores que os relatados
por Santos et al. (2009). No entanto, Niarko, Barku e Batama
(2012) relataram CIM de 12,5 mg mL 'para extratos etan6li-
cos de C. citratus.

Duarte et al. (2005) estudaram a atividade antimi-
crobiana de varios OE frente a diversos micro-organismos,
propondo valores que tém sido considerados como referén-
cia e que seguem a seguinte interpretacao: inibigdo alta:CIM
até 500 pg mL"'; inibi¢do moderada:CIM entre 600 e 1550
ug mL"; inibigdo baixa:CIM acima de 1650 pg mL"!. Desta
forma, considerando as informagdes de Duarte et al. (2005)
pode-se considerar que o OE de C. citratuspossui alta inibi-
¢do do crescimento dos micro-organismos.

Conclusao

0 6leo essencial de Cymbopogon citratus produzido
em Umuarama apresenta atividade antimicrobiana para todos
0s micro-organismos testados sendo o menor valor de CIM
de 7,81 ug mL" para S. aureus. O 6leo essencial mostrou
potencial aplicabilidade no controle microbiano e é sugerido
novos estudos para identificacdo dos compostos com maior
atividade no intuito de consolidar os resultados apresentado
no presente experimento.
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