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(Cymbopogon flexuosus STEUD. WATS.) FRENTE A BACTERIAS
ENTERICAS DE ORIGEM AVICOLA

[In vitro effect of “capim-limdo” (Cymbopogon flexuosus Steud. Wats.) essential oil against enteric bacteria
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RESUMO - O uso de antimicrobianos como melhoradores de desempenho tem representado um risco a sadde
publica devido a associacdo destes com o surgimento de resisténcia bacteriana e residuos nos produtos. Como
alternativa, pesquisas tém indicado a utilizacdo de aditivos alimentares naturais, como o 6leo essencial de capim-
limdo. Objetivou-se neste artigo avaliar a atividade antimicrobiana do Oleo essencial de capim-limédo
(Cymbopogon flexuosus) frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli entéricas isoladas de aves de postura
(Gallus gallus domesticus). Foram preparadas cinco concentracdes do 6leo essencial (160; 80; 40; 20 e 10 pL
mL™) e entdo realizados testes in vitro de difusdo em disco e determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Os resultados indicaram que a concentracdo de 160 pL
mL™ propiciou os maiores diametros de halos de inibicdo na difusdo em disco, diferindo-se estatisticamente das
demais concentracdes (p < 0,05). Houve efeito inibitrio (CIM) a partir da concentracéo de 80 pL mL™ de 6leo
para todas as bactérias mas a CBM néo foi detectada. Conclui-se que o 6leo essencial de capim-liméo apresenta
atividade antimicrobiana in vitro frente a S. aureus e E. coli isoladas de aves na concentracéo de 160 uL mL™.
Novos estudos sdo necessarios para avaliar a eficacia do uso de doses superiores e indicar esse éleo como aditivo
em dietas de aves.

Palavras-Chave: plantas medicinais; capim-santo; Escherichia coli; Staphylococcus aureus; avicultura.

ABSTRACT - The use of antimicrobials as performance enhancers has represented a risk to public health due
to their association with the emergence of bacterial resistance and residues in products. Alternatively, researches
have indicated the use of natural food additives, such as “capim-limdo” essential oil. This paper aims to evaluate
the antimicrobial activity of “capim-limao” essential oil (Cymbopogon flexuosus) against enteric Staphylococcus
aureus and Escherichia coli isolated from laying hens (Gallus gallus domesticus). Five concentrations of the
essential oil (160; 80; 40; 20 and 10 puL mL™) were prepared and then in vitro disk diffusion tests and
determination of both Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) were performed. The results showed that the concentration of 160 pL. mL™ provides the largest inhibition
zone diameters in disk diffusion, showing statistical differences in relation to the other concentrations (p<0.05).
There was inhibitory effect (MIC) at the concentration of 80 puL mL™, but the bactericidal effect was not found.
The conclusion was that the “capim-limio” essential oil has antimicrobial activity against S. aureus and E. coli
isolated from poultry at the concentration of 160 uL mL™. Further studies are needed to evaluate the efficacy of
using higher doses and indicate that oil as an additive in poultry diets.
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INTRODUCAO

A avicultura é um dos setores mais desenvolvidos e
organizados dentro da pecudria brasileira e vem se
desenvolvendo consideravelmente ao longo dos
anos, Com avangos na genética, nutricao, sanidade e
manejo (Pinotti & Paulillo, 2006).

Parte desse crescimento se deve ao uso de
antimicrobianos como aditivos nas ragdes das aves,
fornecidos em doses subterapéuticas com o objetivo
de melhorar o desempenho zootécnico dos animais.
Esses aditivos sdo chamados de melhoradores de
desempenho (Brasil, 2004).

Apesar dos beneficios, nos ultimos anos o uso
desses produtos foi restringido na Unido Europeia
em virtude das suspeitas de selecdo de
microrganismos resistentes e do acUmulo de
residuos na carne e em ovos (Santos et al., 2005).

Muitos  6leos  essenciais  tém  atividade
antimicrobiana comprovada e efeito in vivo
semelhante ao dos melhoradores, podendo ser
alternativas  viaveis  para  substituir  o0s
antimicrobianos (Karadas et al., 2014).

Embora seus mecanismos de a¢do ndo sejam ainda
totalmente elucidados, esses aditivos podem exercer
efeito sobre a microbiota intestinal, promovendo a
selecdo para microrganismos benéficos (Santos et
al., 2005). Entre os principais patdgenos de aves
estdo Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus spp., que podem danificar a
estrutura da mucosa intestinal, causando grandes
prejuizos no desempenho do animal (Barcelos et
al., 2006).

