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RESUMO

As amostras de 6leo essencial de folhas frescas de
Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae)
coletadas nas quatro esta¢des do ano e usadas popu-
larmente no Brasil contra doencas estomacais, assim
como antibacterianas e como anti-séptico, foram ana-
lisadas por CG/EM e avaliadas para atividade
antibacteriana. Osresultados mostraram que as amos-
tras deste 6leo foram efetivas contra as bactérias
Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, e Staphylococcusintermedis confirmando seu uso
tradicional para essas doencas.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, 6leo essencial,
Lippia alba.

INTRODUCAO

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown pertence a fa-
miliaVerbenaceae, é conhecida popularmente como erva
cidreira e consagrada pelo uso na medicina popular
(Corréa, 1992). O género Lippia consiste em 200 espéci-
es amplamente distribuidas naAmérica do Sul, América
Central e Africa (Zoghbi et al., 1998). No Brasil, ocorre
praticamente em todas as regides, apresentando extensa
sinonimia popular: regido norte (carmelitana, erva-
cidreira-do-campo, salva-do-brasil); nordeste (cedrilha,
ché-do-tabuleiro, cidreira-brava, cha-da-terra); sudeste
(falsa-melissa); sul (alecrim-do-campo, cidrdo, salsa-li-
mao, sélvia, lipia, malmequer-do-mato, malva, salva, sal-
va-limé&o, e tomilho-do-mato) (Corréa, 1992). Popular-
mente suas folhas sdo usadas como antiespasmaodicas,
estoméguicas, carminativas, calmante, digestivo, no com-
bate ainsbnia, asma e em doencas bucais devido as suas
propriedades bactericidas, anti-sépticas e adstringente
(Silvaet al., 1995).
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L. alba € uma espécie que pode apresentar aro-
mas diversificados. A presencade citral (geranial e neral)
associado ao d-limoneno como um de seus constituintes
principais é responsavel pelo seu odor mais agradavel
(Matos, 1996). O aroma esta relacionado aos constituin-
tes predominantes na esséncia, 0s quais podem variar
qualitativa ou quantitativamente em funcéo de diversos
fatores, tais como: estacdes do ano, época de floracéo,
idade da planta, quantidade de &gua circulante resultan-
te da precipitacéo e fatores geogréficos e climéticos
(Corréa, 1992). A composicéo do 6leo essencial de uma
planta é determinada geneticamente, sendo geralmente
especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica
para 0 seu estagio de desenvolvimento (Simdes et al.,
2002), mas as condi¢bes ambientais sdo capazes de cau-
sar variacdes significativas, dando origem aos
guimiotipos ou ragas quimicas tdo fregientes em plan-
tas ricas em 6leos essenciais. Isto significa que as dife-
rengas na composicao dos diferentes quimiotipos da es-
pécie L. alba ndo constituem um produto s6 da influén-
cia de fatores ambientais, mas refletem também a varia-
¢80 genotipica destas plantas (Tavares et al., 2005).

Oliveiraet al. (2006) relatam que os quimiotipos
da espécie L. alba j& identificados sdo: mirceno-citral,
limoneno-citral (Matos, 1996); limoneno-carvona (Ma-
tos, 1996; Pino et al., 1997; Zoghbi et al., 1998);
limoneno-1,8-cineal, citral-germacreno-D (Zoghbi et al.,
1998); B-cariofileno-citral (Craveiro et a., 1981); linalol-
1,8-cineol (Atti-Serafini et al., 2002); limoneno-
piperitona (Senatore & Rigano, 2001); canfora-1,8-cineol
(Dellacassa et al., 1990); citral (Castro et al., 2002); y-
terpineno (Gomes et al., 1993); linalol (Frighetto et al.,
1998; Lorenzo et al., 2001) e carvona (Aleaet al., 1997).

Esse estudo relaciona-se a caracterizag&o quimi-
ca e atividade bioldgica do 6leo essencial de L. alba culti-
vada naregido Oeste do Parana, considerando as diferen-
tes estagBes do ano (primavera, verdo, outono € inverno).
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MATERIAL E METODOS
Coleta das Folhasde L. alba

AsfolhasdeL. alba (Mill.) N. E. foram coletadas
do horto de plantas medicinais da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (UNIOESTE), campus de Cascavel,
regido Oeste do Parana (PR), com clima caracteristico do
tipo subtropical. Todas as coletas foram realizadas em da-
tas representativas de cada estag&o do ano (outono, inver-
no, primavera e veréo) respectivamente em maio, agosto e
novembro de 2004 e fevereiro de 2005. As coletas foram
realizadas as 8:00 h. A planta foi identificada pela Prof.2
Dra. Norma Catarina Bueno, com exsicata depositada no
Herbario da Universidade - HUNORP, registro 2281.

Extracéo do Oleo Essencial

As amostras de 6leo essencial de L. alba foram
extraidas das folhas secas e moidas por hidrodestilacéo
em aparelho de Clevenger, por um periodo de oito horas.
As porgdes do 6leo obtido foram acondicionados em fras-
cos de vidro e armazenados no freezer até serem estuda-
das. O teor do dleo essencia das diferentes amostras foi
expresso em porcentagem massa/massa (g de 6éleo por 100
g de matéria seca).

