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Efeito antimicrobiano e fendlicos totais de extratos aquosos de erva cidreira (lippia alba),
capim limao (cymbopogon citratus) e eucalipto (eucaliptus globulus)
Antimicrobial and total phenolic effects of aqueous extracts of lemon grass (lippia alba),
lemon grass (cymbopogon citratus) and eucalyptus (eucalyptus globulus)
Vanderson Belfort Rodrigues Sousa! Adenilde Nascimento Mouchrek” Amanda

Mara Teles™

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e o teor de fendlicos totais de
extratos aquosos de erva cidreira (Lippia alba), capim limao (Cymbopogon citratus) e eucalipto
(Eucaliptus globulus). Os extratos foram obtidos empregando-se a técnica de maceracdo. A
atividade antimicrobiana foi mensurada através do Método de Difusdo de Disco e ensaio de
Concentragdo Inibitéria Minima. Na andlise do teor de Fendlicos Totais aderiu-se a
metodologia descrita por Waterhouse (2012), utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu.
Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana, sendo a melhor CIM observada para
a bactéria Salmonella sp. O teor de fenolicos totais apresentou resultados expressivos, sendo o

eucalipto tendo apresentado a maior quantificagdo dos extratos analisados.

Palavras-chave: Extratos aquosos, atividade antimicrobiana, fendlicos totais.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate antimicrobial activity and total phenolics content of
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aqueous extracts of Lemongrass (Lippia alba), Lemongrass (Cymbopogon citratus) and
eucalyptus (Eucalyptus globulus). The extracts were obtained using maceration technique. The
antimicrobial activity was measured using the Disk Diffusion Method and Minimum Inhibitory
Concentration. In the analysis of the levels of total phenolics joined the methodology described
by Waterhouse (2012), using the Folin-Ciocalteu reagent. All extracts showed antimicrobial
activity, being the best CIM observed for the bacteria Salmonella sp.. The concentration of total
phenolics showed significant results, being the Eucalyptus and the biggest quantification of

extracts analyzed.

Key words: Aqueous extracts, antimicrobial activity, total phenolics.

INTRODUCAO

As doencgas infecciosas sdo umas das preocupacdes mais enfatizadas com relacdo a
mortalidade mundial. Podem ser ocasionadas por diversas espécies, sendo os principais
patdgenos relacionados as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli (RODRIGUES
& BARROSO 2011). Essas infeccdes sao consideradas como problema de alta gravidade com
relacdo a satde coletiva, em virtude das consequéncias do seu impacto direto na sociedade. Elas
sd0 ocasionadas por microrganismos de cariter patogénico que invadem o organismo do
hospedeiro, ultrapassam suas defesas e provocam danos aos tecidos (GUIDO et al., 2010). Essa
preocupacdo se deve as altas taxas de resisténcia dos microrganismos, necessitando do
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (GUIMARAES et al., 2010).

Os agentes antimicrobianos possuem capacidade de interferir em diversas atividades da
célula bacteriana (FRIERI et al. 2016). Assim, os produtos naturais derivados de plantas surgem
como alternativa para esse emprego, além do aumento considerdvel dessa procura crescente

(GONCALVES et al., 2013; FIGUEREDO et al. 2014,), visto que a biodiversidade brasileira
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diversificada contribui para a aceitacao do uso de plantas medicinais (SILVA et al. 2010), desse
ponto de vista, a fitoterapia tem se disseminado na sociedade moderna (SANTOS et al., 2011).
Essas substancias sdo obtidas devido a atividade metabdlica secundaria das plantas, que
produzem substancias antibidticas, que atuam no seu mecanismo de defesa contra
microrganismos predadores, entre outros. Esses compostos que podem ser isolados das plantas
sdo substancias cuja estrutura quimica, apresentam grandes diferengas estruturais em relacao
aos antibidticos derivados de microrganismos (FOGLIO et al., 2006).

Os produtos de origens vegetais vém sendo descrito ao longo da histéria como recursos
terapéuticos sendo utilizados pelos povos. As antigas civilizagdes ja utilizavam as plantas,
algumas como alimento e outras como remédio. Em suas experi€ncias com ervas, tiveram
sucessos e fracassos, produzindo efeitos colaterais severos. A descoberta pelo homem das
propriedades uteis e nocivas dos vegetais vem auxiliar na sua utilizacdo (FURTADO et
al.,2015).

O eucalipto € utilizado em vérios segmentos da industria o género Eucalyptus, da familia
das Myrtaceae, € originario da Austrélia e possui cerca de 700 espécies. Sao arvores de médio
a grande porte, podendo atingir 35-50 metros de altura e 1,2 metros de diametro préximo ao
solo. O género Eucalyptus possui propriedades: antifiingica, antisséptica, adstringente,
antiinflamatoria, antibacteriana e cicatrizante (SILVEIRA et al. 2012).

