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RESUMO: Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae), amplamente distribuida em todo o
territorio brasileiro, ¢ conhecida popularmente como erva cidreira e utilizada na medicina popular
como analgésica, febrifuga, antiinflamatoria, antigripal e nas afec¢des hepaticas. Extratos brutos
foram preparados a partir de plantas cultivadas, de modo padronizado, em horta medicinal do
Laboratorio de Fitoterapia da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) para a
verificagdo da atividade antimicrobiana, in vitro, pelo método de difusdo em disco de papel. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada para os extratos que exibiram melhores
atividades. Os resultados obtidos mostraram que os extratos cloroférmico, acetonico e etanodlico
da raiz foram ativos frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Mycobacterium smegmatis, Candida albicans e Monilia sitophila e os extratos hexanicos,
etandlicos e metandlicos das folhas inibiram S. aureus, M. luteus, B. subtilis, M. smegmatis e
M. sitophila. A menor concentragdo inibitoria (CIM = 31,2 ug/mL), foi obtida para o extrato
cloroférmico da raiz frente a B. subtilis e M. luteus.

Unitermos: Atividade antimicrobiana, Lippia alba, planta medicinal.

ABSTRACT: “Antimicrobial activity of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae”.
Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae), commonly known as “erva cidreira”, is widely
distributed throughout Brazil and is used in folk medicine as an analgesic, anti-inflammatory,
cold remedy, as well as to reduce fevers and treat hepatic afflictions. Crude extracts of L. alba
were prepared from plants cultivated in the medicinal garden of the Laboratorio de Fitoterapia of
the Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria (IPA), State of Pernambuco, Brazil, using
standard techniques to test their in vitro antibacterial activity using the paper disk-diffusion method.
The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined for those extracts demonstrating
the highest activity. The results demonstrated that the chloroform, acetone and ethanol extracts
of root material were active against the growth of Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis, Candida albicans and Monilia sitophila, while the
hexane, ethanol and methanol extracts of leaves inhibited the growth of S. aureus, M. luteus, B.
subtilis, M. smegmatis and M. sitophila. The lowest inhibitory concentration (MIC = 31.2 ng/
mL) was obtained with the chloroform root extract against B. subtilis and M. luteus.

Keywords: Antimicrobial activity, Lippia alba, medicinal plant.

INTRODUCAO

A espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
pertencente a familia Verbenaceae, ¢ um arbusto
aromatico, cujo aroma esté relacionado aos constituintes
predominantes nos 6leos essenciais, os quais podem
variar qualitativamente e quantitativamente, em funcao
de diversos fatores, tais como: esta¢des do ano, época de
floracdo, idade da planta, quantidade de agua circulante,
resultante da precipitagdo, fatores geograficos e
climaticos (Corréa, 1992; Matos, 1998; Tavares et al.,
2005).

Em 1991 Caceres et al. citaram pela primeira

* E-mail: jaciana_aguiar@yahoo.com.br, Tel /Fax +55-81-21268346

vez a atividade antimicrobiana dos extratos etanolicos
das folhas frente a Staphylococcus aureus; dez
anos mais tarde, a agdo antimicrobiana de solugdes
extrativas hidrolcoolicas a 80% foi verificada frente
a este microrganismo (Soares, 2001); Sena Filho et
al. (2006) confirmaram atividade antimicrobiana de
extratos etanolicos da raiz de L. alba frente a S. aureus.
Extratos brutos, 6leos essenciais € mel do néctar das
flores mostraram, atividade antibidtica para diferentes
microrganismos (Santos, 1996; Alea et al., 1997;
Oliveira, 2000; Rao et al., 2000; Camargo, 2001; Holetz
et al., 2002; Pessini et al., 2003; Barbosa, 2003). Mais
recentemente, Duarte et al. (2005), referiram a atividade
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antimicrobiana dos dleos essenciais das folhas de L.
alba sobre Candida albicans.

Além de acdes antimicrobianas outras
propriedades tém sido atribuidas a L. alba quando
utilizada na forma de chas, macerada em compressa
e banhos. Entre as propriedades atribuidas a espécie
destaca-se as agles antiespasmodica, antipirética,
antiinflamatoria, enemagoga, diaforética, analgésica
e sedativa. Tais propriedades devem-se aos seus
constituintes ativos, dentre eles o 6leo essencial (Julido
et al., 2003; Barbosa-Filho et al., 2006).

