
UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS E BIOLÓGICAS 

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA  

 

 

 

 

 

 

 

 
AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO ÓLEO 

ESSENCIAL DE DISTINTOS QUIMIOTIPOS DE Lippia alba 

(Mill).N.E.Brown 

 

 

Fernanda Formolo 

 

 

 

 

 

 

 
Caxias do Sul 

2009 



 II 

Fernanda Formolo 

 
 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO ÓLEO ESSENCIAL DE 

DISTINTOS QUIMIOTIPOS DE Lippia alba (Mill).N.E.Brown 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

graduação em Biotecnologia da Universidade de 

Caxias do Sul, visando a obtenção de grau de Mestre 

em Biotecnologia.  

Orientadora Profa.Dra. Ana Paula Longaray Delamare 

Co-orientador Prof. Dr. Gabriel Fernandes Pauletti  

 

 

 

 

 

Caxias do Sul 

2009 



 III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 IV 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a todos que de uma forma ou de outra contribuíram para o êxito deste 

trabalho, especialmente: 

  A Dr. Ana Paula Longaray Delamare, pela excelente orientação, apoio, confiança e 

amizade. 

 Ao Dr. Gabriel Fernandes Pauletti, pela orientação e acompanhamento. 

 Ao Dr. Sérgio Echeverrigaray, pela constante orientação e acompanhamento do 

trabalho. 

 A Dr. Adriana Escalona Gower, pela orientação e acompanhamento. 

 A aluna do curso de engenharia de alimentos e minha orientada Carolina Maria de 

Oliveira Nunes, pela amizade e por todo o trabalho, empenho e dedicação prestados a 

este trabalho. 

 A todos os meus colegas de laboratório pela amizade e companheirismo. 

 Aos professores, funcionários e colegas do curso de mestrado do Instituto de 

Biotecnologia. 

 A minha família, por todo o apoio concedido em mais esta etapa de meu crescimento 

pessoal e profissional. 

 E a Deus por ter me concedido a vida e a oportunidade de ter chegado até aqui. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 V 

ÍNDICE 

Lista de tabelas VI 

Lista de quadros VII 

Lista de figuras VIII 

Resumo IX 

Abstract X 

1. INTRODUÇÃO 1 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 3 

2.1 Óleos essenciais e atividade antimicrobiana de plantas. 3 

2.2 Lippia sp: Descrição, propriedades farmacológicas e composição química. 10 

3. MATERIAL E MÉTODO 16 

3.1. Linhagens Bacterianas. 16 

3.2. Óleos essenciais de Lippia alba. 17 

3.3. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da dose 

inibitória 50 (DI50). 

18 

3.4. Teste de viabilidade versus tempo – Atividade microcida.  19 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 21 

4.1 Composição química dos óleos essenciais da espécie Lippia alba. 21 

4.2 Inibição do crescimento microbiano do óleo essencial de sete quimiotipos 

de Lippia alba. 

26 

4.3. Avaliação da viabilidade microbiana na presença de óleos essenciais dos 

sete quimiotipos de Lippia alba. 

40 

5. CONCLUSÕES 45 

6. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 46 

 

 

 



 VI 

LISTA DE TABELAS 

 

  Página 

Tabela 1: Dose de inibição dos sete acessos de Lippia alba 

(mg/mL) capazes de inibir em 50% o crescimento de 

leveduras, bactérias Gram positivas e Gram negativas. 

 

 

30 

Tabela 2. Concentração inibitória mínima dos sete quimiotipos 

de Lippia alba (mg/mL) sobre leveduras, bactérias 

Gram positivas e Gram negativas. 

 

 

34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 VII 

LISTA DE QUADROS 

 

  Página 

Quadro 1 Linhagens microbianas utilizadas nos testes de avaliação 

da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de 

Lippia alba. 

 

 

16 

Quadro 2 Origem, denominação e composição química dos sete 

acessos de Lippia alba coletados na região Sul do Brasil. 

 

25 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 VIII 

LISTA DE FIGURAS 

 

  Página 

Figura 1 Mapa demonstrando a origem geográfica da coleta 

inicial dos sete acessos de Lippia alba utilizados neste 

estudo.  

 

 

22 

Figura 2 

 

Dose de inibição dos sete acessos de Lippia alba 

(mg/mL) capazes de inibir em 50% o crescimento de 

leveduras, bactérias Gram positivas e Gram negativas. 

 

 

28 

Figura 3 Concentração inibitória mínima dos sete quimiotipos 

de Lippia alba sobre leveduras, bactérias Gram 

positivas e Gram negativas. 

 

 

32 

Figura 4 Inibição do crescimento de leveduras pelos sete 

quimiotipos de óleos essenciais da espécie Lippia alba. 

 

36 

Figura 5 Inibição do crescimento de bactérias Gram positivas 

pelos sete quimiotipos de óleos essenciais da espécie 

Lippia alba.  

 

 

38 

Figura 6 Inibição do crescimento de bactérias Gram negativas 

pelos sete quimiotipos de óleos essenciais da espécie 

Lippia alba.  

 

 

39 

Figura 7. Redução de viabilidade (log) de leveduras na presença 

de óleo de sete quimiotipos de Lippia alba. 

 

41 

Figura 8. Redução de viabilidade (log) de bactérias Gram 

positivas na presença de óleo de sete quimiotipos de 

Lippia alba. 

 

 

43 



 IX 

Figura 9. Redução de viabilidade (log) de bactérias Gram 

negativas na presença de óleo de sete quimiotipos de 

Lippia alba. 

 

 

44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 X 

RESUMO 

 

 

Lippia alba é uma espécie nativa, conhecida como “erva cidreira”, utilizada na medicina 

popular para o tratamento de distintas afecções. Estudos farmacológicos atribuem a sua 

atividade antimicrobiana aos terpenóides presentes no óleo essencial. Considerando a 

variação na composição de óleos essenciais de L. alba, o presente trabalho teve por 

objetivo determinar a composição química do óleo essencial de sete acessos de L. alba 

coletados no sul do Brasil, e avaliar a atividade antimicrobiana dos mesmos sobre um 

painel de 22 espécies bacterianas e 9 espécies de leveduras. Os óleos essenciais foram 

extraídos por hidrodestilação e analisados por Cromatografia gasosa e Cromatografia 

gasosa acoplada a um detector seletivo de massas. A atividade antimicrobiana (Dose de 

inibição 50% e Concentração inibitória mínima) foi determinada através do método de 

diluição seriada (0 a 10 mg/ml) em microplacas, com avaliação do crescimento por 

absorbância a 595nm. Para a determinação de Dose de inibição 50% e Concentração 

inibitória mínima foram consideradas as concentrações de óleo essencial que reduzidam 

o crescimento em 50% e 90%, respectivamente. A atividade bactericida e bacteriostática 

foi deteminada após 3h de tratamento dos microrganismos com a Concentração 

inibitória mínima pré-determinada para cada óleo. Com base nos seus componentes 

majoritários, os resultados permitiram caracterizar os sete acessos de L. alba como 

pertencentes aos quimiotipos: citral, 1,8-cineol/cânfora, linalol, linalol/mirceno/cânfora, 

carvona/cariofileno, linalol/1,8-cineol/germacreno D, e limoneno. Entre os quimiotipos, 

o óleo essencial “citral” exibiu o espectro antimicrobiano mais amplo, inibindo tanto 

bactérias como leveduras. Óleos com alta concentração de carvona/cariofileno e 

limoneno foram particularmente eficientes sobre leveduras, enquanto os quimiotipos 

linalol e linalol/1,8-cineol/germacreno D exibiram atividade inibitória sobre várias 

bactérias Gram positivas e negativas. Na Concentração inibitória mínima, o quimiotipo 

citral mostrou ação bactericida sobre leveduras e Salmonella sp. Entretanto, outros óleos 

apresentaram apenas efeito bacteriostático sobre a maioria dos microrganismos 

avaliados. Em geral, nossos resultados confirmam a atividade dos óleos essenciais de L. 

alba sobre microrganismos de importância clínica e industrial, mas apontam a 

necessidade de avaliação adequada da composição dos mesmos afim de escolher aquele 

mais efetivo para o controle de um microrganismo específico. 

 

Palavras-chave: Lippia alba, quimiotipos, atividade antimicrobiana. 
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ABSTRACT 

 

 

Lippia alba is a native species, known as “erva cidreira”, currently used in folk 

medicine for the treatment of several diseases. Pharmacologic studies attributed their 

antimicrobial activity to the terpenoids present in the essential oils. Considering the 

variation on essential oil composition among L. alba accessions, the present work aimed 

to determine the essential oil composition of seven accession of L. alba collected in 

South Brazil, and to evaluate their antimicrobial activity against a panel of 22 bacterial 

and 9 yeast species. Essential oils were extracted by hydrodistillation and analyzed by 

GC and GC/MS. Antimicrobial activity (ID50 and MIC) were determined by a serial 

dilution method (0 to 10 mg/ml) on microplates with growth evaluation by absorbance 

at 595nm. For ID50 and MIC determination were considered the essential oil 

concentrations that reduced microbial growth on 50% and 90%, respectively. 

Bactericidal and bacteriostatic activities were determined after 3h treatment of the 

microorganisms with their individual MIC of each essential oil. Based on their main 

constituents, the results allowed characterizing the seven accessions of L. alba as 

chemotypes: citral, 1,8-cineol/camphor, linalool, linalool/mircene/camphor, 

carvone/caryophyllene, linalool/1,8-cineol/germacrene D, and limonene. Among these 

chemotypes, citral essential oils showed the largest antimicrobial spectrum, inhibiting 

both bacteria and yeasts. Oils with high concentration of carvone/caryophyllene, and 

limonene, were particularly effective against yeasts, and oils from chemotypes linalool 

and linalool/1,8-cineol/germacrene D exhibited inhibitory activity against several Gram 

positive and negative bacteria.  At the MIC, citral showed bactericide effect on yeasts 

and Salmolella. However, other oils showed just bacteriostatic effects on most 

microorganisms. In general, our results confirm the activity of L. alba essential oils on 

both clinical and industrial  microorganisms, but point out the necessity to properly 

evaluate essential oil composition to choose those more effective for the control of a 

specific microorganism. 

 

Key words: Lippia alba, chemotypes, antimicrobial activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A utilização das plantas medicinais é uma das mais antigas estratégias 

empregadas para o tratamento de enfermidades humanas e muito da informação a 

respeito de seu uso vem através do conhecimento popular. Dados da Organização 

Mundial de Saúde mostram que cerca de 80% da população mundial faz uso de algum 

tipo de planta na busca de alívio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradável. A 

utilização de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades tem recebido 

incentivos de Órgãos Governamentais Nacionais e Internacionais devido ao uso abusivo 

e indiscriminado de agentes antimicrobianos, que vêem selecionando microrganismos 

resistentes às drogas utilizadas. Muitos pacientes têm dificuldade na melhora clínica e, 

muitas vezes só a conseguem com o uso prolongado de antimicrobianos ou com a 

combinação de vários deles. Assim, vê-se a necessidade do desenvolvimento de novos 

medicamentos que sejam capazes de eliminar o agente causador da doença e que não 

provoquem reações adversas ou desagradáveis no seu usuário. Para tanto muitas 

pesquisas vêem sendo realizadas na busca de medicamentos naturais a base de plantas e 

de seus extratos, como por exemplo, os óleos essenciais. 