A Lippia alba (Mill.) ¢ uma planta nativa da América do Sul, conhecida popularmente
no Brasil como erva-cidreira. Folhas e raizes da planta sdo utilizadas na medicina popular sob
diversas formas no tratamento de doencas gastricas, antipiréticas, como analgésico e sedativo
(MACHADO et al., 2012).

A Cymbopogon citratus é origindria da India e largamente distribuida por vérios paises

tropicais, entre eles o Brasil. A medicina popular utiliza o cha ou abafado, preparado a partir de
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suas folhas, como calmante, analgésico, antipirético, antirreumaético, diurético e em distirbios
digestivos (MACHADO et al., 2012).

Diante da notdria importancia terapéutica e cientifica do géneros descritos acima, este
artigo teve como objetivo extrair, quantificar o teor de fendlicos totais e avaliar a atividade
antimicrobiana de erva cidreira (Lippia alba), capim limao (Cymbopogon citratus) e eucalipto
(Eucaliptus globulus) frente a microrganismos patogénicos responsdveis por doengas

infecciosas.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo dos Extratos Aquosos

Os extratos aquosos de erva cidreira (Lippia alba), capim limao (Cymbopogon citratus)
e eucalipto (Eucaliptus globulus) foram obtidos pelo processo de maceracdo. Para o preparo
utilizou-se como solvente dgua destilada. As plantas foram secas e pulverizadas em moinho
elétrico para obten¢do do p6 dos materiais vegetais. Em seguida, realizou-se a pesagem de 100g
do p6 das folhas secas, transferiu-se a massa dessas folhas para um recipiente adequado onde
foram acrescentados 300 mL de dgua destilada, até a completa submersdao do material. O
recipiente foi vedado e deixou-se em maceragdo por 7 dias a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, foi realizada a etapa de filtragem, esse filtrado foi concentrado em um rotaevaporador.
Ap6s a concentracdo, este material foi transferido para um frasco encaminhado a estufa para
secagem completa do extrato. Depois da etapa completa, os extratos tiveram suas massas

aferidas para posterior calculo dos rendimentos.

Teor de Fendlicos Totais
A determinagd@o espectrofotométrica dos compostos fendlicos foi realizada de acordo

com a metodologia descrita por Waterhouse (2012), utilizando-se o reagente de Folin-
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Ciocalteu. A curva de calibragao foi obtida fazendo-se uso de seis dilui¢des de acido tanico (10-
120pg/L). As amostras em andlise foram submetidas a0 mesmo procedimento. As mensuracgoes
das absorbancias em fun¢io da concentra¢io (2000ug/mL™") foram feitas em espectrofotdmetro
UVVIS Quimis a 760 nm, em triplicata.

A equacdo de curva de calibracdo obtida através da curva de regressdo linear estd
mostrada abaixo: y = 0,0069x — 0,0062, R = 0,9999. Onde y representa a absorbancia média e
x a concentracdo de equivalentes de dcido tinico. Os resultados foram expressos como mg de

equivalente de 4cido tanico (EAT) por grama de amostra.

Cepas microbianas testadas

Foram utilizadas sete cepas microbianas provenientes da “American Type Culture
Collection” (ATCC) doadas pelo Laboratério de Microbiologia do Controle de Qualidade de
Alimentos e Agua da Universidade Federal do Maranhdo (PCQA-UFMA), sendo elas:
Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e Enterobacter aerogenes. A identificacdo das cepas foi
confirmada pelo uso de ensaios bioquimicos, seguindo as recomendacdes do manual de

microbiologia clinica (MURRAY, 2003).

Padronizac¢ao do in6culo

As cepas microbianas utilizadas foram repicadas em caldo de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) e incubadas a 35°C até atingirem fase exponencial de crescimento em (4-6h).
Ap6s esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em solucdo salina 0,85%
estéril, de modo a se obter uma suspensao microbiana com a turbidez comparavel a da solucao
padrao de McFarland 0,5 (1,5 x 10® UFC/mL) de acordo com as normas do Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003).

