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RESUMO

A resisténcia microbiana tem se tornado um dos maiores desafios globais de saude,
impulsionando a busca por alternativas terapéuticas eficazes. Neste contexto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a composi¢ao quimica e a atividade antibacteriana do 6leo
essencial de citronela (Cymbopogon winterianus) contra cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. As plantas foram cultivadas e colhidas na Universidade Federal da Fronteira
Sul (UFFS), Campus Realeza, PR. A extracdo do 6leo essencial foi realizada por destilacao a
vapor, € sua composicdo quimica foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Os principais componentes identificados foram citronelal
(51,46%), geraniol (13,36%) e citronelol (9,36%). A atividade antibacteriana foi avaliada por
meio da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) contra quatro cepas de cada bactéria. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial
apresentou atividade bacteriostatica significativa contra todas as cepas de S. aureus, com
valores de CIM variando de 0,52% a 1,95%. Em relagdo a E. coli, a CIM variou de 0,78% a
25%. A CBM indicou que a a¢do bactericida foi mais eficaz contra cepas Gram-negativas,
enquanto, para S. aureus, a concentracao necessaria para efeito bactericida foi superior a 25%
em trés das quatro cepas testadas. Os achados indicam que o 6leo essencial de citronela possui
potencial como agente antibacteriano, embora sejam necessarios estudos adicionais para
otimizar a dosagem e identificar com maior precisdo 0s compostos responsaveis pela agao
antimicrobiana. Recomenda-se também a padronizagdo dos métodos de extragdo e a avaliacao
da eficacia do 6leo em combinac¢ao com outros antimicrobianos para futuras pesquisas
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1 INTRODUCAO

A resisténcia microbiana tem se destacado nas Ultimas décadas como um dos maiores
desafios enfrentados pela satide global. Embora os antimicrobianos tenham revolucionado a
medicina, seu uso excessivo ¢ inadequado na industria, agropecudria, medicina humana e
veterindria tem gerado uma pressdo seletiva que favorece mutacdes e a selecdo de
microrganismos resistentes, reduzindo as opgdes terapéuticas disponiveis (Uddin et al.,2021).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), a resisténcia antimicrobiana
¢ uma das principais ameacas a saude publica, agravando quadros clinicos, aumentando as
taxas de morbidade e mortalidade e elevando os custos do tratamento (Turner et al., 2019).
Diante desse cenario, a busca por alternativas terapéuticas eficazes tem se tornado uma
prioridade. A fitofarmacologia, area que investiga o potencial medicinal das plantas, tem
ganhado destaque como uma abordagem promissora, especialmente em regides onde o acesso
a medicamentos convencionais ¢ limitado.

Entre os compostos naturais de interesse, os 0leos essenciais (OEs) vém despertando
aten¢do devido as suas propriedades antimicrobianas, baixa toxicidade, biodegradabilidade e
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menores efeitos colaterais (Roope et al., 2019). Os OEs sao substancias volateis extraidas de
diferentes partes das plantas, como folhas, raizes, galhos e sementes. Sua atividade
antimicrobiana estd associada a composi¢do quimica, rica em compostos fenodlicos e
monoterpénicos, que atuam por multiplos mecanismos, incluindo a permeabilizagdo da
membrana celular, inibi¢do de enzimas essenciais € comprometimento do metabolismo
energético dos microrganismos. Por possuirem mecanismos de agao diversificados, os OEs
dificultam a sele¢do de resisténcia pelos patégenos, tornando-se uma alternativa viavel aos
antimicrobianos sintéticos (Rammal et al., 2024).

Diante da necessidade de alternativas eficazes no combate a resisténcia microbiana, os
Oleos essenciais de plantas medicinais tém se apresentado como ferramentas promissoras.
Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do dleo essencial de
citronela (Cymbopogon winterianus), cultivado no municipio de Realeza, PR, frente a cepas
padroes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo e colheita de plantas medicinais

O estudo foi conduzido entre junho de 2014 e julho de 2022 na Universidade Federal
da Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza, PR, Brasil. As mudas de Cymbopogon winterianus
foram cultivadas em cinco linhas de 50 metros de comprimento, com espagamento de 1,5
metros entre plantas e entre linhas. O solo recebeu adubagdo semestral com 10 Mg ha™ de
matéria organica proveniente de cama de aviario, além de adubacao complementar de 30 kg
ha™' apos a poda. A colheita foi realizada manualmente a cada 90 dias, durante o periodo de
inflorescéncia.