Os óleos essenciais são misturas de substancias orgânicas, lipofílicas, geralmente 

odoríferas e líquidas, ricas em metabólitos secundários com predominância de 

compostos que apresentam estrutura básica isoprenóide, sendo esses componentes 

denominados de terpenos. Diversos terpenos apresentam atividade contra bactérias, 

fungos, vírus e protozoários. Pesquisas realizadas com óleos essenciais extraídos de 

diversas plantas monstram que 60% deles apresentam atividade antifúngica e 30% 

atividade antibacteriana. 
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Muitos estudos estão sendo realizados nessa área, inclusive com Lippia alba, 

considerada uma das mais importantes plantas medicinais e aromáticas da América do 

Sul devido a sua ampla distribuição geográfica. Porém nenhum deles mostra-se 

completo no que diz respeito à caracterização e propriedades biológicas dos distintos 

quimiotipos e ecotipos já identificados, fato de grande importância ao considerar que a 

atividade biológica de extratos vegetais, entre os quais os óleos essenciais, depende da 

sua composição química. 

Neste contexto o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade 

antimicrobiana de óleos essencias de sete acessos de Lippia alba, coletados na região 

Sul do Brasil, sobre diversos microrganismos, dentre eles bactérias Gram positivas, 

Gram negativas e leveduras, com a finalidade de determinar sua eficiência, espectro de 

ação e concentração inibitória mínima. A avaliação sobre um grande número de 

microrganismos justifica-se pela obtenção de um panorama geral de ação 

antimicrobiana e potencial aplicação dos distintos quimiotipos de L. alba. Assim, o 

conhecimento da ação antimicrobiana dos quimiotipos de Lippia alba poderá aumentar 

a eficiência e segurança terapêutica pela sua escolha adequada, e não pela simples 

utilização genérica. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 2.1 Óleos essenciais e atividade antimicrobiana de plantas. 

 

 Nos últimos anos tem havido um grande interesse na investigação das 

propriedades químicas e farmacológicas de plantas medicinais (Silva et al., 2003; 

Barbosa-Filho et al., 2005; Barbosa-Filho et al., 2006 a, b, c). As plantas possuem uma 

ampla capacidade de sintetizar substâncias aromáticas, as quais são geralmente obtidas 

de suas flores, frutos, folhas, sementes e raízes (Geissman, 1963; Prabuseenivasan et al., 

2006). Em muitos casos estas substâncias servem como mecanismo de defesa da planta 

contra predadores, como microrganismos, insetos e herbívoros (Schultes, 1978).  Os 

óleos essenciais são usados para diversos propósitos: na perfumaria, em bebidas, na 

conservação de alimentos e produtos farmacêuticos e também como terapia médica 

alternativa (Mishra & Dubey, 1994; Lawless, 1995; Reyn-olds, 1996; Lis-Balchin & 

Deans, 1997; Prabuseenivasan et al., 2006; Nascimento et al., 2007).  

A utilização de produtos naturais pelo homem é tão antiga quanto sua própria 

história (Cowan, 1999; Gottlieb & Borin, 2002). Seu uso se dava tanto para fins 

nutricionais como para fins terapêuticos. Produtos naturais de algumas plantas, fungos, 

bactérias e outros organismos continuam a ser usados em preparações farmacêuticas 

(Araújo & Leon, 2001).  Devido ao desenvolvimento progressivo da resistência 

microbiana, um grande número de pesquisas científicas esta dando ênfase a 

propriedades antimicrobianas de produtos oriundos de plantas (Hernández et al., 2003; 

Silva-Santos et al., 2004; Duarte et al., 2005; Gayoso et al., 2005; Michelin et al., 2005; 

Lima et al., 2006 a, b; Tavares et al., 2008). 
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O Brasil é o país com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando 

com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000. 

Em contrapartida, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas 

em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas 

propriedades medicinais (Simões, 2003). Devido à sua diversidade vegetal, o Brasil é 

um país conhecido mundialmente pela variedade de produtos vegetais com ação 

medicinal, produtos estes já largamente utilizados na medicina popular das diversas 

regiões do país (Holetz et al., 2002). 

Embora as indústrias químicas e farmacêuticas tenham produzido uma imensa 

variedade de diferentes antibióticos nos últimos tempos, cada vez mais tem sido 

observado um aumento da resistência das bactérias a essas drogas usadas para fins 

terapêuticos (Cohen, 1992; Pereira et al., 2004). O problema dos microrganismos 

resistentes está crescendo, e a perspectiva para o uso de antibióticos é indefinida. Por 

isso, medidas devem ser tomadas para resolver este problema, por exemplo, controlar o 

uso de antibióticos, pesquisar para melhor entender o mecanismo genético de resistência 

e desenvolver novas drogas, sintéticas ou naturais (Nascimento et al., 2000). 

No início da década de noventa aproximadamente um terço da população dos 

Estados Unidos usou algum tipo de terapia não convencional (Eisenberg et al., 1993). 

Entre os fatores que motivam esse aumento pela procura por drogas vegetais como 

recurso terapêutico estão: a insatisfação com os resultados obtidos em tratamentos 

convencionais, os efeitos indesejáveis e prejuízos causados pelo uso abusivo e/ou 

incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos medicamentos, a 

consciência ecológica e a crença popular de que o natural é inofensivo (Rates, 2001). 

A distribuição mundial do mercado de fitoterápicos em 2001 foi de 3,9 bilhões 

de dólares na América do Norte, US$ 6,9 bilhões na Europa, US$ 7,4 bilhões na Ásia, 
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sendo somente US$ 2,3 bilhões no Japão, US$ 600 milhões na América do Sul e US$ 

800 milhões nos demais países e regiões, totalizando US$ 19,6 bilhões (Funari, 2005).  

No passado, a fitoterapia era mais adotada pela população carente da área rural ou 

urbana, devido à fácil disponibilidade e menores custos. Mas o uso de plantas como 

uma fonte de medicamentos já é predominante em países em desenvolvimento como 

uma solução alternativa para problemas de saúde (Shale et al., 1990). No Brasil, o 

crescimento do mercado de medicamentos fitoterápicos é da ordem de 15% ao ano, 

enquanto o crescimento anual do mercado de medicamentos sintéticos gira em torno de 

3 a 4% (Simões, 2003). 

Os óleos essenciais, assim como outros extratos naturais de plantas, vêm sendo 

considerados uma alternativa importante no controle microbiano tanto na área médica 

como na indústria de alimentos, bebidas, etc. Estes compostos são de um modo geral 

considerados GRAS (Generally Regarded as Safe) e com baixa probabilidade de 

geração ou seleção de resistentes devido a sua complexidade química e forma de ação.  

Segundo Daferera et al. (2003), sua origem natural é um meio mais seguro para o 

usuário e para o meio ambiente, pois apresenta menor risco de promover resistência 

microbiana aos seus componentes, já que são misturas de vários compostos que 

apresentam diferentes ações antimicrobianas, tornando assim, mais difícil a adaptação 

do microrganismo. 

 A ISO (International Standard Organization) define óleos voláteis como os 

produtos obtidos de partes de plantas através de destilação por arraste com vapor de 

água, bem como os produtos obtidos de pericarpos de frutos cítricos. De forma geral são 

misturas complexas de substancias voláteis, lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas 

(Simões, 2003).  
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Os constituintes dos óleos essenciais variam desde hidrocarbonetos terpênicos, 

álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, 

furanos, ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, 

tais compostos apresentam-se em diferentes concentrações; normalmente um deles é o 

composto majoritário, existindo outros em menores teores e alguns em baixíssimas 

quantidades (Simões, 2003). 

Um grande número de compostos presentes nos óleos essenciais apresentam 

atividades biológicas de interesse, tais como: ação antiinflamatória, pesticida, inseticida, 

antisséptica, herbicida, antioxidante, entre outras (Duke, 1994; Prabuseenivasan et al., 

2006). O mecanismo exato de ação dos óleos essenciais não é conhecido, porém, sua 

atividade biológica pode ser comparada com a atividade de produtos farmacológicos 

sinteticamente produzidos (Svoboda & Deans, 1995; Baratta et al., 1998 a, b). Em geral, 

a ação dos óleos é o resultado de efeitos combinados de seus constituintes, os quais 

atuam rompendo ou desestruturando a membrana microbina, causando perda de várias 

enzimas e nutrientes (Cowan, 1999; Cox et al., 2000; Lambert et al., 2001). Alguns 

trabalhos vêm relatando que os efeitos tóxicos na estrutura e função da membrana tem 

sido resultado do caráter lipofílico dos óleos essenciais. Os monoterpenos dividem a 

fase aquosa dentro das estruturas de membrana de procariontes, o que resulta em sua 

expansão e aumento da permeabilidade alterando a função das proteínas de membrana 

inibindo a respiração celular e modificando o transporte de íons através dela (Sikkema 

& Poolman, 1994, 1995; Pina – Vaz et al., 2004). 

O óleo essencial de orégano, por exemplo, e seus constituintes timol e carvacrol, 

se acumulam sobre a membrana celular de bactérias como Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus aureus, resultando em um aumento de cerca de 90% da permeabilidade 

celular desses microrganismos (Lambert et al., 2001).   
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A atividade antimicrobiana in vitro dos óleos essenciais tem sido avaliada 

amplamente contra microrganismos. A avaliação de propriedades antimicrobianas de 

óleos essenciais abrange uma grande variedade de microrganismos contra os quais têm 

sido testados, incluindo microrganismos deteriorantes de alimentos (Zaika et al., 1983; 

Connor & Beuchat, 1984; Janssen et al., 1988; Ouattara et al., 1997; Sandri et al., 

2007), microrganismos produtores de toxinas alimentares (Beuchaut, 1976; Tharib et 

al., 1983; Deans & Ritchie, 1987; Lisbalchin & Deans, 1997; Sandri et al., 2007), 

fungos patogênicos, leveduras (Boonchild & Flegel, 1982; Ghannoum, 1988) e vírus de 

plantas e animais (Ieven et al., 1982; Romerio et al., 1989). A atividade antimicrobiana 

tem sido atribuída a pequenos terpenóides e compostos fenólicos como timol, carvona, 

carvacrol, mentol e muroleno, que também na forma pura exibem atividade 

antibacteriana ou antifúngica (Didry, 1993; Conner, 1993; Smid, 1996; Helander, 1998; 

Delamare et al., 2007). 

Algumas plantas vêem sendo estudadas em relação à composição química e 

atividades farmacológicas, um exemplo delas é a Curcuma longa L. (Peret-Almeida, 

2006). Propriedades antioxidantes e antimicrobianas dos óleos essenciais de cúrcuma já 

foram descritas na literatura (Jitoe et al., 1992; Singh et al., 2002 a, b; Peret-Almeida et 

al., 2003). O óleo essencial desta planta apresentou atividade contra: Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella typhimurium, Candida albicans, Fusarium moniliforme, Candida 

pallencens, Fusarium oxysporum, Candida falcatum e Aspergillus niger (Singh et al, 

2002 a, b).  