Considerando a existéncia de estudos que
referem agdo antimicrobiana para extratos brutos e
oleos essenciais de L. alba, objetivamos neste estudo,
comprovar esta acdo antimicrobiana para extratos brutos
produzidos a partir de plantas cultivadas de forma
padronizada para produgdo de fitoterapicos de modo
a confirmar se sob as condigdes de cultivos em que as
plantas estdo sendo mantidas os principios ativos com
acdo antimicrobiana estdo presentes em seus extratos
e se atuam com a mesma eficacia referida para outros
estudos na inibigdo dos microrganismos testes.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

As plantas utilizadas no estudo foram
provenientes da horta medicinal do Laboratorio de
Fitoterapia da Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria (IPA), onde as condi¢des de cultivo
sdo controladas e padronizadas de modo a produzir
matéria prima utilizada na produ¢do de fitoterapicos.
As plantas foram dispostas em duas fileiras, com 20
cm de espacamento entre elas, em canteiros medindo
aproximadamente, 1 m de largura por 6m de comprimento
e 20 cm de altura e recebendo luz solar pela manha. O
substrato utilizado para o cultivo foi constituido por
uma mistura de composto organico, humus de minhoca
e barro de jardim (2:1:1) sendo mensalmente acrescido
25 kg de composto orgénico. A irrigagdo foi feita por
aspersdo duas vezes ao dia (7h as 7Th e 30 min e 16 h 30
mim as 17 h), exceto em periodos chuvosos e a limpeza
dos canteiros foi feita a cada sete dias por catagdo
manual.

As coletas do material botanico foram realizadas
de novembro a dezembro de 2004. A confirmag¢do da
identifica¢do botanica foi realizada pela Dra. Rita de
Cassia A. Pereira curadora do Herbario Dardano de
Andrade Lima (IPA), onde um exemplar da espécie foi
depositado sob o n° 61004.

Preparacio dos extratos

Extratos hexénico, cloroférmico, acetonico,
etandlico, metandlico e aquoso de raiz, caule ¢ folhas
de L. alba foram preparados segundo Zelnik et al.
(1977). A extragdo foi feita por maceragdo em repouso
(oito dias) e agita¢do (4 h a 200 rpm) para os extratos
aquosos. Em ambos os casos a temperatura de extra¢do
esteve entre 28-30 °C e os extratos apos filtrados foram
pesados para avaliacdo dos rendimentos, protegidos
da luz e armazenados em geladeira (4 °C). Os extratos
alcodlicos foram evaporados a secura e 0 extrato aquoso
foi liofilizado.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi verificada in
vitro, pelo método de difusdo em disco de papel (Bauer
et al.,, 1966). Os extratos foram testados frente aos
seguintes microrganismos que pertencem a colegdo de
microrganismos do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco: Staphylococcus
aureus UFPEDA O01; Bacillus subtilis UFPEDA 16;
Enterococcus faecalis UFPEDA 138; Micrococcus
luteus UFPEDA 06; Escherichia coli UFPEDA 224;
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39; Serratia
marcescens UFPEDA 398; Mycobacterium smegmatis
UFPEDA 71; Monilia sitophila UFPEDA 2083;
Candida albicans UFPEDA 1007. Os microrganismos
teste foram padronizados pela turvagdo equivalente ao
tubo 0,5 da escala de McFarland em solugdo fisiologica
(Barry, 1986; Koneman, 1997), correspondente a uma
concentragdo de aproximadamente 10’UFC/mL para
leveduras e fungos e 108UFC/mL para bactérias.

Sobre o meio inoculado, Mueller Hinton agar
(S. aureus, B. subtilis, M. luteus, E. coli, P. aeruiginosa
e S. marcescens), glicose extrato de levedura (FE.
faecalis e M. smegmatis) e Sabouraud (C. albicans e

Tabela 1. Rendimento do material botanico de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown.

. Rendimento
Material 1
Botdnico  Planta Fresca ~ Liona  Extrato EA EC EE EH EM
Seca Bruto
Raiz 290g 165¢g 39,67¢g 2,69¢g 2,57¢g 20,24¢ 1,76g 12,41g
Caule 1060g 475g 39,85¢g 3,28¢g 3,16g 6,86g 3,04¢g 23,51g
Folha 1225g 85¢g 15,61g 1,83g 1,79g 3,48¢g 1,13g 7,38¢g

EA = Extrato aceténico; EC = Extrato cloroférmico; EE = Extrato etan6lico; EH = Extrato hexanico; EM =

Extrato metanolico.
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana de extratos brutos das folhas de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown produzidos a partir da planta
seca (2000 pg/disco).