2.2 Extragao do oleo essencial, Densidade Relativa e Analise Cromatogrdfica

A extracdao do 6leo essencial de citronela (OEC) foi realizada por destilagdo por
arraste a vapor a partir da massa vegetal fresca. A densidade relativa do OEC foi determinada
em triplicata, utilizando a relagdo entre massa e volume a 20 °C (D = m/V).

A técnica de andlise foi atraves de cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas pelo equipamento da marca Agilent, Modelo MSD5977B,
utilizando os parametros de analise cromatografica: Temperatura do injetor 280°C; Volume
de injecdo: 1uL; Modo de injecdo: Split (1:20); Fluxo: 1 mL min-1; Géas de arraste: Hélio;
Coluna capilar: DB- 5MS (30mx0.25mmx0.25um); Gradiente de temperatura do forno:
temperatura inicial 60°C - 2min. taxa 4°C/min até 200°C e taxa 6°C/min até 260°C - 10min;
Temperatura do detector de massas: 260°C; Temperatura da fonte de ionizagdo: 280°C; Modo
de aquisicao: scan. As identificacdes dos compostos sdo realizadas a partir da comparagao dos
espectros de massas dos picos com os da biblioteca NIST17.L (NIST Chemistry WebBook -
webbock.nist.gov), sendo apresentado o grau de similaridade de cada identificacdo, pela
comparagdo por padrdes externos disponiveis e pelos Indices de Retengdo publicados para
cada composto. A area percentual relativa de cada pico ¢ calculada sobre o somatorio de areas
de todos os picos eluidos da coluna e oriundos da amostra analisada, incluindo os picos
considerados como "compostos ndo identificados" por apresentarem similaridade abaixo de
valores seguros para atribui¢cdo da identificacao.

2.3 Culturas e microrganismos

Foram utilizadas quatro cepas padrao de Staphylococcus aureus (NP0038, LB25923,
NP0023 e B24) e quatro cepas padrao de Escherichia coli (NP0022, ATCC25922, LB25922 ¢
IC), obtidas do Laboratério de Pesquisas NB2 da UFFS, Campus Realeza, PR.
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2.4 Padronizac¢do do Inoculo

As cepas foram estocadas em ultrafreezer (-85 °C) em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) glicerinado (60%). Para reativagdo, foram cultivadas em BHI, seguidas de
incubagdo em caldo Mueller-Hinton (CMH). A densidade celular foi ajustada para 0,5 na
escala de McFarland, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL.

2.5 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentra¢do Bactericida Minima (CBM)

A CIM foi determinada pelo método de microdilui¢ao em caldo, seguindo as diretrizes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com modifica¢des. O OEC foi diluido
em série e distribuido em microplacas de 96 pogos, com a adi¢ao de 100 pL do in6culo
ajustado. A absorbancia foi medida em 625 nm no espectrofotometro para obtencdo da
absorbancia inicial. Ap6s 24 horas de incubacao a 36 °C, a leitura foi repetida.