Os monoterpenos, sesquiterpenos entre outras substâncias, têm sido relatados 

como substâncias presentes em óleos essenciais com potencial atividade antimicrobiana 

contra bactérias e fungos (Cowan, 1999). Sacchetti et al. (2005) avaliou a atividade 
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antimicrobiana de 11 óleos essenciais de diferentes plantas nas concentrações de 0,01 a 

0,75 mg/mL. De acordo com os resultados obtidos, todos os óleos essenciais mostraram 

uma moderada atividade inibidora contra as leveduras: Candida albicans, Rhodotorula 

glutinis, Schizosaccharomyces pombae, Sacharomyces cerevisiae e Yarrowia lypolitica.  

Uma planta tradicionalmente utilizada no sul do Brasil e no Uruguai é Myrtus 

communis L., da família Myrtaceae, conhecida popularmente como “mirta”. Sua folha é 

empregada no tratamento de problemas estomacais, na forma de infusão e apresenta 

efeitos antihiperglicêmicos e antimutagênicos (Elfellah et al., 1984; Hayder et al., 

2003). Pesquisa feita com o óleo essencial desta planta mostrou, pela técnica de difusão 

em disco, que os valores de inibição do crescimento bacteriano foram de 57,7% para 

Bacillus subtilis e de 71,4% para S. aureus quando comparados ao crescimento controle 

(Salvagnini et al., 2008). 

As propriedades antibacterianas dos óleos essenciais são exploradas em diversos 

produtos comerciais, como antissépticos, conservantes de alimentos e suplementos 

alimentares (Cowan, 1999; Hancock, 1997). Foi testada a atividade antimicrobiana de 

três monoterpenos (linalol acetato, mentol e timol), que são encontrados como 

compostos majoritários de diversos óleos essenciais, contra Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli. Os resultados mostraram que os monoterpenos testados inibiram o 

crescimento destes microrganismos. No entanto, Staphylococcus aureus apresentou 

maior sensibilidade do que Escherichia coli, ou seja, uma concentração inibitória 

mínima de 0,31 mg/mL para timol; 0,62 mg/mL para mentol e 1,25 mg/mL para linalol 

acetato enquanto que Escherichia coli 5,0 mg/mL para timol; 2,5 mg/mL para mentol e 

5,0 mg/mL para linalol acetato (Trombetta et. al., 2005). 

Muitos óleos essenciais incluindo os óleos de Cedrela fissilis (cedro), Matricaria 

recutita (camomila) e Eucalyptus globulus (eucalipto), demonstram ser particularmente 
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efetivos, inibindo a germinação e o crescimento vegetativo de esporos de Bacillus 

cereus e Clostridium botulinum (Chaibi et al., 1997; Ultee et al., 1999, 2000; Valero & 

Salmerón, 2003). Foi observada a diminuição na produção de toxina por Bacillus cereus 

na presença do composto majoritário carvacrol, que também atua como bactericida, 

sendo que sua ação é dependente da concentração e do tempo de exposição (Ultee et al., 

1999, 2000). Este mostrou ter efeito bactericida sobre Salmonella spp em fragmentos de 

peixe armazenados a temperatura de 4º Celsius (Hulin et al., 1998).  O óleo essencial de 

canela também mostrou efeito inibitório significativo sobre Pseudomonas aeruginosa, 

Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus 

(Prabuseenivasan et al., 2006). 

Algumas bactérias contaminantes de alimentos foram testadas frente ao óleo de 

algumas espécies de Cunila. As bactérias mais sensíveis a estes óleos foram: 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium e Bacillus cereus dentre 

as Gram positivas e Aeromonas hydrophila dentre as Gram negativas (Sandri et al., 

2007). Quanto aos óleos essenciais das distintas espécies de Cunila avaliadas o óleo de 

Cunila galioides quimiotipo citral apresentou o mais amplo espectro de ação, inibindo o 

crescimento de 14 das 15 cepas testadas (Sandri et al., 2007). 

O potencial de extratos de plantas e fitofármacos em modelos de linhagens de 

microrganismos multirresistentes a drogas foram avaliados, como também o efeito 

conjunto da associação dos extratos com antibióticos. Os extratos de cravo-da-índia, 

jambolão, romã e tomilho quando associado a antibióticos apresentaram atividade 

contra Pseudomonas aeruginosa (Chandler et al., 1982). O extrato de alho, quando 

combinado com ampicilina, inibiu o crescimento Klebsiella pneumoniae (Bisset et al., 

1994). O crescimento de Proteus spp foi inibido quando se associou extrato de cravo-

da-índia com tetraciclina (Carvalho et al., 1988). Como resultados da avaliação, os 
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autores puderam concluir que os extratos estudados apresentaram atividade 

antimicrobiana, inclusive sobre microrganismos resistentes a antibióticos, agindo 

isoladamente ou associados a antibióticos (Nascimento et al., 2000). 

 

2.2 Lippia sp: Descrição, propriedades farmacológicas e composição química. 

 

O decreto nº 5.813, de 22 de junho de 2006, que aprova a Política Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos, fortalece e amplia as ações políticas voltadas ao 

setor, constituindo-se num marco regulatório histórico. Como objetivo geral, esta 

política visa garantir à população brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas 

medicinais e fitoterápicos, promovendo o uso sustentável da biodiversidade, o 

desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional. Uma das espécies 

medicinais nativas promissoras ao desenvolvimento de um novo medicamento é sem 

dúvida Lippia alba (Heinzmann & Barros, 2007). 

O gênero Lippia pertence à família Verbenaceae que possui cerca de 175 

gêneros e 2800 espécies, difundidas nos trópicos e subtrópicos nas regiões temperadas 

do Hemisfério Sul e poucas espécies no Hemisfério Norte (Barroso, 1991). O gênero 

Lippia é formado por aproximadamente 200 espécies de plantas distribuídas nas regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas da América, África e Ásia (Terblanché & 

Kornelius, 1996).  A espécie Lippia alba é originária dos Andes (Chile, Peru) e 

atualmente pode ser encontrada em todas as regiões tropicais e subtropicais da América 

do Sul, Central e ilhas do Caribe (Lemos et al., 1990). É amplamente distribuída em 

todo o território brasileiro, como planta espontânea em terrenos abandonados, ou 

cultivada em hortas medicinais. Trata-se de um arbusto aromático medindo até 2 metros 

de altura, com ramos finos, esbranquiçados, arqueados e quebradiços com folhas 
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opostas, elípticas de largura variável, com bordos serreados, ápice agudo e flores 

reunidas em inflorescências capituliformes de eixo curto (Matos, 1998; Lorenzi & 

Matos, 2002; Martins et al., 2002). Apresenta extensa sinonímia popular: erva cidreira, 

chá de tabuleiro, cidrila, alecrim selvagem, cidreira brava, falsa melissa, carmelitana, 

salva do Brasil, salva, salva limão, alecrim do campo e salva brava (Correa, 1992; 

Lorenzi & Matos, 2002). 

Extratos e infusão de folhas e flores de Lippia alba são usados na medicina 

popular de diversos países para tratamento de gripes, resfriados, bronquites, tosse, asma, 

febre, diarréia, insônia, doenças bucais, dores abdominais, problemas digestivos e 

hepáticos, sífilis, tratamentos cardiovasculares, hipertensão e outras doenças (Alea et 

al., 1997; Vale et al., 1999; Pascual et al., 2001; Gazola et al., 2004).  Na maioria dos 

casos as partes utilizadas são folhas, partes aéreas e flores, sendo preparadas como 

infusão e administradas via oral (Pascual et al., 2001). Segundo Matos (1998), por 

serem desprovidas de ações tóxicas, as infusões podem ser consumidas em altas 

dosagens. 

Os constituintes predominantes nos óleos essenciais podem variar qualitativa e 

quantitativamente, em função de diversos fatores, tais como: estações do ano, época de 

floração, idade da planta, quantidade de água circulante, resultante de precipitação, 

fatores geográficos e climáticos (Correa, 1992; Matos, 1998; Aguiar et al., 2008). As 

condições ambientais são capazes de causar algumas variações nas plantas, mas a 

composição do óleo essencial de uma planta é determinada geneticamente, sendo 

geralmente específica para um determinado órgão e característica para o seu estágio de 

desenvolvimento, dando origem aos quimiotipos ou raças químicas tão freqüentes em 

plantas ricas em óleos essenciais. Isto significa que as diferenças na composição dos 

diferentes quimiotipos da espécie L. alba não constituem um produto apenas da 
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influência de fatores ambientais, mas refletem principalmente a variação genotípica 

destas plantas (Tavares et al., 2005).  Vinte e sete acessos de L. alba coletados no Rio 

Grande do Sul, Brasil, foram analisados por marcadores visando avaliar sua 

variabilidade genética. A variabilidade genética geral entre acessos foi muito elevada 

quando comparada com outras espécies (Manica-Cattani et al., 2009).    

Lippia alba possui alguns quimiotipos já identificados, que apresentam 

diferenças quanto a composição química do óleo essencial (Julião et al., 2003). A 

avaliação da composição de seus óleos essenciais mostra elevada variedade, por 

exemplo, presença de três quimiotipos (citral, limoneno, e 1,8-cineol) em amostras do 

Pará, Brasil (Zoghbi et al., 1998); limoneno como composto principal dos óleos 

essenciais de Lippia alba coletada na Guatemala (Senatore et al., 2001); linalol no 

Uruguai (Lorenzo et al., 2001) e  carvona e limoneno na Colômbia (Stashenko et al., 

2003). Vêm sendo relatado com maior freqüência na literatura quimiotipos contendo 

citral, carvona e linalol como constituintes majoritários (Zoghbi et al., 1998; Maia et al., 

2001; Atti-Serafini et al., 2002). Estudos fitoquímicos realizados com Lippia alba de 

diferentes estados brasileiros (Rio Grande do Sul, Paraná e Goiás) permitiu separar as 

plantas em grupos para os quais foram registrados a presença de linalol, 1,8-cineol, 

cânfora, óxido de cariofileno, β-mirceno, canfeno, citral, D-limoneno, germacreno D e 

carvona (Mendes, 2001). 

Devido ao aumento da resistência microbiana e aos inúmeros efeitos colaterais 

dos antibióticos sintéticos, tem havido um crescente interesse pela utilização de 

produtos naturais ou seus derivados como agentes de controle de populações 

microbianas (Cherry, 1999). Na Guatemala foi realizado um teste de seleção de plantas 

com potencial antimicrobiano para tratamento de infecções respiratórias causadas por 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumoniae, sendo 
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que Lippia alba foi capaz de inibir o crescimento desses três microrganismos. (Cáceres 

et al, 1991). 

 Alea et al (1997), avaliaram a atividade antimicrobiana do óleo essencial de 

Lippia alba sobre bactérias de interesse clínico. O óleo essencial apresentou atividade 

antibacteriana principalmente sobre bactérias Gram positivas com concentração 

inibitória mínima variando entre 0,3 e 0,63 mg/mL. De todas as bactérias testadas 

apenas Pseudomonas aeruginosa (bactéria Gram negativa) mostrou-se resistente às 

concentrações utilizadas. Todas as bactérias Gram positivas foram sensíveis, sendo 

Staphylococcus aureus inibido com a menor dose do óleo.  