Extratos a 2.000pg/disco Padrdes
. . Kanamicina Cetoconazol
Microrganismos FH FE FM (30 pg/disco) (300 pg/disco)
Halos de inibigdo (mm)
S. aureus 12,0+0,0 10,3£1,1 11,3+2,1 28 -
M. luteus 20,7+0,6 24,0+1,0 25,0+0,0 34 -
B. subtilis 15,3%1,1 14,0+1,0 13,6+0,6 29 -
P. aeruginosa s.a. s.a. s.a. 20 -
M. smegmatis 13,5+1,0 13,5+1,0 13,6+1,1 40 -
E. faecalis s.a. s.a. s.a. 13 -
E. coli s.a. s.a. s.a. 15 -
S. marcescens s.a. s.a. s.a. 15 -
C. albicans s.a. s.a. s.a. - 24
M. sitophila s.a. s.a. 12,0+0,0 i} 22

FH: extrato hexanico da folhas; FE: extrato etandlico da folha; FM: extrato metandlico da folha. sa - sem atividade.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana de extratos brutos das raizes de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown produzidos a partir da planta
seca (2000 pg/disco).

Extratos a 2.000pg/disco Padrdes
) . Kanamicina Cetoconazol
Microrganismos RC RA RE (30 pg/disco) (300 pg/disco)
Halos de inibigdo (mm)
S. aureus 24,3+3,0 22,3+2.3 20,3+0,6 28 -
M. luteus 30,040,0 27,0+1,7 25,7+2.5 34 -
B. subtilis 23,340,6 23.3+0,6 22,0+1,0 29 -
P. aeruginosa s.a. s.a. s.a. 20 -
M. smegmatis 19,3+1,1 13,7+1,5 9,3+1,5 40 )
E. faecalis s.a. s.a. s.a. 13 -
E. coli s.a. s.a. s.a. 15 -
S. marcescens s.a. s.a. s.a. 15 -
C. albicans 23,0+1,0 15,6+0,6 12,8+0,6 - 24
M. sitophila 17,3£1,5 s.a. 15,0+0,0 ) 2

RC: extrato cloroformico da raiz; RA: extrato acetonico da raiz; RE: extrato etanolico da raiz.; sa - sem atividade.

Tabela 4. Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) em pg/mL para os extratos brutos de raiz e folha de Lippia alba
(Mill.) N. E. Brown frente aos microrganismos testes.

Extratos de planta seca (ng/mL)

Microrganismos

FH FE FM RC RA RE
S. aureus n.t. n.t. n.t. 500 250 1000
M. luteus 500 62,5 250 31,2 125 125
B. subtilis n.t. n.t. n.t. 31,2 250 250
M. smegmatis n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
C. albicans n.t. n.t. n.t. 2000 2000 n.t.
M. sitophila n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.

Extratos: FH, FE, FM - Folha hexano, etanol, metanol; RC, RA, RE - Raiz cloroférmio, acetona, etanol. nt - ndo testado.
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M. stophila), foram colocados discos de papel xarope
estéreis, de 6 mm de didmetro, embebidos com 10 uL. da
solucdo do extrato a 200.000 pg/mL. Apos a colocagdo
dos discos, as placas foram incubadas durante 24 h e 48
h a temperatura de 30 °C e 37 °C.

Todos os extratos brutos de L. alba foram
testados frente as bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, alcool-acido resistente, levedura e fungo
filamentoso. Os extratos que apresentaram boa
atividade antimicrobiana foram retestados em triplicata
e os diametros dos halos foram expressos pela média +
desvio padrdo dos resultados obtidos nas trés repetigoes.
Halos iguais e superiores a 10 mm foram considerados
significativos de atividade antibiotica (Awadh Ali
et al., 2001; Bakshu et al., 2001; Khan et al., 2001 ¢
Chowdhury et al., 2002; Ferronatto et al., 2007; Silva et
al., 2007; Nascimento et al., 2007).

Os antibidticos kanamicina e cetoconazol foram
utilizados no testes como padrdes, nas concentragdes de
30 pg/disco e 300 pg/disco, respectivamente.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada, para os extratos que exibiram melhores
atividades antibioticas, pelo método de diluigdes seriada
em meio so6lido (Carvalho et al. 2002). Aliquotas de
diferentes volumes (1,0, 0,5, 0,25, 0,125, 0,06 ¢ 0,03
mL) de uma solucdo a 20.000 pg/mL foram colocadas em
placa de Petri e homogeneizadas com 10 mL do meio de
cultura ideal para o crescimento de cada microrganismo.
Os microrganismos teste foram semeados, em estrias,
sobre a superficie do meio e as placas foram incubadas
a 37 °C e 30 °C por 24 h e 48 h. Valores de CIM iguais
ou superiores a 1000 pg/mL n3o foram considerados
satisfatorios (Holetz et al. 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O material botanico coletado (raiz, caule e
folha), apos a extragdo mostrou que a raiz de L. alba
teve o melhor rendimento de extratos brutos, em
relagdo ao caule e a folha. Considerando-se os solventes
utilizados nas extracdes das folhas e dos caules, extrato
metanodlico apresentou o melhor rendimento que os
extratos acetonico, cloroféormico, etanodlico e hexanico
e para as raizes o extrato etanolico apresentou o melhor
rendimento que os extratos acetdnico, cloroférmico,
metanolico e hexanico (Tabela 1).