I dentificacéo dos Constituintes Quimicos

As amostras de 6leo essencial obtidas foram sub-
metidas a andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometro de massas em aparelho Shimadzu
QP2000A, utilizando-se coluna capilar SE-30
(polidimetilsiloxana) de 60m, tendo hélio como gés de ar-
raste (fluxo de 1,0mL/min) e temperaturas programadas:
60 a 280°C, a 3°C/min. O volume injetado foi de 2 uL de
6leo puro, temperatura de inje¢do: 220°C, temperatura do
detector de massas (quadrupolo): 250°C, temperatura da
interface: 200°C, fonte de ions. 250°C (70 elétrons-volt).
Os constituintes do 6leo essencia foram identificados atra-
vés dos estudos dos espectros de massas, complementados
por comparagdo computadorizada da biblioteca do apare-
lho, e literatura (Adams, 1995).

Atividade antimicrobiana

Em discos de papel de filtro com 5mm de didme-
tro foram colocados 5 L de éleo essencial de cada estagéo
do ano e 2 pL da solugdo oftdlmica LOPROX® (ciclopirox
olamina 10mg/mL) como controle antimicrobiano (Van Den
Berghe & Vlietinck, 1991). As placas de Petri foram colo-
cadas na capela de fluxo laminar e em seguida foi acres-
centado o meio de cultura agar Mueller Hinton (MHA).
Depois do meio resfriado acrescentou-se 0,4 mL das bac-
térias padronizadas a 0,5 da escala de Mc Farland (1,5 x
108 UFC/mL) as quais foram distribuidas uniformemente
com auxilio de uma al¢a de Drigalski. Os discos de papel
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impregnados com as amostras de 6leo essencial foram co-
|ocados sobre as placas semeadas, com auxilio de uma pin-
¢a. As placas foram incubadas a temperatura de 35-37°C
por 24 horas. Apés este periodo foram feitas as leituras
dos halos de inibic¢éo.

RESULTADOS

Em relagcdo a andlise sazonal das amostras do 6leo
essencia das folhas de L. alba, os melhores rendimentos
foram observados com as amostras das folhas coletadas na
primavera e verdo apresentando teores de 0,54% e 0,38%,
respectivamente. Os menores rendimentos foram observa
dos no inverno (0,13%) e outono (0,19%).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as porcentagens (ex-
pressa em area) dos constituintes quimicos do 6leo essenci-
a dasfolhas de L. alba coletadas nas diferentes épocas do
ano. Foram identificados 15 compostos, sendo o compo-
nente majoritario o composto trans-dihidrocarvona com con-
centracOes altas na primavera e veréo onde o teor de éleo
essencial foi maior. Outros compostos como citral (mistura
de nerd e geranial), PB-cariofileno e germacreno-D tam-
bém foram encontrados em maior proporgéo na mesma épo-
cado ano.

A Tabela 2 apresenta dados de temperatura e umi-
dade relativa do dia da coleta das folhas de L. alba, enquanto
a Figura 1 mostra os indices pluviométricos registrados na
estagc@o de Campo Mourdo-PR em 2004 e 2005.

Os resultados da atividade antimicrobiana do éleo
essencial de L. alba sdo apresentados na Tabela 3.

DISCUSSAO

A L. alba cultivada em Cascavel regido Oeste
do Parand, rica em trans-dihidrocarvona e citral difere
da cultivada em Curitibaregido Norte do Paranaricaem
v-terpineno (Castro et al., 2002). Isto significa que plan-
tas cultivadas em regibes diferentes podem apresentar
variaghes na constitui¢cdo quimica mesmo sendo plantas
da mesma espécie.

A variacdo do teor de metabdlitos secundarios
em plantas esta sujeita a diversos fatores. Dentre eles,
encontra-se a composi ¢8o genética da planta. A variacéo
sazonal dos metabdlitos secundérios pode ser causada
por demandas fisioldgicas como crescimento, defesa e
reproducdo, por outro lado, também pode ser causada
por diversidades no meio ambiente como estresse hidrico,
luz, deficiéncia de nutrientes, temperaturas extremas,
poluicdo e a presenca e/ou auséncia de microrganismos
patogénicos. O estudo desta variagdo € muito importan-
te, pois permite conhecer a época exata ou quase exata
em que alguns constituintes estdio em maior proporcao,
podendo estar relacionado com aresisténcia ou suscepti-
bilidade a ataques por microrganismos ou insetos herbi-
voros (Darrow & Bowers, 1997).
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Tabela 1 - Caracterizacdo quimica e teor do 6leo essencial de L. Alba.

