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RESUMO

O citronelal, pertencente ao grupo dos monoterpenos € uma das substancias
majoritarias de Oleos essenciais de plantas aromaticas como as do género
Cymbopogon e Eucalyptus, revelando ter inumeras atividades bioldgicas, dentre
elas acado antimicrobiana. Desta forma, com base nas informagbdes sobre o
potencial terapéutico dos monoterpenos e a importancia do combate as
infeccOes causadas pelas bactérias multirresistentes, o presente estudo objetiva
avaliar a atividade antibacteriana dos monoterpenos (R)-(+)-Citronelal, (S)-(-)-
Citronelal e 7-Hidroxicitronelal contra a cepa de Bacillus subtilis. Para a
realizagcao da atividade foi analisada a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos
compostos contra a cepa de bactéria escolhida, além disso, utilizou-se o
antibacteriano cloranfenicol como controle positivo. Os monoterpenos (R)-(+)-
Citronelal e (S)-(-)-Citronelal apresentaram CIM igual a 256 ug/mL e o 7-
hidroxicitronelal apresentou CIM de 512 ug/mL. Com os resultados analisados
conclui-se que os monoterpenos em estudo podem ser utilizados como uma
alternativa terapéutica para o combate de infeccbes causadas por bactérias do
género Bacillus.

PALAVRAS-CHAVE: Terpenos. Microbiologia. Fitoterapia.
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ABSTRACT

Citronellal, belonging to the group of monoterpenes and is one of the major
substances of essential oils of aromatic plants as well as of the genus
Cymbopogone Eucalyptus, revealing to have numerous biological activities,
among them antimicrobial action. Thus, based on the information about the
therapeutic potential of monoterpenes and the importance of combating
infections caused by multiresistant bacteria, this study aims to evaluate the
antibacterial activity of the monoterpenes (R)-(+)-Citronellal, (S)-(-)-Citronellal
and 7-Hydroxycitronellal against the Bacillus subtilis strain. For the
accomplishment of the study the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the
compounds against the bacterial strain chosen was analyzed, in addition, the
antibacterial chloramphenicol was used as positive control. The (R)-(+)-citronellal
and (S)-(-)-citronellal monoterpenes presented MIC equal to 256 pg / mL and 7-
hydroxycytronellal presented MIC of 512 ug / mL. Analyzing the results, it was
concluded that the monoterpenes under study can be used as a therapeutic
alternative to combat infections caused by bacteria of the genus Bacillus.

KEYWORDS: Terpenes. Microbiology. Phytotherapy.
INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais para a cura de doengas e sintomas remonta ao
comecgo da civilizagdo, desde que o homem comegou a usar e a modificar os
recursos naturais para seu proprio beneficio. Esta pratica ultrapassou todas as
barreiras e obstaculos durante o processo evolutivo e chegou até os dias atuais,
sendo amplamente utilizada por grande parte da populacdo mundial como fonte
de recurso terapéutico eficaz (ROSSATO, 2013).

Os Oleos essenciais sao metabdlitos secundarios extraidos de diversas
partes de plantas, possuem composi¢cdo quimica complexa e garantem aos
vegetais vantagens adaptativas no meio em que estao inseridos. O uso de 6leos
essenciais para o controle de microrganismos vem sendo ampliado devido
principalmente a busca por substéncias alternativas para o controle de
microrganismos resistentes a antibidticos (ALVARENGA, 2016; GEROMINI,
2013).

Segundo Monteiro (2015) o aparecimento de estirpes de organismos
patogénicos resistentes a terapéutica, o aumento da populagdo de
imunocomprometidos e a crescente falta de antimicrobianos eficazes sao alguns
dos fatores que estimulou o estudo das propriedades dos 6leos essenciais e 0s
seus fitoconstituintes. A eficacia na inibicdo do desenvolvimento bacteriano,
incluindo estirpes resistentes a antibidticos, leveduras e fungos filamentosos
impulsionou o estudo da sua atividade antimicrobiana.

Dentre os varios produtos naturais e/ou sintéticos bastante pesquisados na
farmacologia pode-se citar os composto terpénicos, que sao divididos de acordo
com o numero de carbono (C) em suas moléculas, em isoprenos ou
hemiterpenos (5 C), monoterpenos (10 C), sesquiterpenos (15 C); diterpenos (20
C); sesterpenos (25 C); triterpenos (30 C); tetraterpenos (40 C) e polisoprendides
(n C) (BAKKALI et al., 2008; SPITZER, 2004).