Extratos hexanicos, etanolicos ¢ metandlicos
das folhas de L. alba apresentaram atividade frente a
S. aureus, M. luteus, B. subtilis, M. smegmatis ¢ M.
sitophila, sendo os melhores resultados observados para
os extratos hexanico, etandlico e metandlico frente a
M. luteus (20,7 + 0,6 mm, 24,0 = 1,0 mm e 25,0 + 0,0
mm respectivamente) e extrato metanodlico frente a M.
sitophila (12,0 = 0,0 mm) (Tabela 2).

Extratos cloroféormico, acetonico e etanolico
das raizes de L. alba foram ativos frente a S. aureus,
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M. luteus, B. subtilis, M. smegmatis, C. albicans e M.
sitophila sendo os melhores resultados observados para
os extratos cloroférmico, acetonico e etandlico frente a
S. aureus (24,3 £ 3,0 mm, 22,3 + 2,3 mm e 20,3 £ 0,6
mm respectivamente), M. luteus (30,0 + 0,0mm, 27,0 +
1,7 e 25,7 £ 2,5 mm respectivamente), B. subtilis (23,3
+ 0,6 mm, 23,3 £ 0,6 mm e 22,0 £ 1,0 respectivamente);
extratos cloroférmico e acetonico frente a C. albicans
(23,0 £ 1,0 mm e 15,6 = 0,6 mm respectivamente);
extratos cloroférmico e etandlico frente a M. sitophila
(17,3 £ 1,5 mm e 15,0 mm respectivamente). Nenhum
extrato mostrou atividade frente a E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa e S. marcescens (Tabela 3).

A atividade antimicrobiana de L. alba,
principalmente frente a bactérias Gram-positivas
verificada no presente estudo, havia sido constatada
para o 6leo essencial da espécie frente a B. subitilis e E.
faecalis (Alea et al., 1997), para os extratos etandlicos,
hidroalcoolicos das folhas a 80% e extratos etandlico
da raiz, frente a S. aureus (Caceres et al., 1991; Soares,
2001; Sena Filho et al., 2006). Nenhuma publicagdo
referiu agdo antimicrobiana de extratos brutos frente
a M. luteus, B. subtilis, C. albicans e M. sitophila,
sendo, portanto, estudo o primeiro a verificar a agdo de
extratos brutos da espécie para estes microrganismos.
A atividade antimicrobiana observada no nosso estudo
para extratos brutos de L. alba, demonstrou que nas
condi¢des de cultivo em que as plantas estdo sendo
mantidas, principios ativos com agdo antimicrobiana
estiveram presentes, sobretudo nas raizes, cujos extratos
brutos inibiram o crescimento de S. aureus, M. luteus,
B. subtilis, C. albicans e M. sitophila, com halos de
inibi¢do com didmetros proximos daqueles produzidos
pelos antibioticos padrdes para estes microrganismos.

As atividades antifingicas dos extratos
cloroférmico e acetdnico da raiz verificadas em nossos
estudos, confirmam os estudos de Santos (1996) e
Oliveira (2000) ¢ Rao et al. (2000), que comprovaram
a agdo antifungica para extratos brutos das folhas de L.
alba ¢ para seus Oleos essenciais.

A avaliag@o da concentragdo inibitéria minima
dos extratos das folhas e raizes de L. alba, mostraram
concentragdes inibitdrias entre 31,2 a 1000 pg/mL
para S. aureus ¢ B. subtilis (Tabela 4), diferindo dos
resultados mencionados por Holetz et al. (2002) e
Pessini et al. (2003), os quais encontraram valores de
CIM para extratos hidroalcodlicos das folhas e das
partes aéreas de L. alba superiores 1000 ug/mL frente a
estes microrganismos; diferindo também dos resultados
encontrados por Sena Filho et al. (2006) que observaram
valores para extratos etandlicos das raizes iguais e
superiores a 2 mg/mL frente a S. aureus.

A atividade antimicrobiana observada para os
extratos das raizes e das folhas de L. alba incentivam
novas pesquisas com substancias isoladas com o intuito
de estabelecer o constituinte ou os constituintes quimicos
responsaveis por tal atividade.
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