Com o objetivo de aumentar o tempo de prateleira de frutas in natura (acerola, 

laranja, mamão, manga e tomates) a atividade de óleos essenciais de Lippia alba foi 

avaliada sobre fungos deteriorantes. Frutas visivelmente deterioradas foram 

“embebidas” em óleo de Lippia alba, os resultados mostraram efeito inibidor sobre o 

fungo Geotricchum spp (Oliveira, 2000). Também foram testados vapores do óleo de L. 

alba contra patógenos fungicos da cana-de-açúcar. O óleo mostrou-se altamente efetivo 

no controle da germinação de telesporos de Ustilago scitaminea e conídeos de 

Colletotrichum falcatum e Curvularia lunata. Também mostrou efeito superior a 

fungicidas comerciais no controle de fungos patogênicos de plantas (Rao et al, 2000). 

 A atividade antifúngica dos óleos essenciais de L. alba (quimiotipos citral e 

mirceno-citral) já foi confirmada contra patógenos humanos, como Candida albicans, 

C. guillermondii, C. parapsilosis, C. neoformans e Trichophytum rubrum (Oliveira et 

al., 2006). 

 Alguns trabalhos tem identificado timol, carvacrol, ρ-pineno, α-pineno, mirceno, 

1,8-cineol, γ-terpineno, ρ-metadieno, metil-timol, metil-carvacol, linalol, 4-terpineol, 

limoneno, carvona, citral, β-cariofileno e cânfora como compostos encontrados no óleo 



 14 

essencial de Lippia alba (Lemos et al., 1990; Matos, 1996; Matos et al., 1996; Leal et 

al., 2003; Oliveira et al., 2006;  Mesa-Arango et al., 2009).  

Outras espécies de Lippia, como Lippia sidoides apresentam como principal 

constituinte o timol, um potente anti-séptico do grupo fenol, o qual tem uma 

comprovada atividade contra bactérias e fungos (Matos & Oliveira, 1998; Lacoste et al., 

1996; Lemos et al., 1990). Já o trabalho de Botelho et al, (2007), mostrou a eficiência 

do óleo essencial de Lippia sidoides contra patógenos orais como Streptococcus mutans 

e Candida albicans. 

O efeito antimicrobiano do óleo essencial de L. sidoides contra Staphylococcus 

aureus pode ser reconhecido como um efeito bacteriostático. Esta propriedade 

bacteriostática é caracterizada quando algum composto é capaz de causar a falência do 

metabolismo bacteriano e impedir o crescimento (Smith-Palmer et al, 1998; Burt, 

2004). O efeito antimicrobiano do óleo essencial de L. sidoides em diferentes 

microrganismos patogênicos, como por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus spp e Trichosporon 

spp, também foram reportados por outros pesquisadores (Lemos et al., 1990; Laxoste, 

1994; Lima et al., 1994; Siani et al., 2000; Pontes, 2002; Costa et al., 2005; Oliveira et 

al., 2006). Recentemente também foi evidenciada a ação do óleo essencial de L. 

sidoides contra a larva do mosquito Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus (Costa et 

al., 2005). 

Lippia gracilis, nativa do nordeste brasileiro, apresenta elevada atividade 

antimicrobiana e antifúngica (Matos et al., 1999), atribuída a presença dos dois 

componentes majoritários, do seu óleo essencial: timol (10,13%) e carvacrol (41,77%) 

(Rasooli & Mirmostafa, 2003). Estudo realizado por Albuquerque et al. (2006), mostrou 

que Lippia gracilis foi eficiente na inibição de algumas bactérias que comumente 
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causam contaminação em laboratórios de cultura de tecidos de planta, tais como 

Salmonella sp, Klebsiella pneumoniae e Bacillus cereus.  Também mostrou atividade 

antifúngica para alguns fungos causadores do mesmo problema, tais como Geotrichum 

candidum, Aspergillus flavus, Curvularia lunata e Aspergillus niger.
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3. MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1. Linhagens Bacterianas. 

 

As linhagens microbianas utilizadas nos ensaios pertencem à coleção do 

Laboratório de Biotecnologia Vegetal e Microbiologia Aplicada do Instituto de 

Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul. A lista das linhagens utilizadas 

encontra-se no Quadro 1. 

 

Quadro 1. Linhagens microbianas utilizadas nos testes de avaliação da atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais de Lippia alba.  

  Código de 

identificação 

Origem 

Leveduras   

Candida albicans L106 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/ UCS 

Candida guilliermondii IZ 1239 Instituto de Zimotécnico USP 

Candida pseudotropicalis IOC 2697 Instituto Oswaldo Cruz 

Candida sake L06 Departamento de Genética- ESALQ/USP 

Candida utilis IZ 300 Instituto de Zimotécnico USP 

Pichia guilliermondii L08 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Saccharomyces cerevisiae AH 22 Departamento de Genética- ESALQ/USP 

Sacchcaromyces cerevisiae ATCC 9765 American Type Culture Collection 

Schwanniomyces castelli 58-7 Departamento de Genética- ESALQ/USP 

Bactérias Gram positivas     

Bacillus cereus ATCC 10876 American Type Culture Collection 

Bacillus megatherium IBBac 103 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Bacillus subtilis IBBac 101 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Enterococcus sp IBEnt 101 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Lactobacillus casei CCT 1465 Coleção de Culturas Tropical 

Lactobacilus helveticus CCT 3747 Coleção de Culturas Tropical 

Lactococcus lactis CCT 0360 Coleção de Culturas Tropical 

Listeria monocytogenes ATCC 19117 American Type Culture Collection 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 American Type Culture Collection 

Bactérias Gram negativas     

Acinetobacter sp ATCC 1870 American Type Culture Collection 

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 American Type Culture Collection 

Aeromonas sóbria ATCC 43979 American Type Culture Collection 

Escherichia coli ATCC 8739 American Type Culture Collection 

Klebsiella sp IBKle101 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Proteus mirabilis L68 Universidade de São Paulo (USP) 

Pseudomonas aeruginosa IBPseudo 102 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Pseudomonas fluorescens ATCC 4973 American Type Culture Collection 

Pseudomonas sp IBPseudo 101 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Salmonella spp* ATCC 14028 American Type Culture Collection 

Salmonella typhimurium* ATCC 6539 American Type Culture Collection 

Serratia sp IBSer101 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

Shigella spp IBShi101 Laboratório de Microbiologia Aplicada – INBI/UCS 

*ATCC 14028 e ATCC 6539 pela nova classificação é denominada de S. enterica var. enterica, mas para fins do 

trabalho será adotada a classificação anterior. 
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3.2. Óleos essenciais de Lippia alba . 

 

Foram utilizados óleos essenciais de sete acessos de Lippia alba, coletados em 

diferentes localidades da região sul do Brasil, e levados a Universidade de Caxias do 

Sul (UCS) onde foram cultivados. Após o crescimento das plantas na área da 

Universidade, os ramos apicais, laterais e as folhas foram coletados no período de 

janeiro e fevereiro de 2008. As amostras frescas foram sujeitas a destilação por arraste 

a vapor seguindo padrões estabelecidos por Atti-Serafini et al. (2002). O óleo obtido foi 

separado da água e seco em Na2SO4. 

As análises em GC foram realizadas num cromatógrafo Hewlett Packard 6890 

Series, equipado com um processador de dados HP-Chemstation, utilizando-se uma 

coluna HP-Innowax (30 m x 320 m i.d.) 0,50 m espessura de filme (Hewlett Packard, 

Palo Alto, USA), temperatura da coluna, 40°C (8 min) para 180°C a 3°C/min, 180-

230°C a 20°C/min, 230°C (20 min); temperatura de injetor 250°C; razão de split 1:50, 

detector de ionização de chama (detector FID) com temperatura de 250°C; gas de 

arraste Hélio (34Kpa), volume injetado 1L diluído em hexano (1:10). 

As análises em GC/MS foram realizadas num cromatógrafo gasoso acoplado a 

detector seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MSD5973, equipado com software 

HP Chemstation e espectroteca Wiley 275. Foi utilizada uma coluna capilar de sílica 

fundida HP-Innowax (30 m x 250 m) 0,50 m espessura de filme (Hewlett Packard, 

Palo Alto, USA). O programa de temperatura utilizado foi o mesmo usado no GC: 

interface 280°C; razão de split 1:100; gás de arraste He (56 Kpa); razão de fluxo: 1,0 

mL/min.; energia de ionização 70 eV; volume injetado 0,4 L diluído em hexano 

(1:10). 
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3.3. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da dose inibitória 50 

(DI50). 

 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) para cada bactéria foi 

avaliada através de teste de diluições seriadas do óleo essencial para cada quimiotipo, 

baseada no método descrito por Elsom e Hide (1999).  Para tanto foi utilizado caldo 

Mueller Hinton (Himedia), em microplacas, contendo as concentrações de 1/10, 1/20, 

1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 da solução de óleo base, e branco (sem óleo). Estas 

diluições correspondem a concentração de 10; 5; 2,5; 1,25 ; 0,625; 0,3125; 0,1562 e 0 

mg/mL de óleo de Lippia alba. Utilizou-se como diluente DMSO (Sigma), baseado em 

testes preliminares realizados no Laboratório de Biotecnologia Vegetal e Microbiologia 

Aplicada nesta Universidade. A solução de óleo base (100 mg/mL) foi preparada  

utilizando-se 30 μl DMSO, 100μl de óleo e 870μl de água. 

Foi colocado um volume de 180 μl de caldo Mueller Hinton nos orifícios da 

primeira linha e 100μl nas seguintes. Em seguida foram colocados 20μl de óleo (solução 

base) nos orifícios da primeira linha e com um micropipetador multicanal foram 

retirados 100μl dos orifícios desta linha e colocados no orifício da segunda linha e assim 

subsequentemente, exceto na última linha da microplaca. Após foram semeados 5μl de 

cada bactéria em fase exponencial de crescimento (aproximadamente 10
8 

UFC/ml), em 

88 orifícios com bactéria e deixando 8 orifícios como controle.  As microplacas foram 

incubadas a 37ºC com agitação orbital de 12rpm (rotações por minuto) por 

aproximadamente 24 horas.  

A leitura de crescimento foi realizada em um leitor de ELISA (Biochrom Libra 

S12) com comprimento de onda de 595nm. Para cada ensaio foram feitas três 
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repetições.  

Para cálculo da percentagem de inibição, as leituras densitométricas das 

amostras com o óleo essencial foram comparadas com o crescimento na ausência deste, 

e expressas na forma de percentagem de crescimento.  Para fins da determinação da 

DI50 foram considerados a redução de 50% da população microbiana. Por outro lado, 

foram consideradas percentagens de inibição iguais ou superiores a 90% para a CIM, 

correspondentes a leituras inferiores a 0,05 unidades (Devienne e Raddi, 2002). 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) para cada levedura 

também foi avaliada através de teste de diluições seriadas do óleo essencial, baseada no 

método descrito por Elsom e Hide (1999). E a DI50 foi determinada como a redução de 

50% do crescimento das leveduras. Porém foi utilizado o meio de YEPD, específico 

para leveduras (glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedura 1%, pH 6,8-7,0). Para as 

bactérias lácticas os procedimentos também foram os mesmos, mas o meio utilizado foi 

MRS (Himedia ®). 