O fitoconstituinte citronelal pertence ao grupo dos monoterpenos, € uma
das substancias majoritarias de 6leos essenciais de plantas aromaticas como as
do género Cymbopogon e Eucalyptus e pode ser isolado como uma mistura nao-
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racémica dos enantibmeros R e S, revelando ter inumeras atividades biologicas,
dentre elas acdo antimicrobiana, antioxidante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011;
ZORE et al., 2011).

Desta forma, com base nas informagdes sobre o potencial terapéutico dos
monoterpenos e a importdncia do combate as infec¢gdes causadas pelas
bactérias multirresistentes, esse trabalho inovador procura avaliar a atividade
antibacteriana dos monoterpenos (R)-(+)-Citronelal, (S)-(-)-Citronelal e 7-
hidroxicitronelal contra a bactéria Bacillus subtilis.

METODOLOGIA E VIABILIDADE
Ensaios in vitro
Substancias-teste

Os monoterpenos (R)-(+)-Citronelal, (S)-(-)-Citronelal e 7-hidroxicitronelal
foram adquiridos da Industria Sigma-Aldrich® (Sao Paulo-SP). Para a realizagéo
dos ensaios farmacolégicos, as substancias foram solubilizadas em DMSO e
diluidas em agua destilada. A concentragdo de DMSO (dimetilsulfoxido) utilizada
sera inferior a 0,1% v/v. O antimicrobiano utilizado na execugéo dos testes como
controle positivo foi o cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).

Espécie Bacteriana e Meio de cultura

Foi utilizada a bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis adquirida do
Laboratorio BioGer da Universidade Federal da Paraiba. A cepa foi mantida em
meio Luria Bertani (LB) (constituido por: extrato de levedura (DIFCO) 10 g,
triptona (DIFCO) 5 g, NaCl (VETEC) 10 g) a uma temperatura de 4 °C, sendo
utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em LB incubados a 35 °C. No
estudo da atividade antimicrobiana foi utilizado um indculo bacteriano de
aproximadamente 1 - 5 x 108 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do
tubo 0,5 da escala de McFarland (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK,
GREGER, 2000).

Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima dos monoterpenos foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em caldo (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK;
GREGER, 2000). Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa.
Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 uL do meio liquido LB duplamente
concentrado. Em seguida, 100 pL da emulsdo de cada monoterpeno na
concentragao inicial de 2048 ug/mL (também duplamente concentrado). E por
meio de uma diluicdo seriada em raz&o de dois, foram obtidas as concentracdes
de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug/mL, de modo que na primeira linha
da placa encontra-se a maior concentracao e na ultima, a menor concentracao.
Por fim, foi adicionado 10 pL do inéculo de aproximadamente 1-5 x 108 UFC/mL.

Paralelamente, foi realizado o controle positivo com o antibacteriano
cloranfenicol. Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 yL do mesmo LB duplamente concentrado, 100 uL de agua
destilada estéril e 10 yL do indculo de cada espécie. Para verificar a auséncia
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de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados na preparacéo da
emulsdo, no caso o DMSO, foi feito um controle no qual foram colocados nas
cavidades 100 pL do caldo duplamente concentrado, 100 yL de DMSO e 10uL
da suspenséo bacteriana. Um controle de esterilidade do meio também foi
realizado, onde foi colocado 200 pL do LB em um orificio sem a suspensao das
bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48
horas para ser realizada a leitura. A CIM para oS monoterpenos e 0
antibacteriano foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano verificado nos orificios quando comparado
com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme Toscan (2014) a utilizacdo de produtos naturais ou seus
derivados como agentes de controle de populagdes microbianas atrai também a
industria farmacéutica, ja que os patdogenos associados a doengas infecciosas
estdo cada dia mais resistentes as drogas tradicionalmente utilizadas em
praticas clinicas. Este problema vem alcangando propor¢des preocupantes e
diante desta realidade a perspectiva para o uso de antibidticos é indefinida.
Devido a sua atuagcdo em células bacterianas, os produtos vegetais podem
influenciar fatores de viruléncia e alterar a capacidade de infecgao. Dessa forma,
os terpenos poderdo ser importantes alternativas para o controle de patégenos
multirresistentes aos antimicrobianos convencionais.