O dleo essencial extraido das folhas de capim-liméao
(Cymbopogon flexuosus) é utilizado na indistria de
cosméticos e de medicamentos em fungdo do
aroma, além de apresentar atividade
anticancerigena, antimicrobiana e antifingica. O
principal constituinte é o citral (até 85% do 6leo),
formado por dois isémeros, neral e geranial, que
conferem o aroma de limdo e as propriedades
medicinais a planta (Desai & Parikh, 2012).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de capim-liméo
(Cymbopogon flexuosus) frente a bactérias entéricas
isoladas de aves (Gallus gallus domesticus).

MATERIAL E METODOS
Oleo essencial de capim-lim&o
O oleo essencial de Cymbopogon flexuosus foi

adquirido comercialmente junto & empresa
Ferquima Indlstria e Comércio LTDA (localizada
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em Vargem Grande Paulista, SP, Brasil), em
embalagem de 500 mL, sendo analisado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrmetro de
massas (CG-EM). A andlise foi realizada em
cromatografo  Agilent  Technologies (7890A)
acoplado a espectrébmetro de massas (MS 5975C)
dotado de coluna capilar DB-5 MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um) e hélio (1 mL-min™) como gés de
arraste. O injetor foi mantido a 220°C, seguindo a
programacdo da temperatura de 60°C-240°C (3°C
min™), operando em impacto eletrénico a 70 eV,
em uma faixa de 45 a 550 (m/z). A identificacdo
dos constituintes do 6leo essencial foi feita com o
uso do software MSD Chemstation, juntamente
com a biblioteca (National Institute of Standards
and Technology, NIST 2002). A abundancia
relativa (%) dos constituintes foi calculada a partir
da area de pico do cromatograma (CG) e
organizada de acordo com a ordem de eluicéo.

Microrganismos

Foram avaliadas cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus isoladas da cloaca de aves
(Gallusgallus domesticus) de postura sadias do
Setor de Avicultura da Instituicdo (Souza et al.,
2015). As amostras estavam mantidas a -20°C em
20% de glicerol.

Para a ativacdo, foram inoculados 12 pL da cultura
de E. coli e S. aureus em 10 mL de caldo BHI
(Brain Heart Infusion, HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd., Maharashtra, india). O in6culo foi levado a
estufa a 37°C por 24 horas para ativar o crescimento
microbiano, por duas vezes consecutivas. Apos esse
periodo, as culturas foram inoculadas em PCA
(Agar Padrdo para Contagem, Isofar Ind. E Com.
Produtos Quimicos LTDA., Rio de Janeiro, Brasil)
e incubadas nas mesmas condi¢Bes para obter
massa microbiana. Foi realizada a colocagdo de
Iaminas para avaliagdo da pureza das cepas.

Testes de sensibilidade

Adotaram-se as recomendacfes do Clinical and
Laboratory Standards Institute- CLSI (2012b) para
realizacdo dos testes sensibilidade por difusdo em
disco e CLSI (2012a) para a realizacdo dos testes
sensibilidade por diluicdo com a determinagdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) utilizado o
método de Macrodiluicdo (tubo) em caldo. Para a
verificacdo da sensibilidade das bactérias frente ao
6leo essencial de Cymbopogon flexuosus, foram
avaliadas cinco concentracfes distintas do 6leo,
segundo metodologia proposta por Oliveira et al.
(2006). Foram preparados sete tubos de ensaio
contendo 4,2 mL de BHI e 20 pL de Tween 80
(Oxiteno Labsynth produtos para laboratérios
LTDA., Sdo Paulo, Brasil). Na preparagdo das
concentragoes, foram pipetados 800 pL do oleo
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essencial e transferidos para um dos tubos. Foi
realizada a homogeneizagdo com o vértex, e entdo
um volume de 800 pL foi pipetado desse tubo e
transferido para o préximo, e assim sucessivamente
até o quinto tubo, obtendo-se as concentracdes de
160; 80; 40; 20 e 10 puL mL™. Apés a preparagio
das concentragBes, um volume de 12,5 pL do
indculo da cultura de S. aureus e de E. coli,
padronizado para 0,5 na escala McFarland, foi
adicionado a cada tubo. Para um dos outros dois
tubos, que continham apenas BHI e Tween 80,
foram transferidos 800 pL do 6leo essencial (esse
tubo foi chamado de controle negativo, visto que a
cultura ndo foi inoculada) e para o outro foram
transferidos 12,5 puL do indéculo da cultura (controle
positivo, sem o Oleo essencial). Cada teste foi
realizado em oito repeticBes para cada concentragdo
e para cada microrganismo.