 

3.4. Teste de viabilidade versus tempo – Atividade microcida.  

 

Para os testes de viabilidade foram utilizados os óleos essenciais de Lippia alba 

na concentração obtida no teste de CIM  com os diferentes microrganismos. O teste foi 

realizado com os sete acessos para todas as leveduras avaliadas na CIM; e para bactérias 

foram selecionados três microrganismos sensíveis e dois resistentes no teste de CIM 

(aonde a concentração máxima avaliada foi de 10 mg/mL), tanto para Gram negativas 

como para Gram positivas.  

Os microrganismos selecionados foram incubados em meio apropriado (YEPD 

ou MRS ou Caldo nutriente) por 24 ou 48 horas. Após crescimento, as amostras foram 



 20 

lidas em espectrofotômetro (595 nm) e ajustadas para uma densidade ótica de 0,120 

com adição de salina. Feita a diluição os microrganismos foram mantidos por 30 

minutos em repouso. Após este período 900μl do diluído foram misturados com 100μl 

de emulsão (óleo, DMSO, água). Para controle foi utilizado uma emulsão com DMSO e 

água na mesma concentração da emulsão com óleo. As amostras foram retiradas no 

tempo zero e 180 minutos na presença de óleo, foram feitas diluições seriadas e o 

plaqueamento pelo método da gota (5μl) em placas com meio apropriado. Estas foram 

incubadas a 30ºC por 48 horas no caso de leveduras e bactérias lácticas; e a 37ºC por 24 

horas no caso de bactérias. Passado o período foram feitas contagens de unidades 

formadoras de colônia, e os resultados foram expressos em redução do crescimento 

microbiano (log). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Composição química dos óleos essenciais da espécie Lippia alba. 

 

 A composição química dos óleos essenciais pode variar muito, dependendo da 

região geográfica, da variedade e idade da planta, do método de secagem e extração do 

óleo (Jerkovic et al., 2001; Bagamboula et al., 2004). Entretanto alguns autores 

preconizam que o quimiotipo é o que determina a composição química dos óleos 

essenciais (Castro et al., 2002, Simões, 2003, Tavares et al., 2005, Manica- Cattani et 

al., 2009, Stashenko et al., 2004). 

Segundo Tavares et al. (2005), a composição do óleo essencial de Lippia alba 

apresenta variação qualitativa e quantitativa, levando à separação em quimiotipos, fato 

também confirmado por Simões (2003), que mostrou que plantas diferentes nascidas em 

solos idênticos continham produtos diferentes, enquanto que plantas análogas nascidas 

em solos completamente diferentes formavam produtos análogos. A variação genética 

de Lippia alba não está associada com a origem geográfica, mas com o quimiotipo 

(Manica-Cattani et al., 2009).  

Pesquisas anteriores com outras plantas, como outra espécie de ocorrência no 

Sul do Brasil, Cunilla galioides, mostrou que plantas micropropagadas apresentam a 

mesma composição de óleo que a planta original, confirmando o controle genético da 

composição dos óleos essenciais (Echeverrigaray et al., 2003). Neste trabalho foram 

utilizados óleos essenciais de sete acessos de Lippia alba, oriundas de  plantas 

individuais primariamente coletadas em diferentes localidades da Região Sul do Brasil, 

e cultivadas no Instituto de Biotecnologia de Universidade de Caxias do Sul (Figura 1).  

 



 22 

-49

-49-51

-51

-53-55-57

-53-55-57

-32

-30

-28

-32

-30

-28 1

2

3

4

5

6

7

N

OCEANO 

ATLÂNTICO

URUGUAI

ARGENTINA

PARAGUAI

 

Figura 1. Mapa demonstrando a origem geográfica da coleta inicial dos sete acessos de 

Lippia alba. 

Legenda: 1. Guarda do Embaú, 2. Caçapava, 3. Erechim, 4. Ijuí, 5. Pinheira, 6. Arroio do Sal, 7. Barra do 

Quarai 

 

As sete amostras representantes da espécie Lippia alba apresentam compostos 

majoritários distintos, algumas somente com um composto principal, outras com 

misturas de dois ou mais compostos. Neste trabalho foram considerados os compostos 

presentes em quantidades iguais ou maiores que 5% em cada acesso analisado. 

O acesso 1, planta coletada na localidade de Guarda do Embaú, apresenta como 

componentes majoritários neral, geranial e β-cariofileno (Quadro 2), possuindo outros 

em baixas concentrações, tais como mirceno (3,3%) e outros em concentrações 

menores, sendo assim definido como quimiotipo citral. Este quimiotipo já foi 

encontrado em diversos locais do Brasil. No nordeste brasileiro foram encontrados neral 

e geranial (citral) como os constituintes químicos majoritários presentes no óleo 
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essencial de três espécies de Lippia (Matos et al., 1996). Em amostras oriundas do 

estado do Pará (Brasil), foram reportados três quimiotipos, entre os quais neral e 

geranial (citral) (Zoghbi et al., 1998). Este quimiotipo também foi encontrado em outras 

regiões do Brasil (Ventrella, 2000, Castro et al., 2002, Juliao et al., 2003, Barbosa et al, 

2006, Matos et al., 2006). Em trabalho realizado na India, Rao et al. (2000) 

identificaram 50 componentes correspondentes a cerca de 90% do óleo total extraido 

das folhas de L. alba, sendo que o geranial representava 15,57% do óleo, seguido por 

uma variedade de outros componentes.  

O acesso 2, quimiotipo 1,8-cineol/cânfora, planta coletada na localidade de 

Caçapava, apresenta como componentes majoritários cânfora, 1,8-cineol, β-cariofileno, 

germacreno B e linalol (Quadro 2), e baixa concentração de germacreno D (4,6%), α-

amorfeno (4,7%), sabineno (4,0%), limoneno (4,0%), e outros ainda em concentrações 

menores. No estado do Pará (Brasil) foram identificados três quimiotipos, sendo um 

deles 1,8-cineol (Zoghbi et al., 1998). Entretanto, até o presente não há referências a 

plantas de Lippia alba do quimiotipo 1,8-cineol/cânfora. 

Plantas coletadas em Erechim, acesso 3, se caracterizaram por possuir como 

composto majoritário o linalol (Quadro 2) e outros em menores concentrações como 

germacreno D (4,6%), β-cariofileno (3,5%), limoneno (3,4%), e outros em 

concentrações menores, (quimiotipo linalol). Já o acesso 4, quimiotipo 

linalol/mirceno/cânfora, planta coletada em Ijuí, apresenta linalol, mirceno, cânfora e β-

cariofileno como componentes majoritários (Quadro 2), além de germacreno D (4,9%), 

canfeno (4,2%), limoneno (3,8%) e outros em menores concentrações. 

Por outro lado, plantas coletadas em Arroio do Sal (acesso 6) apresentaram altas 

concentrações de linalol, 1,8-cineol, germacreno D e β-cariofileno (Quadro 2), sendo 

assim consideradas como quimiotipo linalol/1,8-cineol/germacreno D/cariofileno. Além 
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destes compostos, o óleo do acesso 6 apresentou em sua composição baixas 

concentrações de germacreno B (3,5%), sabineno (1,9%) e outros. 

Trabalho realizado no Uruguai identificou em plantas de L. alba dois 

quimiotipos linalol (Lorenzo et al., 2001). Já nas plantas de L. alba coletadas da região 

sudeste e nordeste foram evidenciados três quimiotipos, sendo linalol um deles (Juliao 

et al., 2003). Em plantas cultivadas na Índia, a análise da composição do óleo essencial 

de L. alba mostrou que o maior constituinte foi o linalol (65%)  (Bahl et al., 2000). O 

linalol (69,3%) também foi referido como o componente majoritário do óleo essencial 

das folhas de L. alba neste mesmo estudo (Mallavarapu et al., 2000). Analisando a 

composição do óleo essencial das partes aéreas de L. alba, originária do Uruguai 

identificaram-se  27 componentes que correspondem a 93% do total do óleo,  sendo que 

o linalol (55%) foi considerado o componente majoritário (Lorenzo et al., 2001).   

O acesso 5, planta coletada na localidade de Pinheira, apresenta 

transdihidrocarvona, β-cariofileno e cis-α-bisaboleno como componentes majoritários 

(Quadro 2), e germacreno B (4,9%), limoneno (4,8%) e outros em menores 

concentrações, sendo neste trabalho considerado como quimiotipo carvona/cariofileno.   

A análise na composição do óleo essencial de Lippia alba feita por Alea et al. 

(1997) encontraram alto conteúdo de carvona. No Pará foram identificados três 

quimiotipos, e um deles é, limoneno/carvona (Zoghbi et al., 1998).  E plantas coletadas 

na região sudeste e nordeste do Brasil também foi isolado óleo do quimiotipo  carvona 

(Juliao et al., 2003). Análise da composição química do óleo essencial de um 

quimiotipo de L . alba originada de Cuba, revelou a presença de quarenta e dois 

componentes  no óleo essencial, sendo o composto majoritário carvona (Pino e Ortega, 

1996). Este quimiotipo também foi identificado na Colombia (Stashenko et al., 2003).     
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Quadro 2. Origem, denominação e composição química dos sete acessos de Lippia alba 

coletados na região Sul do Brasil. 

Acessos Origem Denominação utilizada-quimiotipo Composição majoritária 

1 Guarda do Embaú citral 32,7% geranial 

22,8% neral 

20,5% β-cariofileno 

2 Caçapava 1,8-cineol/cânfora 15% cânfora 

13,3% 1,8-cineol 

6,7% β-cariofileno 

5,8% germacreno B 

5,5% linalol 

3 Erechim linalol 75,5% linalol 

4 Ijuí linalol/mirceno/cânfora 24,6% linalol 

13,4% mirceno 

12,8% cânfora 

9,8% β-cariofileno 

5 Pinheira carvona/cariofileno 25,5% transdihidrocarvona 

21,2% β-cariofileno 

5,8% Cis α-Bisaboleno 

6 Arroio do Sal linalol/1,8-cineol/ germacreno D 59,1% linalol 

8,1% 1,8-cineol 

6,8% germacreno D 

5,5% β-cariofileno 

7 Barra do Quarai limoneno 45,8% limoneno 

16,2% β-cariofileno 

 

Por último, o acesso 7, planta coletada em Barra do Quarai, foi definido como 

quimiotipo limoneno por apresentar limoneno e β-cariofileno como componentes 

majoritários (Quadro 2) e outros em menores concentrações. Já foram reportados 

quimiotipo limoneno, mas em concentrações menores do que encontrado no presente 

trabalho. Quimiotipo limoneno já foi identificado na Colômbia (Stashenko et al., 2003) 

e na Guatemala (Senatore & Rigano, 2001).  E no Brasil um quimiotipo 

limoneno/carvona (Zoghbi et al., 1998). 
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Todavia, vários estudos mostram que esta espécie apresenta grande diversidade 

em seus constituintes principais, tendo sido identificados quimiotipos com altos teores 

de carvona, germacreno D, limoneno, piperitona, γ-terpineno, linalol e 1,8-cineol 

(Zoghbi et al., 1998, Stashenko et al., 2004, Senatore et al., 2001, Atti-Serafini et al., 

2002, Tavares et al., 2004). 