11
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo Método de Difusdo em Disco (MDD)

A técnica de Difusao de Disco padroniza os testes de sensibilidade de antimicrobianos
por disco-difusdo. Primeiro foram preparadas as placas com o meio de cultura Agar Mueller
Hinton (AMH), ap6s sua solidificagdo a suspensao microbiana foi distribuida na superficie do
dgar e deixada em repouso a temperatura ambiente por 30 min. Logo apds sdo preparados os
discos contendo 50 pL do extrato na concentracio 10.000 pg. mL. Utilizando-se pinca
esterilizada, os discos foram distribuidos sobre a superficie do dgar. As placas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas. Os diametros dos halos de inibicdo foram
mensurados, incluindo o didmetro do disco. Esses ensaios foram feitos em triplicata (CLSI,

2003).

Determinacao da concentracdo inibitoria minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima foi realizada segundo a metodologia da dilui¢cdo em
caldo proposta pela National Committee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS, 2003) com
as bactérias utilizadas nas técnicas de difusdo em meio sélido. Inicialmente uma aliquota de 5
ug. mL' do extrato aquoso na concentracdo de 5.000 ug. mL! preparados numa solugio de
dimetilsuféxido (DMSO) a 2,0% foi transferida para tubo de ensaio contendo caldo BHI. Em
seguida foram realizadas dilui¢des seriadas resultando nas concentragoes de 40 a 2.500 pg. mL"
LA suspensao microbiana contendo 1,5x10% UFC. mL! das cepas foram adicionadas a cada
concentracao dos extratos. Realizou-se o controle constituido apenas da solu¢gao de DMSO nas
mesmas concentragdes testadas. Foram reservados tubos para controle de esterilidade do caldo
e de crescimento bacteriano. Logo ap6s os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas. Apds o
periodo de incubacdo, foi verificada a concentragdo inibitéria minima dos extratos, sendo
definida como a menor concentracdo que visivelmente inibiu o crescimento bacteriano

(auséncia de turvacdo visivel).

12
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento dos extratos aquosos de erva cidreira (L. alba), capim limao (C. Citratus)
e eucalipto (Eucaliptus globulus) foram, respectivamente, 9,823%, 3,453% e 2,341%, conforme
a Tabela O1.

Resultados discordantes deste estudo foram observados por Kanojiya et al. (2015)
quando expressaram um rendimento para o extrato aquoso de eucalipto de 13,30%.

Para o extrato de erva cidreira, resultados superiores sdo observados por Aguiar et al.
(2008) quando utilizaram metanol como solvente no estudo “Antimicrobial activity of Lippia
alba (Mill.) NE Brown (Verbenaceae)”, onde apresentaram um valor de rendimento 12,41g.

Resultados acima dos obtidos neste estudo também foram ressaltados por Ramos et al.
(2012) para o extrato de capim-limao, onde estes autores obtiveram um rendimento bruto de
aproximadamente 4,55%.

Os teores de fendlicos totais nos extratos aquosos expressos em mg EAT.g!' sdo
apresentados na Tabela 02.

Em estudo realizado por Vazquez et al. (2008), os autores analisaram o teor de fendlicos
totais do extrato aquoso de eucalipto e obtiveram a quantificagcdo de 18,1 g GAE / 100g extrato,
resultado superior ao encontrado nesse estudo.

Santos et al. (2012) no estudo “Supercritical fluid extraction of phenolic compounds
from Eucalyptus globulus Labill bark.” utilizando como solvente dgua e etanol quantificaram
o teor de compostos fenélicos no eucalipto em 159,57 mg GAE g~ ! de extrato, mas empregando
metanol e 4gua 407.41 mg GAE g, sendo este resultado expressando proximidade aos obtidos
neste estudo.

Azevedo et al. (2011) ao avaliarem o teor de fendlicos totais em capim-limao obtiveram

resultados superiores ao observados neste estudo ao relatarem como quantificacao do parametro

13
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0,4305 mg de acido gdlico/g de amostra.

A presenga dos compostos fendlicos para erva cidreira e capim-limao sao comprovados
por Lins et al. (2015) ao analisarem os compostos bioativos em erva cidreira e capim-limao.

Os diametros dos halos de inibicdo dos extratos aquosos frente a todos os
microrganismos testados sdo expressos em mm e constam na Tabela 03.

Para o extrato de erva cidreira, Aguiar et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes
ao testar os extratos das folhas, que exibiram halos de inibicdo de 12,0; 10,3 e 11,3 mm para S.
aureus. Ainda, os autores ndo obtiveram a¢do antimicrobiana desses extratos frente a E. coli e
P. aeruginosa, resultados esses discordantes deste estudo.