A CIM foi determinada pela menor concentracdo do OEC que inibiu o crescimento
bacteriano, confirmada pelo uso de resazurina como indicador de viabilidade celular. A
permanéncia da cor azul indicou inibi¢do total, enquanto a mudanca para rosa revelou
crescimento bacteriano. A CBM foi avaliada a partir dos pocos em que nao houve
crescimento na CIM. Aliquotas de 10 pL. foram semeadas em agar Mueller-Hinton, seguidas
de incubagdo a 35 + 2 °C por 24 horas. A CBM foi definida como a menor concentragao do
OEC capaz de reduzir > 99,99% das unidades formadoras de coldnias (UFC), comparando-se
com a populagdo microbiana inicial.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo e a concentragdo dos componentes dos 6leos essenciais (OEs) extraidos
de plantas, mesmo dentro da mesma espécie, podem apresentar variagdes devido a fatores
genéticos, ecoldgicos e edafoclimaticos. Além disso, o método de extracdo e a qualidade do
material vegetal podem influenciar significativamente a composi¢ao final do OE (Yin, 1991;
Verma et al., 2016). De acordo com a Organizacdo Internacional de Padronizagdo (ISO), as
caracteristicas fisico-quimicas e¢ a composicdo do OE de Cymbopogon winterianus sao
regulamentadas pela ISO 3848:2016. Essa norma estabelece que um OE de qualidade deve
apresentar uma densidade relativa entre 0,880 e 0,902 e ter como compostos majoritarios o
citronelal (31,0-40,0%), o geraniol (20,0-25,0%) e o citronelol (8,5-14,0%). Paralelamente, a
Farmacopeia Britanica preconiza valores semelhantes para esses compostos: citronelal (30,0-
45,0%), geraniol (20,0-25,0%) e citronelol (9,0-15,0%) (Cerceu et al., 2020).

No presente estudo, a densidade relativa do OE foi de 0,880, estando dentro da faixa
preconizada pela ISO. Quanto a composicdo quimica, os principais constituintes identificados
foram citronelal (51,46%), geraniol (13,36%) e citronelol (9,36%), que juntos representaram
74,18% dos compostos presentes, conforme apresentado na Tabela 1. Observa-se que a
concentragdo de citronelal foi superior as faixas padronizadas pela ISO e Farmacopeia
Britanica, enquanto a de geraniol foi inferior. Esses resultados estdo em consondncia com
estudos anteriores que também apontaram variagdes na composicdo do OE de C. winterianus,
dependendo das condigdes de cultivo e processamento (Simic et al., 2008; Oliveira et al.,
2011; Kakaraparthi et al., 2014).

Tabela 1- Perfil Cromatografico do Oleo Essencial de Citronela cultivado em Realeza/PR-
Brasil comparado as Normas ISO 3848:2016

OE de Citronela ISO 3848:2016
Constituintes (Cymbopogon winterianus) Densidade Relativa:
Quimicos

Densidade Relativa: 0,880 Concentragao (%) 0,880 to 0,902

Concentracao (%)
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Limoneno 7,211
v- Terpineno 0,29
Fenchona 0,12
Linalol 0,83
Canfora 0,59
Citronelal 51,46 7
Terpinen-4-ol 1,10
Citronelol 9,36
Neral 0,35
Geraniol 13,36 |
Geranial 0,48
Acetato de3,17
Citronelila

Eugenol 1,34 1

Acetato de2,21 |
Geranila

B -Elemeno0,82
epi- 1,41
Biciclosesquif
elandreno
0-Cadineno 0,31 |
Elemol 1,74

aR-Turmerol 2,13
t-Cadinol 0,39
a-Cadinol 0,58

V.6, N21, 2025

2,0-5,0

0,5-1,5
31,0 - 40,0
8,5-14,0

20,0 - 25,0
0,3-1,0
2,0-4,0

0,5-1,0
2,5-55

0,7-2,5

1,5-2,5
1,3-4,8

Compostos encontrados em cromatografia do 6leo essencial de Citronela (Cymbopogon

winterianus), suas respectivas concentragdes € comparagdo com

as faixas de concentrag¢ao

indicados pela ISO 3848:2016, indicando quando a concentragdo de um composto estd acima
(1) ou abaixo (|) das concentracdes preconizadas pela respetiva norma (compostos com

concentragdes nao especificadas pela ISO ou dentro da norma,
FONTE: Elaborada pelo préprio autor.

ndo possuem indicagdes).

O presente estudo também avaliou a atividade antibacteriana do OE frente a

diferentes cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

A concentra¢dao inibitéria

minima (CIM) para S. aureus variou entre 0,52% (4570 pg/mL) e 1,95% (17160 pg/mL). Para
E. coli, os valores de CIM apresentaram maior amplitude, variando entre 0,78% (6860

pug/mL) e 25% (220000 pg/mL) (Tabela 2).