Nesta perspectiva inserem-se as plantas medicinais, cuja utilizagdo no
tratamento de processos patologicos tem sido descrito ao longo da evolugéo
humana e aprimorado com o avango da ciéncia, através do estudo fitoquimico,
da comprovacéao das propriedades terapéuticas e validagao do uso (QUINTANS-
JUNIOR, 2014).

A rizobactéria Bacillus subtilis tem sido utilizada para estudos genéticos e
bioquimicos ha varias décadas e é considerada como paradigma de bactérias
Gram-positivas formadoras de enddsporos, € capaz de produzir mais de duas
duzias de antibiéticos com uma incrivel variedade de estruturas. Ela cresce
rapidamente em agar em qualquer condigao, e as colbnias tém caracteristicas
distintas. Uma das muitas bactérias encontradas naturalmente no interior do
corpo humano, é também comum em legumes e outras plantas e no solo. Em
geral, B. subtilis € considerado um microrganismo oportunista sem potencial
patogénico para humanos, as bactérias s6 sdo prejudiciais quando as coldnias
crescem muito e comegcam a infectar o organismo (DE BOER SIETSKE,
DIDERICHSEN, 1991; STEIN, 2005; 365saude, 2017).

A Concentragéao Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido foi testada para os
monoterpenos (R)-(+)-Citronelal, (S)-(-)-Citronelal e 7-hidroxicitronelal nas
diferentes concentragcdes contra a cepa de Bacillus subtilis e determinada pela
menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano,
conforme apresentado nas tabelas.
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Tabela 1. Concentragdo minima inibitoria (CIM) em pg/mL do monoterpeno (R)-(+)-
citronelal contra a bactéria Bacillus subtilis.

Substéancia Bacillus subtilis CCT 0516
(R)-(+)-citronelal (1024 pg/mL) +
(R)-(+)-citronelal (512 pug/mL) +
(R)-(+)-citronelal (256 pug/mL) +

(R)-(+)-citronelal (128 pug/mL) -

(R)-(+)-citronelal (64 pg/mL) -

(R)-(+)-citronelal (32 pg/mL) -

(R)-(+)-citronelal (16 pg/mL) -

(R)-(+)-citronelal (8 pg/mL) -

(R)-(+)-citronelal (4 pg/mL) -

Controle negativo -

Controle positivo +

(-) Sem inibigdo (+) Inibicdo

Tabela 2. Concentragdo minima inibitéria (CIM) em pg/mL do monoterpeno (S)-(-)-
citronelal contra a bactéria Bacillus subtilis.

Substéancia Bacillus subtilis CCT 0516
(S)-(-)-citronelal (1024 pg/ml) +
(S)-(-)-citronelal (512 pg/ml) +
(S)-(-)-citronelal (256 pg/ml) +

(S)-(-)-citronelal (128 pg/ml) -

(S)-(-)-citronelal (64 pug/ml) -

(S)-(-)-citronelal (32 pug/ml) -

(S)-(-)-citronelal (16 pg/ml) -

(S)-(-)-citronelal (8 pg/ml) -

(S)-(-)-citronelal (4 pg/ml) -

Controle negativo -

Controle positivo +

(-) Sem inibicdo (+) Inibicao
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Tabela 3. Concentragdo minima inibitéria (CIM) em pg/mL do monoterpeno 7-
hidroxicitronelal contra a bactéria Bacillus subtilis.

Substéancia Bacillus subtilis CCT 0516
7-hidroxicitronelal (1024 pg/ml) +
7-hidroxicitronelal (512 pg/ml) +

7-hidroxicitronelal (256 pg/ml) -

7-hidroxicitronelal (128 pug/ml) -

7-hidroxicitronelal (64 pg/ml) -

7-hidroxicitronelal (32 pg/ml) -

7-hidroxicitronelal (16 pg/ml) -

7-hidroxicitronelal (8 ug/ml) -

7-hidroxicitronelal (4 pg/ml) -

Controle negativo -

Controle positivo +

(-) Sem inibicdo (+) Inibicao

Os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal apresentaram CIM
(Concentracao Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento das cepas) igual
a 256 pg/mL e 7-hidroxicitronelal apresentou CIM de 512 ug/mL.

Sartorato et al. (2004) sugerem que uma atividade antimicrobiana é
classificada como forte quando, para éleos essenciais, possuem CIM de até 500
pg/mL, moderada para CIM de 600 a 1500 ug/mL e fraca para CIM acima de
1500 pyg/mL. Sendo assim, de acordo com os resultados os monoterpenos
podem ser considerados fortes inibidores frente as bactérias Bacillus subtilis.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, péde-se observar que os monoterpenos
testados apresentaram resultados relevantes. Diante disso, os monoterpenos
(R)-(+)-citronelal, (S)-(-)-citronelal e 7-hidroxicitronelal podem ser utilizados
como uma alternativa terapéutica para o combate de infec¢gdes causadas por
algumas bactérias do género Bacillus.

