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1. INTRODUÇÃO 

  
Staphylococcus aureus é um patógeno oportunista que vem chamando atenção dos 

pesquisadores em todo o mundo. Em alimentos, essa bactéria apresenta grande importância 
por causar uma intoxicação alimentar, resultante da ingestão de enterotoxinas pré-formadas 
em alimentos (NEMA et al., 2007). Devido ao seu histórico de resistência a substâncias 
antimicrobianas, a Organização Mundial da Saúde ratificou a necessidade urgente de 
encontrar compostos com atividade antiestafilocócia  (colocar a referência).  

Uma alternativa ambientalmente benigna aos conservantes sintéticos utilizados no 
controle de S. aureus são os óleos essenciais de plantas (GOLDBECK et al., 2014). 
Contudo, os óleos essenciais e seus derivados, são substâncias extremamente voláteis e 
instáveis a fatores como luz e oxigênio, o que limita sua utilização direta nos alimentos, 
ocasionando possíveis alterações sensoriais nos produtos.  

Em virtude disto, estudos tes sido conduzidos visando a modificação química de 
derivados de óleos essenciais através, a fim de diminuir a volatilidade e intensificar a 
atividade antimicrobiana desenvolvendo assim, um novo conservante de origem natural, 
sintetizado através de reações químicas envolvendo fontes renováveis com menos emissão 
de poluentes, preservando dessa forma não só a saúde dos consumidores como também o 
meio ambiente. Um dos tiocompostos sintetizados por nosso grupo é o 3-(ρ-clorofenil)tio 
citronelal, derivado do óleo essencial de C. citratus a partir da modificação química pela 
adição de enxofre na molécula de citral (componente majoritário do óleo).  

Este trabalho objetivou avaliar a bioatividade do 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal contra células 
planctônicas e contra biofilme de S. aureus, enfatizando o possivel mecanismo de ação do 
composto. Além disso, com o intuito de uma futura aplicação tecnológica como 
bioconservante em alimentos, filmes biodegradáveis de amido incorporados com o 
tiocomposto foram elaborados.  

 

2. METODOLOGIA 
 

O 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal foi sintetizado segundo protocolo desenvolvido por 
LENARDÃO et al. (2007) e sua bioatividade foi testada contra S. aureus FRI 326, através 
das técnicas de disco difusão (CLSI, 2012), concentração inibitória mínima (CLSI, 2012), 
cinética de ação (MOTTA;BRANDELLI 2002), atividade antibiofilme (PETERSON et al., 
2004) e análise da morfologia das células através de microscopia eletrônica de varredura 
(KALCHAYANAND et al., 2004), após contato com o composto. 

Para inferir o mecanismo de ação, inicialmente a cepa de S. aureus foi submetida a doses 
subletais do composto a fim de indução a resistência e posterior rastreamento através de 
técnicas de genômica e proteômica, observando-se que genes e proteínas foram alterados. 
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Os filmes biodegradáveis foram preparados conforme descrito por GHASEMLOU et al. 
(2013), utilizando-se concentração final de 62,5 µg do 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Através das técnicas de avaliação de atividade antimicrobiana, observou-se que o 
patógeno S. aureus é potencialmente sensível ao 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal. Foram obtidos 
halos médios de inibição de 41± 0,6 mm de diâmetro, MIC de 62,5 µg, e atividade 
bactericida contra o patógeno. A potente atividade do composto foi evidenciada pela curva 
de cinética de ação, a qual demonstrou que em apenas 15 min de contato houve morte de 
todas as células do patógeno (Figura 1A) A ação do composto sobre as células pode ser 
visualizada na Figura 1B.  

 
Figura 1. (A) cinética de ação do 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal contra S. aureus em função do tempo 

de contato. (B) morfologia das células de S. aureus após 1 hora de contato com o composto a uma 

concentração de 62,5 µg, avaliada por Microscopia Eletrônica de Varredura. 
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Além de sua atividade contra células planctônicas, o composto também inibiu a formação 

de biofilme do patógeno (Figura 2), resultado de extrema relevância tendo em vista ser uma 
bactéria ubíqua, de difícil controle e fácil disseminação em plantas de processamento de 
alimentos. 

 

Figura 2. Efeito antibiofilme do composto (62,5 µg) após incubação por 48h a 37ºC em 
microplacas de poliestireno. A: biofilme formado pelo patógeno (controle). B: ação antibiofilme do 3-
(ρ-clorofenil)tio citronelal. C: ação antibiofilme de citral. D: ação antibiofilme do antibiótico 
vancomicina. 

 
Após a cepa FRI 326 ter sido submetida a doses subletais, como uma forma de 

sobrevivência a um ambiente hostil esta tornou-se resistente ao composto. A partir desta 
resistência, ferramentas de análises genômicas e pós genômicas foram utilizadas para 



 

evidenciar quais compartimentos celulares, genes e ou proteínas foram modificados e, 
desse forma, descobrir os possíveis alvos celulares do composto. Observou-se que houve 
espessamento na parede celular (Figura 4B) e que uma proteína de parede celular (80 kDa) 
foi expressa pela cepa resistente (Figura 4A). 
 

Figura 4. A: SDS-PAGE de proteínas expressas por S. aureus sensível e resistente ao 3-(ρ-

clorofenil)tio citronelal. Coluna 1 peso molecular da proteína marcadora (GeneiTM). Coluna 2 
proteínas de membrana celular da cepa resistente ao 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal. Coluna 3 proteínas 
de membrana celular da cepa padrão (sensível ao 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal). Coluna 4 proteínas de 
parede celular da cepa resistente ao 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal. Coluna 5 proteínas de parede 
celular da cepa padrão (sensível ao 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal). B: Imagem das células de S. aureus 

resistente ao 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal  através de Microscopia Eletrônica de Transmissão. 
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Acredita-se que este resultado esteja relacionado a um aumento de monômeros de 

mureína na parede celular do patógeno sendo uma forma de evitar a passagem do 
composto para o interior da célula, tornando-a, assim, resistente ao 3-(ρ-clorofenil)tio 
citronela. 

Foram obtidos filmes biodegradáveis com incorporação do 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal 
(Figura 6) com boas características de solubilidade, resistência à tração, permeabilidade ao 
vapor de água e luminosidade (dados não mostrados). 

 

Figura 5. A: filme biodegradável de amido (controle). B: filme biodegradável de amido e 3-(ρ-

clorofenil)tio citronelal 

 
 



 

O filme biodegradável de amido adicionado de 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal apresentou 
bioatividade contra S. aureus, observando-se halos médios de inibição de 40mm de 
diâmetro, pela técnica de disco difusão. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
O composto 3-(ρ-clorofenil)tio citronelal é um potente bactericida contra células 

planctônicas e biofilme de S. aureus necessitando baixa concentração e pouco tempo de 
contato para promover  morte celular. Uma das alternativas de uso deste novo agente 
antibacteriano é através da sua incorporação em filmes bioativos aumentando, assim, a 
inocuidade e vida útil de alimentos.  
Possivelmente, o mecanismo de ação deste composto esteja relacionado ao ataque à parede 
celular bacteriana; o entendimento de como a bactéria se comporta após exposição a estes 
novos agentes antimicrobianos, poderá auxiliar no desenvolvimento de novos compostos com 
ação específica em cada compartimento celular bacteriano, podendo ser utilizado também em 
conjunto com outros compostos, de forma a aumentar sua eficiência e diminuir as 
concentrações utilizadas, efeitos sensoriais em alimentos e, até mesmo, evitar que micro-
organismos adquiram resistência a estes agentes.  
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