Tabela 2 -Concentragdes Inibitéria e Bactericida Minimas do Oleo

Essencial de Citronela

Microorganismo OEC
CIM (%) CIM (pg/mL) CBM (%) CBM (pg/mL)
S. aureus NP0038 00,52 4570 > >
S. aureus LB25923 01,95 17160 03,13 27540
S. aureus B24 00,78 6870 > >
S. aureus NP0023 00,78 6870 > >
E. coli NP0022 10,41 91600 10,41 91650
E. coli ATCC25922 25,00 220000 25,00 220000
E. coli LB25922 02,60 22900 02,60 22900
E. coli IC 00,78 6860 01,04 9150
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Média aritmética da triplicata, expresso em percentagem (%) e concentragdo (pg/mL).
Concentracdo inicial de 25%, valores maiores que essa concentragdo ¢ expressa como >25
(%) ou > 220000 (ug/mL). FONTE: Elaborada pelo proprio autor.

Esses resultados indicam um amplo espectro de agdo bacteriostatica, sendo mais
pronunciado nas cepas Gram-positivas. A concentragcdo bactericida minima (CBM) revelou
que a atividade do OE foi predominantemente bactericida contra as cepas Gram-negativas
testadas, com valores de CBM muito proximos ou equivalentes aos valores de CIM. Em
contrapartida, para S. aureus, embora os valores de CIM tenham sido inferiores, 0 CBM nao
pdde ser mensurado em trés das estirpes, sugerindo que uma concentragdo superior a 25%
pode ser necessaria para o efeito bactericida, ou que o OE apresente um efeito estritamente
bacteriostatico para essas cepas. Esse fenomeno pode estar relacionado a mecanismos de
defesa bacterianos que reduzem a suscetibilidade aos compostos bioativos do OE.

Estudos anteriores corroboram a atividade antibacteriana do OE de C. winterianus.
Dangol et al. (2023) demonstraram efeito significativo contra Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pyogenes, S. aureus ¢ S. epidermidis, atribuido a sinergia entre os componentes
do OE e seus diferentes mecanismos de agdo, incluindo ruptura da membrana citoplasmatica e
lise celular. Da mesma forma, Rammal et al. (2024) observaram atividade antimicrobiana
contra E. coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, S. aureus e S. intermedius,
reforgando a eficacia do OE. Adicionalmente, Ak-Sakalli ef al. (2024) encontraram valores de
CIM entre 4000 pg/mL e 8000 pg/mL para Enterococcus faecalis, E. coli, S. aureus ¢ K.
pneumoniae, intervalos compativeis com os encontrados no presente estudo.

Os resultados obtidos sugerem que o OE de C. winterianus apresenta potencial
antibacteriano significativo, especialmente contra bactérias Gram-positivas, podendo ser
explorado para aplicagdes terapéuticas e conservantes naturais. Entretanto, mais estudos sdo
necessarios para elucidar os mecanismos de acdo dos compostos majoritarios e avaliar sua
seguranga e eficacia em sistemas biologicos complexos.

4 CONCLUSAO

O estudo evidenciou que o 6leo essencial de Cymbopogon winterianus apresenta uma
composicdo quimica predominantemente constituida por citronelal, geraniol e citronelol,
conferindo-lhe propriedades antibacterianas relevantes. Os resultados demonstraram atividade
bacteriostatica e bactericida contra cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, com
maior eficacia contra as cepas gram-positivas. Entretanto, a variabilidade na composi¢ao do
0leo essencial, influenciada por fatores ecoldgicos, condigdes edafoclimaticas e métodos de
extracdo, constitui uma limitagdo que pode impactar sua padronizagdo e eficacia. Dessa
forma, ha uma necessidade evidente de estudos adicionais para otimizar a dosagem,
compreender os compostos bioativos responsaveis pela agdo antimicrobiana e elucidar os
mecanismos envolvidos. Pesquisas futuras devem priorizar a padronizagdo dos métodos de
extragdo, bem como avaliar a eficacia do O6leo essencial em associagdo com outros
antimicrobianos. Além disso, a investigacdo de diferentes condi¢des de cultivo e colheita
pode contribuir para a obtencao de um produto com composi¢ao quimica mais consistente e
potencial terapéutico ampliado.
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