Resultados inferiores foram analisados por Furtado et al. (2015), ao observarem que
seus extratos aquosos de Eucalyptus globulus e Cymbopogon citratus testados frente a bactéria
E. coli e Klebsiella pneumoniae, ndo mostraram atividade antimicrobiana em halos de inibi¢do
para nenhuma das concentracdes avaliadas (100 mg. mL™!, 50 mg. mL! e 25 mg. mL™!). Porém,
o extrato de Eucalyptus globulus nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg. mL™! mostrou atividade
antimicrobiana contra S. aureus, gerando halos de 13, 12 e 10 mm, respectivamente, para cada
concentracao.

A atividade antimicrobiana observada para o extrato de capim-limdo foi discordante dos
resultados expressos por Alvarenga et al. (2007) ao utilizarem o extrato aquoso de capim-limao
e observaram que a cepa de Staphylococcus aureus, mostrou-se resistente frente ao extrato
estudado, apresentando um halo de 5,2 mm.

Mahato et al. (2015) em seu estudo “A Comparative Study of Effect of Essential Oil
and Alcoholic Extract of Eucalyptus Leaves on Medically Important Bacterial and Fungal
Isolates” observaram que o extrato aquoso de eucalipto demonstrou atividade apenas frente a
cepa de Enterobacter aerogenes, porém o halo de 7 mm observado foi classificado como

resistente. Ainda neste estudo, 0 mesmo extrato ndo demonstrou atividade frente as cepas de

14
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

As Concentragdes Inibitérias Minimas dos extratos aquosos frente a todos os
microrganismos testados sdo expressas em mm e constam na Tabela 04.

Azevedo et al. (2011) em seu estudo “Potencial Antioxidante e Antibacteriano do
Extrato Etandlico de Plantas usadas como Chds” obtiveram concentra¢cdes menores com relagao
a esse estudo, onde oS autores ao testarem O extrato capim—limﬁo apresentaram,
respectivamente, para Escherichia coli e Staphylococcus aureus concentragdes de >75 mg. mL”

le<25mg. mLL.

CONCLUSAO

Os extratos aquosos apresentaram atividade frente a todos os microrganismos testados,
sendo que menor Concentracao Inibitéria Minima foi observada para Salmonella sp. frente ao
extrato de capim-limdo. Esses resultados expressam o potencial desses extratos para uso
antimicrobiano, sendo sugeridos estudos posteriores para avaliacdo da atividade antioxidante

pelos valores expressivos do teor de fenodlicos totais.
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Tabela 01 - Rendimento dos extratos de Erva cidreira (Lippia alba), capim limao (Cymbopogon

citratus) e Eucalipto (Eucaliptus globulus).

Extratos (%)
Erva Cidreira
9,823 %
(L. alba)
Capim Limao
3,453%
(C. Citratus)
Eucalipto
2,341 %

(E. lobulus)
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Tabela 02 - Teores de Fendlicos Totais nos extratos aquosos de erva cidreira (Lippia alba),

capim limao (Cymbopogon citratus) e Eucalipto (Eucaliptus globulus) (valores expressos em

mg EAT.g™").

Extratos

Fenélicos (mg EAT.g™)

Erva Cidreira
(L. alba)
Capim Limao
(C. Citratus)

Eucalipto
(E. globulus)

102,72

275,62

465,82

EAT: equivalente 4cido tanico

21



Tabela 03 — Diametro dos halos de inibicdo (mm) dos extratos aquosos frente aos

microrganismos testados.

Diametros dos halos de inibicao (mm)

Bactéria Capim Limao Erva Cidreira Eucalipto

(1,5 * 10° UFC. mL") (C. Citratus) (L. alba) (E. globulus)
Enterobacter aerogenes 10,0 8,0 8,0
Escherichia coli 10,0 9,0 8,0
Klebsiella pneumoniae NI* NT* 10,0
Proteus mirabilis 10,0 9,0 12,0
Salmonella sp. 14,0 8,0 8,0
Staphylococcus aureus 12,0 13,0 12,0
Pseudomonas aeruginosa 15,0 8,0 8,0

NTI*: ndo ocorreu inibicdo do microrganismo.
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Tabela 04 — Diametro dos halos de inibi¢ao dos extratos aquosos frente aos microrganismos

testados.
Concentracio Inibitéria Minima (ug. mL1)
Bactéria Capim Limao Erva Cidreira Eucalipto
(1,5 * 10° UFC. mL") (C. Citratus) (L. alba) (E. globulus)
Enterobacter aerogenes 5000 NI* NI*
Escherichia coli 5000 NI* NI*
Klebsiella pneumoniae NI* NI* 5000
Proteus mirabilis 5000 NI 2500
Salmonella sp. 1230 NI* NT*
Staphylococcus aureus 2500 1250 2500
Pseudomonas aeruginosa 1250 NT* NI*

NTI*: ndo ocorreu inibicdo do microrganismo.
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