Apds 24 horas em estufa a 37°C, a turbidez das
amostras foi comparada com os controles positivo
(onde, em virtude da auséncia de 6leo essencial, a
cultura desenvolve-se livremente, dando ao meio e
cultura a aparéncia turva) e negativo (devido a
auséncia da cultura, o meio apresentou aspecto
leitoso) Todas as diluicbes do 6leo em que néo foi
observado crescimento bacteriano na CIM foram
plaqueadas em superficie em &gar PCA, por meio
de alca de Drigalsky estéril. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, quando foi realizada
a contagem das coldnias com objetivo de definir a
concentracdo bactericida minima (CBM).

Para o teste de sensibilidade antimicrobiana em
discos, a preparagao das concentracdes foi realizada
seguindo a mesma metodologia utilizada na CIM,
porém na diluicdo do dleo essencial foi utilizada

agua destilada ao invés do meio BHI. De cada um
dos tubos com as concentracfes (160; 80; 40; 20 e
10 puL mL™) foi retirado o volume de 10 L, que foi
transferido para cinco discos de papel filtro estéreis
(6 mm de diametro), devidamente identificados
guanto a concentracdo. Como controle negativo, foi
utilizado outro disco de papel filtro embebido em
uma mistura de agua destilada e Tween 80. O
controle positivo utilizado foi um disco comercial
de antimicrobiano padrdo, contendo Amicacina.

As culturas microbianas estudadas, padronizadas
para 0,5 na escala de McFarland, foram inoculadas
em oito placas com agar Mueller Hinton (HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd., Maharashtra, india). Apés a
inoculacdo das culturas e secagem das placas, 0s
discos de papel filtro e o antibiético foram
depositados sobre o meio de cultura, e as placas
foram entdo incubadas em estufa a 37°C por 24
horas, quando os halos foram medidos com régua
milimétrica.

Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a Analise de
Varidncia (ANOVA) e teste de Bonferroni a 5% de
probabilidade, no programa estatistico “Graf Pad
Prism” para comparagéo entre as concentragdes € o
controle e das concentracbes entre  si.
Posteriormente, realizou-se a analise de regressao,
para determinar a melhor concentracdo do dleo para
cada bactéria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise cromatografica estéo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Abundancia relativa dos compostos detectados no 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus pela
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

N°? TR? Compostos Abundancia relativa (%)
1 6,3 Canfeno 0,034
2 7.2 6-metil 5-Hepten-2-one 0,07
3 11,3 Linalol 1,17
4 14,6 desconhecido 0,68
5 17,2 B-Citral 33,8
6 17,6 trans-Geraniol 6,06
7 18,5 a-Citral 43,62
8 23,1 Acetato de Geraniol 4,2
9 24,7 Cariofileno 2,15
10 28,5 y-Cadineno 0,33

Total 92,1
Outros 7,8

I Numero do pico
2 Tempo de retencéo
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O componente majoritario identificado no dleo
essencial foi o citral (77,42%), com abundancia
relativa semelhante & descrita por Adukwu et al.
(2012), que identificaram o citral na proporgéo de
80%.

O citral ¢ um aldeido alifatico, composto pela
mistura entre os isémeros neral (B-citral ou cis-
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Dlametro do halo (mm)

citral) e geranial (a-citral ou trans-citral),
conferindo ao Cymbopogon flexuosus a atividade
antimicrobiana (Ganjewala, 2009).

Os resultados do teste de difusdo em disco
utilizando ¢6leo essencial de capim-limdo estdo
apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Média dos halos obtidos no teste de difusdo em disco com o éleo essencial de Cymbopogon flexuosus
frente a Staphylococcus aureus pelo teste de Bonferroni a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Média dos halos obtidos no teste de difusdo em disco com o dleo essencial de Cymbopogon flexuosus
frente a Escherichia coli pelo teste de Bonferroni a 5% de probabilidade.

28



ISSN 1981-5484

Acta Veterinaria Brasilica, v.10, n.1, p.25-31, 2016

O Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus
apresentou efeito antimicrobiano frente as duas
bactérias testadas (Figuras 1 e 2). Para ambos 0s
microrganismos, foram observadas diferencas
estatisticas entre as concentragBes do dleo (p <
0,05) e, a partir da aplicacdo do teste Bonferroni,
foi possivel apontar que a concentragdo de 160 pL
mL™ resultou nos maiores halos frente aos dois