EstacOes Primavera Verdo Outono Inverno
Rendimento (%) 0,54 0,38 0,19 0,13
Substancias Area (%)

1-octen-3-ol 4,0 4,2 6,0 8,0
mirceno - 0,36 0,48 5,0
linalol 0,3 0,20 0,52 8,0
neral 6,0 7,2 24 20
gerania 5,8 7.8 38 34
trans-sabinol 0,2 1,8 04 0,8
acetato de geraniol 0,1 1,3 0,36 1,7
pB-cariofileno 74 6,3 22 55
pB-farneseno 0,3 3,2 10 2,0
germacreno-D 50 3,7 33 2,3
d—cadinol 3,6 0,29 0,46 0,35
cis-nerolidol 04 3,2 0,5 0,48
oxido de cariofileno 05 5,8 2,98 0,67
trans-dihidrocarvona 61,3 52,2 - -
mirtenol - - - 11,2

Tabela 2 - Dados de temperatura e umidade relativa do dia da coleta das folhas de L. alba.

Estagtes do Ano Vma() M (G Rasa®r) Lamne (9
14/05/2004 (Outono) 18-20 14-16 90-100 0,19
14/08/2004 (Inverno) 22-24 8-10 80-90 0,13
14/11/2004 (Primavera) 28-30 16-18 80-90 0,54
14/02/2005 (V er&o) 30-32 16-18 80-90 0,38

FONTE: INMET [2005].
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Sabe-se que as condi¢Bes extremas de temperatura e
estresse hidrico sfo desfavorveis para a produgéo de 6leo es-
sencial nas plantas. O més de maio de 2004 (representativo
do outono) apresentou ato indice pluviométrico, maior que
280 mm e em agosto (representativo do inverno) o indice
pluviométrico foi préximo a zero (Figura 1). Nos dias das co-
letas representativas das estagbes outono e inverno, as tempe-
raturas foram as menores observadas em relacdo as outras co-
letas (Tabela 2). No inverno, o teor de 6leo essenciad foi o
menor, 0,13% e no outono, o teor éleo apresentado foi de 0,19%.

A producéo de éleo essencial no verdo de 2005
foi prejudicada devido afalta de chuva no més de feverei-
ro (Figura 1), sendo que o teor observado foi de 0,38%. A
primaverafoi aestacéo que apresentou condicdes climati-
cas mais favoraveis para a producdo de dleo essencial de
L. alba (0,54%) (Tabela 2).

Neste estudo, durante a primavera e o verao, o teor
de 6leo essencial de 0,54% e 0,38 %, respectivamente, e do
composto trans-dihidrocarvona foram os maiores. Estas
variagdes sugerem que tanto a constituicdo quimica como
as porcentagens relativas das diferentes amostras do 6leo
essencia foram alteradas nas diferentes estacBes do ano,
podendo estar rel acionados também aos periodos de floragéo
e vegetivo. De acordo com Tavares et al. (2005), o menor
rendimento do teor de éleo essencial em plantas de L. alba
foi observado na época de floragdo, esta observagéo tam-
bém foi confirmada neste trabalho onde o teor de 6leo es-
sencial foi menor nesta época (0,13%).

As amostras de 6leo essencial obtidas nas quatro
estagBes do ano foram submetidas a ensai os biol dgicos para
atividade antibacteriana (Tabela 3). O 6leo essencial extra
ido durante o ver&o apresentou atividade étima, com os halos
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Tabela 3 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. alba coletado nas
quatro estacbes do ano.

Microrganismo Controle® Outono”  Inverno®  Primavera®  Verdo®
Zonade Inibigdo (mm)©
Acinetobacter baumanni” 12,0 17,0 16,0 16,0 25,0
Bacillus subtilis 10,0 14,0 10,0 15,0 16,0
Escherichia coli 12,0 10,0 12,0 9,00 15,0
Staphylococcus 12,0 11,0 12,0 12,0 14,0

intermedis

aCiclopirox Olamina 2 pg/disc; ®5 pL do éleo/disc; ‘média de trés repeticoes,

*= bacteria Multi-droga resistente.

de inibicdo superiores aos haos de inibicao dos dleos das
outras estacfes e do controle ciclopirox olamina. Estes resul-
tados estéo de acordo com o uso folclérico desta planta para
doencas infecciosas confirmando seu uso etnofarmacol 6gico
contra bactérias que causam infecgdo respiratoria, estando
esta atividade associada a presenca de geranial, germacreno-
D elinalol (Caceres et a., 1993; Pino et a., 1997). Outro
fator que poderia estar contribuindo paraumamaior ativida-
de antibacteriana no ver&o seria a presenca do trans-
dihidrocarvona, substéncia esta encontrada em grande quan-
tidade nesta época do ano (Nogueira et al., 2007).

ABSTRACT

Chemical characterization and biological activity of
essential oil from Lippia alba

Fresh leaves of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
(Verbenaceae), used as a popular medicine in Brazil for
stomach disorders, as an antiseptic and an antibictic, were
collected in all four seasons. Essential oil from the leaves
was analyzed by GC/MS and assayed for antibacterial
activity. The oil showed effective activity against test
strains of the bacteria Acinetobacter baumanni, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, and Staphylococcus intermedis,
confirming itstraditional use.

Keywords: antibacteria activity, essential oil, Lippia alba.
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