AGRADECIMENTOS

Aos funcionarios do Laboratério de Bioquimica do CSTR/UFCG e a UFCG,
onde este trabalho foi desenvolvido com todo apoio.

REFERENCIAS

ALVARENGA SANTOS FRAGA MIRANDA, C. et al. Oleos essenciais de folhas
de diversas espécies: propriedades antioxidantes e antibacterianas no
crescimento espécies patogénicas. Revista Ciéncia Agrondémica, v. 47, n. 1,
2016.

Rev. UNINGA, Maringa, v. 56, n. 2, p. 62-69, abr./jun. 2019 67



Revista UNINGA ISSN 2318-0579

Bacillus subtilis Colénia Caracteristicas. 365 Saude. 2017. Disponivel em:
http://www.365saude.com.br/pt-public-health-safety/pt-medical-research/10090
11313.html. Acesso em: 10 nov. 2017.

BAKKALI, F. et al. Biological effects of essential oils — A review. Food and
Chemical Toxicology, v. 46, p.446-475, 2008.

CLEELAND, R.; SQUIRES, E. Evaluation of new antimicrobials in vitro and in
experimental animal infections. In: LORIAN, V. M. D. Antibiotics in Laboratory
Medicine. New York: Willians & Wilkins, p. 739-788, 1991.

DE BOER SIETSKE, A.; DIDERICHSEN, B. On the safety of Bacillus subtilis and
B. amyloliquefaciens: a review. Applied microbiology and biotechnology, v.
36, n. 1, p. 1-4, 1991.

GEROMINI, K.V.N. et al. Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de plantas
medicinais. Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR, v. 15,
n. 2, 2013.

HADACEK, F.; GREGER, H. Testing of antifungal natural products:
methodologies, comparatibility of results and assay choice. Phytochemical
Analyses, v.11, p. 137-147, 2000.

MONTEIRO, A.R.P. Atividade antimicrobiana de o6leos essenciais. 2015.
Dissertacado (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Fernando Pessoa, Porto.

QUINTANS-JUNIOR, L. et al. Antinociceptive Action and Redox Properties of
Citronellal, an Essential Oil Present in Lemongrass. Journal of Medicinal Food,
v. 14, n. 6, p. 630-639, 2011.

QUINTANS-JUNIOR, L.J. et al. Monoterpenos com atividade anti-inflamatéria:
uma prospeccao tecnoldgica. Revista GEINTEC-Gestdao, Inovagao e
Tecnologias, v. 4, n. 2, p. 867-875, 2014.

ROSSATO, A.E. et al. Fitoterapia racional: aspectos taxondémicos,
agroecoloégicos, etnobotanicos e terapéuticos. 12 ed. Floriandpolis: Diretoria
da Imprensa Oficial e Editora de Santa Catarina, 2013, p. 15-39.

SPITZER, C. M. O. S. V. Oleos volateis. In: SIMOES, C. M. O. et al.
Farmacognosia - da planta ao medicamento. 5% ed. Porto
Alegre/Florianopolis: Editora da UFRGS/Editora da UFSC, 2004, p. 467-495.

STEIN, T. Bacillus subtilis antibiotics: structures, syntheses and specific
functions. Molecular microbiology, v. 56, n. 4, p. 845-857, 2005.

TOSCAN, C.M. Atividade antimicrobiana e antioxidante de terpenoides.
2014. Dissertagcao (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul, Caxias do Sul.

Rev. UNINGA, Maring4, v. 56, n. 2, p. 62-69, abr./jun. 2019 68


http://www.365saude.com.br/pt-public-health-safety/pt-medical-research/10090%2011313.html
http://www.365saude.com.br/pt-public-health-safety/pt-medical-research/10090%2011313.html

Revista UNINGA ISSN 2318-0579

ZORE, G. B. et al. Phytomedicine Terpenoids inhibit Candida albicans growth by
affecting membrane integrity and arrest of cell cycle. European Journal of
Integrative Medicine, v. 18, n. 13, p. 1181-1190, 2011.

Rev. UNINGA, Maring4, v. 56, n. 2, p. 62-69, abr./jun. 2019 69