De acordo com Tavares et al. (2005) as diferenças quimiotípicas apresentam 

base genética, já que no caso presente, as plantas cultivadas em condições semelhantes 

mantem a composição quimica original. 

Considerando que a atividade biológica dos óleos essenciais, assim como outros 

extratos vegetais, dependem da composição química dos mesmos (Cowan, 1999, 

Bakkali et al., 2008), a variabilidade na composição intra e inter populacional do óleo 

essencial de Lippia alba representa um problema na comercialização e aplicação para 

propósitos medicinais e outros (Manica-Cattani et al., 2009).  Assim sendo, torna-se 

necessário o conhecimento de todos os variantes químicos (quimiotipos) e sua atividade 

biológica.  Neste particular, foi avaliada a atividade antimicrobiana do óleo essencial de 

sete quimiotipos de Lippia alba coletados na região sul do Brasil, descrito neste item. 

 

 

 

4.2 Inibição do crescimento microbiano do óleo essencial de sete quimiotipos de 

Lippia alba. 

 

 Os óleos de Lippia sp têm sido utilizados popularmente no tratamento de 

doenças infecciosas, e alguns trabalhos vêm mostrando o seu efeito no controle de 

microrganismos (Bassolw et al., 2005, Souza et al., 2005, Albuquerque et al., 2006). 

Porém, para a utilização destes óleos como antibacterianos e antifúngicos se faz 

necessária a determinação de alguns parâmetros, dentre eles a Concentração Inibitória 
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Mínima (CIM) (Lambert, 2000). Assim, conforme descrito no material e métodos, a 

CIM foi avaliada pelo método de diluição em microplacas associado à leitura 

espectrofotométrica do crescimento bacteriano. Foram utilizados dois critérios de 

determinação de inibição do crescimento microbiano: CIM (dose que reduz 90% do 

crescimento) e a DI 50 (dose necessária para inibir 50% o crescimento). 

Na analise de DI 50, o óleo do quimiotipo citral (acesso 1) foi capaz de reduzir 

50% do crescimento da maioria dos microrganismos nas dosagens testadas, 

apresentando amplo espectro de ação sobre bactérias e leveduras. Por outro lado, os 

quimiotipos cineol/cânfora, linalol/mirceno/cânfora e carvona/cariofileno, acessos 2, 4 e 

5, respectivamente, inibiram preferencialmente bactérias Gram positivas, sendo que 

dentre estes, o óleo do acesso 4 não foi capaz de inibir as leveduras. Já os óleos 

caracterizados como quimiotipos linalol (acesso 3) e linalol/ 1,8-cineol/germacreno D 

(acesso 6) mostraram resultados semelhantes entre si, com inibição sobre bactérias 

Gram positivas e negativas. Este fato pode ser atribuído a ambos apresentarem linalol 

como composto majoritário. É interessante notar o comportamento do óleo do 

quimiotipo limoneno (acesso 7), o qual inibiu preferencialmente o crescimento de 

leveduras (Figura 2). 
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Figura 2: Percentual de microrganismos que são inibidos 50% do crescimento (DI50) 

pelos sete quimiotipos de Lippia alba (mg/mL). 

Legenda:       Leveduras,        Bactérias Gram positivas,        Bactérias Gram negativas. 1-quimiotipo 

citral, 2- quimiotipo 1,8-cineol/cânfora, 3- quimiotipo linalol, 4-quimiotipo linalol/mirceno/cânfora, 5- 

quimiotipo carvona/cariofileno, 6- quimiotipo linalol/1,8-cineol/germacreno D, 7- quimiotipo limoneno.  

 

As doses de inibição de 50% do crescimento microbiano dos óleos essenciais 

dos sete quimiotipos variam para as leveduras. Sendo que os óleos do quimiotipos citral 

(acesso 1) e limoneno (acesso 7) apresentaram valores de DI 50 que variaram de 1,8 a 

7,7 mg/mL e 1,7 a 9,7 mg/mL para as diferentes leveduras, respectivamente (Tabela 1), 

sendo particularmente eficientes sobre espécies clínicas de Cândida, apresentando 

somente valores acima de 10mg/mL para Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae 

AH22. 

Por outro lado, o óleo do quimiotipo carvona/cariofileno (acesso 5) nas 

concentrações de 2,5 a 10 mg/mL e o acesso 3 (linalol) na concentração de 3 a 10 

mg/mL inibiram 50% do crescimento das leveduras. Já os quimiotipos cineol/cânfora 

(acesso 2) e linalol/1,8-cineol/germacreno D (acesso 6) não podem ser considerados 

eficientes para levedura, porque as doses de inibição de 50% do crescimento são 

superiores a 9,0 mg/mL. O quimiotipo linalol/mirceno/cânfora (acesso 4) não foi capaz 
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de inibir em 50% o crescimento das leveduras testadas, apresentando concentrações 

superiores a 10 mg/mL para todas elas (Tabela 1). 

Para as bactérias Gram positivas os óleos que apresentaram menores valores de 

DI50 foram os quimiotipos citral (acesso 1) com DI50 entre 0,7 a 3,5 mg/mL, linalol/ 

1,8-cineol/germacreno D (acesso 6) com DI50 entre 0,1 e 8,3 mg/mL, linalol (acesso 3) 

com valores de DI50 variando entre 0,3 e 8 mg/mL, e limoneno (acesso 7) com DI50 

entre 0,1 e 10 mg/mL. Os óleos dos demais quimiotipos também apresentaram 

capacidade em reduzir 50% o crescimento bacteriano, porém em concentrações de óleo 

mais elevadas, tais como: 1 a 10 mg/mL para o quimiotipo cineol/cânfora (acesso 2); 

4,1 a 7,5 mg/mL para linalol/mirceno/cânfora (acesso 4); e 3,2 a 8,7 mg/mL para 

carvona/cariofileno (acesso 5) (Tabela 1). 

Já sobre bactérias Gram negativas os óleos dos quimiotipos que apresentaram 

melhores concentrações para reduzir o crescimento em 50% foram: citral (acesso 1) 

com DI50 entre 0,3 a 6,6 mg/mL; linalol (acesso 3) com concentraçõe inibitórias entre 

0,6 a 8,5 mg/mL e linalol/1,8-cineol/germacreno D (acesso 6) com DI50 de 0,6 a 7,3 

mg/mL. Outros quimiotipos apresentaram capacidade em reduzir o crescimento em 

50%, porém quando em concentrações mais elevadas de óleo, tais como cineol/cânfora 

(acesso 2) entre 4,4 a 8,5 mg/mL; linalol/mirceno/cânfora (acesso 4) entre 1,2 a 10 

mg/mL; e carvona/cariofileno (acesso 5) entre 2,9 a 5 mg/mL (de somente duas 

bactérias). O quimiotipo limoneno (acesso 7) foi o que apresentou os maiores valores de 

DI50, sendo assim o menos eficiente sobre bactérias Gram negativas (Tabela 1). 
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Tabela 1: Dose de inibição dos sete acessos de Lippia alba (mg/ml) capazes de inibir 

em 50% o crescimento de leveduras, bactérias Gram positivas e Gram negativas. 

 1 2 3 4 5 6 7 

 DI 50* DI 50* DI 50* DI 50* DI 50* DI50* DI 50* 

 

Leveduras 

 

       

Candida albicans 3,7 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 5,2 

Candida guilliermondii 1,8 9,8 > 10 > 10 5,5 > 10 1,7 

Candida sake 3,6 >10 3 > 10 6 > 10 6,3 

Candida pseudotropicalis 3,3 >10 8 > 10 > 10 > 10 6,7 

Candida utilis > 10 > 10 > 10 > 10 2,7 > 10 7,2 

Pichia guilliermondii 6,5 >10 > 10 > 10 2,5 > 10 9,7 

Saccharomyces cerevisiae 4,7 >10 5 > 10 > 10 9,4 > 10 

Saccharomyces cerevisiae AH22 5,3 9,3 > 10 > 10 > 10 > 10 8 

Schwanniomyces castelli 7,7 >10 > 10 > 10 > 10 > 10 8,1 

 

Bactérias Gram positivas 

 

       

Bacillus megaterium 3,5 1 8 > 10 6,5 0,1 > 10 

Bacillus cereus 3,5 4,4 1,8 > 10 8,7 0,8 > 10 

Bacillus subtilis 0,7 7 0,3 > 10 > 10 2 > 10 

Staphylococcus aureus 3 8,3 5 5,7 > 10 0,6 > 10 

Enterococcus spp > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 2,5 > 10 

Listeria monocytogenes 2 10 > 10 > 10 3,2 7,1 3,3 

Lactococcus lactis 0,9 5,7 0,8 6,2 8,6 >10 6,1 

Lactobacillus casei 2,5 > 10 1,8 7,5 5 8,3 0,1 

Lactobacilus helveticus 1,5 1,7 0,9 4,1 > 10 2 1 

 

Bactérias Gram negativas 

 

       

Pseudomonas fluorescens 3,5 > 10 > 10 10 5 5,5 > 10 

Shigella spp 2,2 > 10 4 2,5 > 10 0,6 > 10 

Salmonella spp 2,7 6,6 7,2 > 10 > 10 4,2 > 10 

Salmonella typhimurium 3,5 7,8 1,6 > 10 > 10 2,5 > 10 

Proteus spp 6 5 7 > 10 > 10 7,3 > 10 

Serratia spp 4 8,5 6,7 5,7 > 10 4 > 10 

Pseudomonas SP 0,5 > 10 8,5 > 10 > 10 > 10 8,5 

Pseudomonas aeruginosa 6,5 7,6 6,3 > 10 > 10 > 10 8,5 

Acinetobacter spp > 10 4,4 > 10 2,2 2,9 0,9 > 10 

Klebsiella spp >10 > 10 1,3 > 10 > 10 4,3 > 10 

Escherichia coli >10 > 10 2,6 > 10 > 10 3,2 > 10 

Aeromonas hydrophila 0,3 6 0,6 1,2 > 10 2,5 > 10 

Aeromonas sóbria 1,5 6,2 1,8 6,9 > 10 2,5 > 10 

Legenda: 1- quimiotipo citral, 2- quimiotipo 1,8-cineol/cânfora, 3- quimiotipo linalol, 4- quimiotipo 

linalol/mirceno/cânfora, 5- quimiotipo carvona/cariofileno, 6- quimiotipo linalol/1,8-cineol/germacrenoD, 

7- quimiotipo limoneno. * DI 50 – dose de inibição de 50% do crescimento. 
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O óleo do quimiotipo citral (acesso 1) inibiu 90% do crescimento (CIM) de  

67% das leveduras e das bactérias Gram positivas, e 46% das Gram negativas  (Figura 

3). Mostrou ser o mais eficiente para as leveduras testadas. Outras plantas que 

apresentam citral na sua composição também mostram ser eficiente na inibição de 

microrganismo, como no caso de Cympobogon citratus (Cimanga et al, 2002), Melissa 

officinalis (Mimica-Dukic et al., 2004), Cunila galioides quimiotipo citral (Sandri et al., 

2007).  