Na andlise de regressdo, o modelo que melhor se
ajustou ao comportamento dos dados foi o
quadratico (Figuras 3 e 4). A melhor concentracao,
dentro do intervalo testado, foi 160 puL mL™ de éleo
essencial, para ambos o0s microrganismos. As
maiores concentragBes resultaram em maiores
diametros de halo, mas sdo necessarios novos
estudos com doses superiores para afirmar até que

microrganismos, sendo estatisticamente menores ponto a capacidade de inibir o crescimento
apenas que os halos dos antibidticos (controle microbiano aumenta.
positivo) e maiores que todas as outras
concentragdes. Os halos das concentragtes de 80;
40; 20 e 10 pL mL™ foram estatisticamente iguais
ao do controle negativo.
16 -
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Figura 3. Diametro dos halos obtidos no teste de difusdo em disco com o 6leo essencial de Cymbopogon

flexuosus frente a Staphylococcus aureus.
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Figura 4. Didmetro dos halos obtidos no teste de difusdo em disco com o dleo essencial de Cymbopogon

flexuosus frente a Escherichia coli.
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No teste de CIM, a partir da comparacdo da
turbidez dos tubos com os controles positivo e
negativo, foi possivel observar diminuicdo do
crescimento microbiano a partir da concentracdo de
80 pL mL" para os dois microrganismos,
confirmando os resultados obtidos na difusdo em
disco. Para comprovar a auséncia de crescimento,
realizou-se o teste de CBM com as concentragdes
de 40, 80 e 160 uL mL™

No teste de CBM, observou-se crescimento em pelo
menos uma das repetices em cada concentracao,
indicando que a CBM néo foi determinada nas
concentracdes do 6leo estudadas, estando, portanto,
acima de 160puL mL™.

Os 6leos essenciais sd0 compostos que, por serem
hidrofobicos, sdo facilmente difundidos pela parede
celular dos microrganismos e causam danos a
membrana, principalmente no que diz respeito a
fluidez e permeabilidade (Millezi et al., 2012).
Portanto, os 6leos essenciais, inclusive o de capim-
liméo, tém maior atividade frente a bactérias gram-
positivas. As gram-negativas sdo mais resistentes
devido a maior complexidade da sua membrana
plasmética, que atua como uma barreira a difusdo
dos componentes hidrofébicos dos 6leos essenciais
(Naik et al., 2010).

Os resultados para a atividade frente a S. aureus e
E. coli concordam com os de outros autores no que
diz respeito & maior sensibilidade de bactérias
gram-positivas, embora haja divergéncia em relacdo
aos didmetros de halos observados. Adukwu et al.
(2012) concluiram que o 6leo essencial de capim-
limdo (Cymbopogon flexuosus) possui efeito
antimicrobiano, alcancando halos superiores a 80
mm frente a S. aureus. Kakarla & Ganjewala
(2009) relataram halos entre 30 e 38 mm para S.
aureus e de 23 e 33 mm para E. coli, utilizando o
6leo essencial de C. flexuosus. Silveira et al. (2012)
observaram halos de 50 mm para S. aureus e de
17,2 mm para E. coli.

Os resultados divergentes podem ser explicados por
diferencas na composicéo dos 6leos essenciais (que
pode ser afetada pela época do ano e horario de
colheita, por exemplo); diferencas na metodologia e
nas concentracbes utilizadas; o crescimento
microbiano também pode ter sido diferente, visto
que se tratava de microrganismos isolados e ndo
cepas padronizadas.

As espécies Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon
citratus sdo plantas diferentes, porém com a
composi¢do muito semelhante (presenga majoritéria
de citral), sendo inclusive conhecidas pelo mesmo
nome comum (capim-limdo) (Ganjewala, 2009).
Naik et al. (2010), ao avaliarem o dleo essencial de
Cymbopogon, verificaram atividade antimicrobiana
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sobre S. aureus (halo de inibi¢do de 14,3 a 29,6
mm) e E. coli (8 a 22,33 mm).

Resultados semelhantes aos do presente estudo
foram relatados por Millezi et al. (2012), que
verificaram halos de inibi¢do entre 2 e 5,6 mm para
E. coli e de 5 a 12 mm para S. aureus, utilizando
oleo essencial de C. citratus em concentracdes de
0,5a50% (v/v).

Os resultados revelam que o dleo essencial de
Cymbopogon flexuoxus apresenta potencial para
uso em racOes de frangos de corte em substituicdo
aos melhoradores de desempenho. Entretanto, testes
toxicoldgicos e de atividade in vivo sdo necessarios.

CONCLUSAO

O oOleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon
flexuosus) apresenta atividade antimicrobiana frente
a S. aureus e E. coli isoladas de aves, inibindo o
cresg:imento microbiano na concentracdo de 160 pL
mL™.
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