Já o óleo do acesso 3 (quimiotipo linalol) inibiu 90% do crescimento (CIM) 

principalmente das bactérias Gram positivas. E o óleo do acesso 6 (quimiotipo 

linalol/1,8-cineol/germacreno D) mostrou-se eficiente principalmente para bactérias 

Gram negativas (Figura 3).  O óleo do quimiotipo limoneno (acesso 7) monstrou-se 

mais eficiente para as leveduras, não inibindo nenhuma das bactérias analisadas, fato 

este que pode estar associado as diferenças estruturais e composição das membranas 

bacterianas e de leveduras (Bakkali et al., 2008). Já o óleo do acesso 5 (quimiotipo 

carvona/cariofileno) também inibiu o desenvolvimento de leveduras, porém em menor 

grau do que o óleo do acesso 7 e do acesso 1. 

Óleos com alto conteúdo de 1,8-cineol tem se mostrado eficientes no controle de 

bactérias tanto Gram positivas quanto Gram negativas (Delamare et al., 2007, Sandri et 

al., 2007). Porém neste trabalho o óleo do acesso 2, quimiotipo 1,8-cineol/cânfora, não 

apresentou atividade evidenciavel contra leveduras e exibiu atividade variada sobre 

bacterias (Figura 3). Resultados semelhantes para o acesso 4, quimiotipo 

linalol/mirceno/cânfora. 
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Figura 3: Concentração inibitória mínima dos sete quimiotipos de Lippia alba sobre 

leveduras, bactérias Gram positivas e Gram negativas.  

Legenda:       Leveduras,        Bactérias Gram positivas,       Bactérias Gram negativas. 1-quimiotipo citral, 

2- quimiotipo 1,8-cineol/cânfora, 3- quimiotipo linalol, 4-quimiotipo linalol/mirceno/cânfora, 5- 

quimiotipo carvona/cariofileno, 6- quimiotipo linalol/1,8-cineol/germacreno D, 7- quimiotipo limoneno.  

 

Para as leveduras os óleos dos quimiotipos que apresentaram capacidade em 

reduzir 90% do crescimento dentro das concentrações avaliadas foram: citral (acesso 1), 

com CIM variando entre 4,2 e 10 mg/ml; carvona/cariofileno (acesso 5) com valores de 

CIM de 7,6 a 10 mg/ml; e limoneno (acesso 7) CIM de 10 mg/ml. Nos demais 

quimiotipos não foi possível determinar as concentrações inibitórias mínimas por serem 

superiores à concentração máxima avaliada (Tabela 2). 

Entre as bactérias Gram positivas, os quimiotipos que apresentaram maior 

eficiência na redução de 90% do crescimento foram: citral (acesso 1) com valores de 

CIM de 2,5 a 10 mg/ml; linalol (acesso 3) com CIM entre 1,0 e 10 mg/ml; e linalol/1,8-

cineol/germacreno D (acesso 6) com CIM entre 1,2 e 10 mg/ml (Tabela 2). Óleos de 

plantas com citral e linalol como composto majoritário inibem o crescimento bacteriano 
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(Sandri et al., 2007, Simionatto et al., 2007). Por outro lado, para o óleo do quimiotipo 

1,8-cineol/cânfora (acesso 2) o CIM variou entre 9,5 a 10 mg/ml, fato que discorda de 

Prabuseenivasan et al. (2006). Já para os demais quimiotipos não foi possível 

determinar as concentrações inibitórias mínimas para bactérias Gram positivas (Tabela 

2). 

Nas bactérias Gram negativas os quimiotipos que foram mais eficientes na 

redução de 90% do crescimento microbiano foram: citral (acesso 1) com CIM entre 0,6 

e 10 mg/ml; linalol (acesso 3) entre 3,7 e 10 mg/ml; e linalol/1,8-cineol/germacreno D 

(acesso 6) entre 2,3 e 10 mg/ml (Tabela 2). Este dado confirma que os óleos dos acessos 

1, 3 e 6 inibem bactérias preferencialmente. Para os outros quimiotipos os CIMs foram 

mais elevados, tais como 1,8-cineol/cânfora (acesso 2)  variando entre 9,2 e 10 mg/ml; e 

linalol/mirceno/cânfora (acesso 4) com CIM entre 6,0 e 10 mg/ml. Já para os 

quimiotipos carvona/cariofileno (acesso 5) e limoneno (acesso 7) não foi possível 

estabelecer a CIM dentro das concentrações utilizadas (Tabela 2). 

Analisando os dados obtidos nos testes de DI 50% e CIM podemos evidenciar 

que o óleo do quimiotipo citral reduziu o crescimento microbiano de leveduras e 

bactérias. Segundo Mesa-Arango et al. (2009), óleos de L. alba quimiotipo citral são 

eficientes na inibição do crescimento do fungo Aspergillus fumigatos. O óleo essencial 

de Backhousia citriodora (92% de citral) mostrou atividade sobre Candida albicans e 

Aspergillus niger (Hayes & Markovic, 2002).  

Citral destaca-se por ser o composto principal de várias plantas medicinais 

(Bakkali et al., 2008). Este composto além de apresentar ação antimicrobiana, tem sido 

evidenciado efeito sedativo e relaxante em elevadas doses, potencializando a ação de 

fenobarbital e induzindo o sono em cobaias (ratos) (Vale et al., 2002). 
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Tabela 2. Concentração inibitória mínima dos sete quimiotipos de Lippia alba sobre 

leveduras, bactérias Gram positivas e Gram negativas. 

 1 2 3 4 5 6 7 

 CIM CIM CIM CIM CIM CIM CIM 

 

Leveduras 

               

Candida albicans 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 

Candida guilliermondii 4,2 >10  > 10 > 10 9,5 > 10 > 10 

Candida sake 8,7 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 10 

Candida pseudotropicalis >10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 10 

Candida utilis > 10 >10 > 10 > 10 7,6 > 10 10 

Pichia guilliermondii 9,7 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 

Saccharomyces cerevisiae 9,8 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 

Saccharomyces cerevisiae AH22 9,9 >10  > 10 > 10 > 10 > 10 10 

Schwanniomyces castelli >10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 10 

 

Bactérias Gram positivas 

               

Bacillus megaterium 9,2 > 10 > 10 > 10 > 10 4,6 > 10 

Bacillus cereus >10 9,2 >10 > 10 > 10 1,2 > 10 
Bacillus subtilis 9 >10 1 > 10 > 10 4,2 > 10 

Staphylococcus aureus 8,5 > 10 9 > 10 > 10 8,8 > 10 

Enterococcus spp > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 9,8 > 10 

Listeria monocytogenes >10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 >10 
Lactococcus lactis 2,5 > 10 5 > 10 > 10 > 10 > 10 

Lactobacillus casei 8,5 > 10 7,5 > 10 > 10 > 10 > 10 

Lactobacilus helveticus 5,5 > 10 >10 > 10 > 10 > 10 > 10 

 

Bactérias Gram Negativas 

               

Pseudomonas fluorescens >10 > 10 > 10 > 10 > 10 9,7 > 10 

Shigella spp 5 > 10 9 10 > 10 2,3 > 10 

Salmonella spp >10 > 10 >10 > 10 > 10 8,8 > 10 

Salmonella typhimurium 9,7 > 10 5,3 > 10 > 10 8 > 10 
Proteus spp 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 

Serratia spp >10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 

Pseudomonas sp 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 

Pseudomonas aeruginosa >10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 
Acinetobacter spp > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 7,6 > 10 

Klebsiella spp >10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 

Escherichia coli >10 > 10 4,3 > 10 > 10 6,2 > 10 

Aeromonas hydrophila 0,6 >10 3,7 6 > 10 4,3 > 10 
Aeromonas sobria 9 9,2 4,3 10 > 10 4,3 > 10 

1-quimiotipo citral, 2- quimiotipo 1,8-cineol/cânfora, 3- quimiotipo linalol, 4-quimiotipo 

linalol/mirceno/cânfora, 5- quimiotipo carvona/cariofileno, 6- quimiotipo linalol/1,8-cineol/germacreno 

D, 7- quimiotipo limoneno 
 

Os óleos essenciais podem ser utilizados como agentes antifúngicos porque eles 

afetam muitos alvos ou pontos simultaneamente e não há relatos particulares de 

resistência ou adaptação destes para com os óleos (Bakkali et al., 2008). Neste trabalho 
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destacou-se como agente antifúngico o quimiotipo limoneno (acesso 7), que somente 

inibe o crescimento de leveduras, mas não os de bactérias. Fato também evidenciado 

por Magwa et al. (2006) com óleo de Sesivium portulacastrum. 

Os quimiotipos linalol (acesso 3) e linalol/1,8-cineol/germacreno D (acesso 6) 

mostraram ser eficientes na inibição de crescimento tanto de bactérias Gram positivas, 

quanto Gram negativas e algumas leveduras. Alguns trabalhos também relatam a 

eficiência de óleos com linalol, como por exemplo: o óleo de Citrus sinensis (87% de 

linalol) eficiente sobre Aspergillus niger (Sharma & Tripathi, 2008); óleo essencial de 

Croton cajucara com importante inibição de Candida albicans (Alviano et al., 2005), e 

o óleo de Maleleuca alternifolia capaz de inibir o crescimento de leveduras e bactérias 

(Carson et al., 2006). No caso particular de Lippia alba, Duarte et al. (2005) verificaram 

atividade de óleo do quimiotipo linalol sobre Candida albicans.  

Quando analisamos os perfis de redução do crescimento de leveduras em 

concentrações crescentes dos óleos essenciais dos quimiotipos de Lippia alba, podemos 

observar que os gráficos de percentagem de crescimento mostram uma tendência linear 

de inibição, como no caso de Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae na presença 

do quimiotipo citral; Picchia guillermondii na presença de limoneno; Candida 

guillermondii no óleo do quimiotipo carvona/cariofileno (Figura 4).  Por outro lado, 

sobre outras leveduras o óleo dos distintos quimiotipos, em baixas concentrações, há 

uma redução drástica do crescimento e em altas concentrações uma pequena variação 

populacional, como no caso de Candida guillermondii na presença dos quimiotipos 

citral e limoneno (Figura 4). Entretanto, os óleos dos quimiotipos 1,8-cineol/canfora, 

linalol, linalol/mirceno/canfora e linalol/1,8-cinel/germacreno D não reduzem o 

crescimento das diferentes leveduras testadas (Figura 4).   
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Figura 4: Inibição do crescimento de leveduras pelos sete quimiotipos de óleos 

essenciais da espécie Lippia alba. Quimiotipos analisados: citral (   ), 1,8-cineol/cânfora 

( ), linalol (■), linalol/mirceno/canfora (●), carvona/cariofileno (▲), linalol/1,8-

cineol/germacrenoD (+) e limoneno (     ). 

 

 

As diferentes respostas de leveduras contra os distintos óleos podem estar 

relacionadas às diferenças de composição de membranas, já que os terpenos atuam na 
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despolarização da membrana da mitocôndria, inibição do transporte de íons pela 

membrana celular, redução do gradiente de pH e/ou afetam a bomba de ganho de ATP 

na respiração (Bakkali et al., 2008). 

Nas curvas apresentadas nas Figura 5 e 6,  pode ser evidenciado que existe uma 

correlação negativa entre concentração de óleo e crescimento bacteriano, sendo 

possível notar dois tipos de resposta: uma redução linear  ou um decaimento 

exponencial do crescimento bacteriano.  

Bactérias como,  Staphylococcus aureus  na presença de óleos dos quimiotipos 

1,8-cineol/canfora ou  linanol/mirceno/canfora,  e Salmonella sp na presença de óleos 

do quimiotipo linalol/1,8-cineol/germacreno D ou linalol exibiram redução linear do 

crescimento (Figuras 5 e 6). Por outro lado, em algumas bactérias ocorreu  uma 

redução drástica do crescimento em baixas concentrações de óleos essenciais, seguida 

de uma redução lenta em concentrações maiores de óleo, como no caso Aeromonas 

hydrophila, Shigella sp, Salmonella sp, Lactobacillus lactis, Lactobacillus casei e 

Lactobacillus helveticus na presença de óleo do quimiotipo citral e de Bacillus cereus e 

Bacillus megaterium na presença do óleo do quimitipo linalol/1,8-cineol/germacreno D. 

Os fenômenos envolvidos neste comportamento não têm sido elucidados apesar deste 

ter sido uma constante em diversos trabalhos com os mais diversos óleos essenciais e 

outros compostos utilizados no controle bacteriano (Devienne & Raddi, 2002, Sandri, 

2004).  
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Figura 5: Inibição do crescimento de bactérias Gram positivas pelos sete quimiotipos 

de óleos essenciais da espécie Lippia alba. Quimiotipos analisados: citral (  ), 1,8-

cineol/cânfora (  ), linalol (■), linalol/mirceno/canfora (●), carvona/cariofileno (▲), 

linalol/1,8-cineol/germacrenoD (+) e limoneno (     ). 
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Figura 6: Inibição do crescimento de bactérias Gram negativas pelos sete quimiotipos 

de óleos essenciais da espécie Lippia alba. Quimiotipos analisados: citral (  ), 1,8-

cineol/cânfora (   ), linalol (■), linalol/mirceno/canfora (●), carvona/cariofileno (▲), 

linalol/1,8-cineol/germacrenoD (+) e limoneno (     ). 

 

Cabe salientar, que a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais pode estar 

associada a compostos majoritários, compostos minoritários e a interação entre 

compostos, fato que dificulta a dedução dos princípios ativos em extratos vegetais 

complexos como os óleos essenciais (Belaiche et al., 1995; Lachowicz et al., 1998). 
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Dos óleos essenciais analisados, o mais eficiente frente aos microrganismos  

testados foi o óleo de Lippia alba quimiotipo citral, particularmente eficiente no 

controle do crescimento de C. albicans, C. guillermondii, P. guillermondii, S. 

cerevisiae, B. megatherium, B. subtilis, S. aureus, L. lactis, L. casei, L. helveticus, A. 

hydrophila, Shighella sp, S. typhimurium, Pseudomonas sp (Tabela 2, Figura 4 a 6). 

Como mencionado anteriormente, este óleo apresenta altas concentrações das duas 

formas isomericas do citral (neral e geranial), compostos com reconhecida atividade 

antimicrobiana (Dorman & Deans, 2000; Cimanga et al., 2002; Sandri et al., 2007). Por 

outro lado, o óleo essencial do quimiotipo limoneno foi eficiente na inibição de 

crescimento de leveduras (Tabela 2, Figura 4).  

 

 

4.3. Avaliação da viabilidade microbiana na presença de óleos essenciais dos sete 

quimiotipos de Lippia alba. 

 

 Após a determinação da concentração inibitória mínima dos microrganismos, 

avaliou-se o efeito dos óleos sobre a viabilidade celular de todas as leveduras e algumas 

bactérias selecionadas com base nos resultados de DI50 e CIM. Cabe ressaltar que com 

este teste é possível determinar se o óleo tem uma ação microcida ou microstática.  

Os óleos dos quimitipos citral (monoterpeno aldeído), carvona/cariofileno 

(monoterpeno hidrocarboneto/sesquiterpeno) e limoneno (monoterpeno hidrocarboneto) 

diminuíram a viabilidade celular da grande maioria das leveduras testadas (Figura 7). 

Por outro lado, os outros quiomiotipos somente reduziram a viabilidade de uma ou duas 

espécies de leveduras, somente o gênero Candida (Figura 7). As diferenças de 

susceptibilidade aos terpenos podem ser atribuídas a composição da membrana celular, 
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especialmente o conteúdo de esteróides envolvidos na tolerância ao etanol e outros 

alcoóis, e/ou à biotransformação de terpenos alcoólicos (King & Dickinson, 2000). 

A maioria das leveduras na presença do quimiotipo citral teve uma redução de 4 

logaritimos (Figura 7). Cabe comentar que as contagens iniciais (tempo zero) eram de 

10
6
UFC/ml e o limite inferior de contagem esta em 10

2
 UFC/mL. Sendo assim, 

reduções de 4 log foram consideradas uma potente ação fungicida do óleo sobre as 

leveduras.   

 

Figura 7. Redução de viabilidade (log) de leveduras na presença de óleo em 

concentração inibitória mínima (CIM), de sete quimiotipos de Lippia alba, em 180 

minutos de exposição. 

Legenda:  Candida albicans,  Candida guilliermondii,  Candida sake,  Candida 

pseudotropicalis,  Candida utilis,  Picchia guilliermondii,  Saccharomyces cerevisiae,  

Saccharomyces cerevisiae (AH22),  Schwanniomyces castelli. 
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Na presença do quimiotipo citral, as leveduras Candida pseudotropicalis e 

Schwanniomyces castelli não apresentaram redução evidenciavel da viabilidade celular 

(Figura 7). Este resultado concorda com os obtidos pelo CIM (Tabela 2), aonde não foi 

determinada a concentração inibitória mínima, valor maior que 10 mg/mL. Por outro 

lado, o quimiotipo carvona/cariofileno reduziu a viabilidade de cinco das nove 

leveduras testadas (Figura 7), mesmo daquelas que não foi possível determinar a CIM 

(Tabela 2). O óleo do quimiotipo limoneno não reduziu a viabilidade de Candida 

albicans e Picchia guilliermondii, mas para as leveduras Candida guillermondii e 

Saccharomyces cerevisae foi constatada uma redução de 3 logaritimos na viabilidade 

(Figura 7). Cabe ressaltar que todas estas leveduras apresentaram CIM > 10 mg/mL 

(Tabela 2). 

Para as bactérias Gram positivas, de modo geral, os óleos dos diferentes 

quimiotipos de Lippia alba apresentaram atividade bacteriostática (Figura 8), quando 

foram utilizados a concentração inibitória mínima previamente estabelecida (Tabela 2). 

A ação bacteriostática destes óleos pode ser vista, já que um acompanhamento de zero a 

três horas da viabilidade celular mostra que nas primeiras horas a um decaimento de um 

a dois logaritimos e após uma manutenção da viabilidade celular.  

Enteroccus sp e Listeria monocytogenes, bactérias para as quais não foi possível 

determinar a concentração inibitória mínima em nenhum dos óleos testados (Tabela 2), 

também não mostram reduções de viabilidade celular quando utilizado 10 mg/ml de 

óleo (Figura 8). Por outro lado, Bacillus megaterium na presença dos óleos dos 

quimiotipos linanol/mirceno/cânfora e carvona/ cariofileno e Staphylococcus aureus 

com o quimiotipo limoneno, mesmo não sendo possível determinar a concentração 

inibitória mínima (Tabela 2), exibiu redução da viabilidade em 1 logaritimo após três 

horas de contato com 10 mg/ml de óleo (Figura 8). 
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Figura 8. Redução de viabilidade (log) de bactérias Gram positivas na presença de óleo 

de sete quimiotipos de Lippia alba, na concentração inibitória mínima de óleo em 180 

minutos de exposição. 

Legenda:  Bacillus megaterium,  Staphylococcus aureus,  Lactococcus lactis,  Enterococcus 

sp,  Listeria monocytogenes. 

 

As bactérias Gram negativas também apresentaram redução de viabidade celular 

pelos óleos de Lippia alba quimiotipos citral, linalol e linalol/1,8-cineol (Figura 9). 

Entre as bactérias Gram negativas testadas, Aeromonas hydrophila, Escherichia 

coli e Salmonella typhimurium apresentaram maior redução de viabilidade celular 

(Figura 9), fato este que concorda com os resultados apresentados na avaliação da 

concentração inibitória mínima (Tabela 2). 
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Figura 9. Redução de viabilidade (log) de bactérias Gram negativas na presença de óleo 

de sete quimiotipos de Lippia alba, na concentração inibitória mínima de óleo em 180 

minutos de exposição. 

Legenda:  Aeromonas hydrophila,  Escherichia coli,  Salmonella typhimurium,  Serratia sp,  

 Pseudomonas aeruginosa. 

 

 O óleo do quimiotipo citral mostrou-se eficiente na inibição e na redução da 

viabilidade celular de leveduras e de bactérias. Já os óleos que apresentavam terpenos 

alcoólicos, como compostos majoritários, foram eficientes para bactérias, e os terpenos 

com aldeídos e hidrocarbonetos foram melhores para as leveduras. O fato dos terpenos 

responderem diferenciadamente para eucariontes e procariontes, pode estar relacionado 

a ação dos óleos sobre a membrana (Bakkali et al, 2008). 
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5. CONCLUSÕES 

 

1. Os óleos essenciais da espécie Lippia alba coletados no sul do Brasil apresentam 

sete quimiotipos distintos: citral, 1,8-cienol/cânfora, linalol, 

linalol/mirceno/cânfora, carvona/cariofileno, linalol/1,8-cineol/germacreno D e 

limoneno. 

2. Devido a composição variada, os efeitos antimicrobianos são muito distintos 

sobre microrganismos, sendo o quimiotipo citral o de maior espectro de ação. 

3. Além do quimiotipo citral, o quimiotipo limonemo mostrou-se eficiente na 

inibição do crescimento de leveduras. 

4.  Os quimiotipos citral, linalol e linalol/1,8-cineol/germancreno D mostraram 

inibição no crescimento de bactérias Gram positivas e Gram negativas. 

5. Os óleos dos quimiotipos citral, carvona/carifileno e limoneno reduziram a 

vibilidade celular de leveduras.  

6. Em geral, nossos resultados confirmam a atividade dos óleos essenciais de L. 

alba sobre microrganismos de importância clínica e industrial, mas apontam a 

necessidade de avaliação adequada da composição dos mesmos afim de escolher 

aquele mais efetivo para o controle de um microrganismo específico. 
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