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Apresentação

A piscicultura intensiva vem crescendo a cada dia e por esse motivo 
têm sido mais frequentes os problemas e os prejuízos relacionados à 
sanidade.

As infecções por bactérias em peixes ou derivados são responsáveis 
por grandes perdas econômicas e podem causar danos à saúde 
humana, ao provocar doenças, por causa dos resíduos de antibióticos 
usados nas terapias dos cultivos. Consequentemente, os piscicultores 
vêm demandando, cada vez mais, pesquisas com a utilização de 
produtos alternativos para o controle das bacterioses. Tratamentos que 
possam substituir os produtos químicos e que não são nocivos à saúde 
humana e ao meio ambiente apresentam resultados promissores no 
controle de doenças bacterianas em peixes.

Assim, este documento apresenta protocolos para extração, análise da 
composição química e avaliação da atividade antimicrobiana de óleos 
essenciais frente à Aeromonas hydrophila.

Luiz Marcelo Brum Rossi
Chefe-Geral
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Introdução

As bacterioses são responsáveis por perdas econômicas na aquicultura 
mundial (AUSTIN, B.; AUSTIN, D., 2007). Entre as bactérias que 
acometem os peixes de água doce destacam-se Aeromonas hydrophila, 
Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae, responsáveis 
por surtos frequentemente registrados nas pisciculturas brasileiras 
(FIGUEIREDO; LEAL, 2008; PILARSKI et al., 2008; BARONY et al., 
2015; MARCUSO et al., 2015; SEBASTIÃO et al., 2015).

Em face dessa problemática, a avaliação de produtos alternativos, 
como os óleos essenciais de plantas bioativas, vem crescendo na 
aquicultura (HARIKRISHNAN et al., 2011; REVERTER et al., 2014; 
HASHIMOTO et al., 2016; MAJOLO et al., 2016), visando reduzir ou 
evitar a dependência de produtos químicos utilizados no tratamento 
dessas bacterioses e que geram impacto negativo nos peixes e no 
ambiente (CHAKRABORTY; HANCZ, 2011). 

Na avaliação da atividade antibacteriana de plantas bioativas, são 
empregados métodos de triagem qualitativos e quantitativos. Os 
métodos de difusão e os bioautográficos são considerados qualitativos, 
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pois apenas indicam se há ou não atividade antibacteriana; já 
nos métodos quantitativos, como os de microdiluição, em que se 
realizam diluições seriadas do produto natural, é possível determinar 
a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida 
mínima (CBM) (VALGAS, 2002).

Atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas é relatada para extratos e óleos essenciais das espécies 
Mentha piperita (hortelã-pimenta), Ocimum gratissimum (alfavaca-
cravo), Lippia alba (erva-cidreira), Lippia sidoides (alecrim-pimenta), 
Zingiber officinale (gengibre), entre outras plantas medicinais 
(BMIMICA-DUKIC et al., 2003; MATASYOH et al., 2007; SIVASOTHY 
et al., 2011; MAHBOUBI; KAZEMPOUR, 2014; SUTILI et al., 2014, 
2015; BASHIR et al., 2015). Entretanto, há a necessidade de avaliar 
a atividade antimicrobiana dessas plantas contra isolados de A. 
hydrophila, um patógeno oportunista de grande ocorrência na criação 
de peixes.

Este documento apresenta protocolos para extração, análise da 
composição química e avaliação da atividade antimicrobiana de 
óleos essenciais frente à A. hydrophila. Os protocolos descritos 
foram validados para os seguintes óleos essenciais: M. piperita, 
O. gratissimum, Z. officinale, L. alba, L. origanoides e L. sidoides. 
Contudo, neste documento, somente serão apresentados os resultados 
para as espécies de Lippia.

Plantas bioativas

A família Verbenaceae tem ocorrência em todo o Brasil, ocupa 
substrato rupícola e terrícola, é nativa do Brasil, mas não endêmica. 
Compreende arbusto, árvore, erva, liana/volúvel/trepadeira e subarbusto 
(SALIMENA et al., 2015). Segundo Salimena e Mulgura (2015), a 
família Verbenaceae reúne cerca de 32 gêneros e 480 espécies, com 
distribuição neotropical. O Brasil reúne a maior riqueza da família, com 
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16 gêneros e 290 espécies, sendo 191 endêmicas. Os gêneros mais 
representativos na flora brasileira são de Lippia L., com 88 espécies, 
sendo 68 endêmicas, e Stachytarpheta Vahl, representado por 81 
espécies, 75 endêmicas, ambos com maior riqueza nos cerrados e 
campos rupestres do Planalto Central e Cadeia do Espinhaço, localizada 
nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goiás. Os principais centros 
de diversidade específica das espécies de Lippia estão localizados no 
México e Brasil. 

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson
Conhecida popularmente como erva-cidreira, carmelitana (Figura 1), 
L. alba é uma espécie que apresenta como componentes majoritários 
do seu óleo essencial o geranial e neral, a carvona e o linalol 
(CUNHA et al., 2012; TAVARES et al., 2005). É um subarbusto 
aromático que ocorre praticamente em todas as regiões do Brasil. 
Tem grande importância na medicina popular do País, pois é usada 
principalmente como analgésico, anti-inflamatório, sedativo e 
antiespasmódico (LORENZI; MATOS, 2002). Seu óleo essencial possui 
atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus, Streptococcus 
mutans, Escherichia coli, Staphylococcus intermedis, entre outros 
microrganismos (OLIVEIRA et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2007). Em 
peixes, apresenta comprovada atividade anestésica, antiparasitária e 
antimicrobiana (CUNHA et al., 2010, 2011; TONI et al., 2014; SUTILI 
et al., 2015; SOARES et al., 2016).

Figura 1. Espécimes de Lippia alba.
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Figura 2. Espécimes de Lippia origanoides.

Lippia origanoides Kunth
L. origanoides é nativa da América Central e América do Sul (LORENZI; 
MATOS, 2002). No Brasil, esses arbustos, conhecidos popularmente 
como salva-de-marajó (Figura 2), têm ocorrência confirmada nas 
regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Essa espécie 
apresenta potencial antiparasitário e antimicrobiano, atribuído ao seu 
óleo essencial, rico em carvacrol, timol e γ-terpineno, com atividade 
contra Lactobacillus casei, S. mutans, Salmonella enteritidis, E. coli e A. 
hydrophila (OLIVEIRA et al., 2007; HENAO et al., 2010; BETANCOURT 
et al., 2012).
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Lippia sidoides Cham
Espécie própria da vegetação do Semiárido Nordestino, ocorre como 
uma arvoreta ou subarbusto densamente ramificado de até 2 m de 
altura, com tronco até 8 cm de diâmetro (MATOS; OLIVEIRA, 1998). 
Conhecida como alecrim-pimenta (Figura 3), apresenta em seu óleo 
essencial cerca de 60% de timol ou uma mistura de timol e carvacrol 
(SOUZA et al., 2007; QUEIROZ et al., 2014). Entre os microrganismos 
sensíveis ao óleo essencial de L. sidoides, destacam-se S. aureus, 
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumonie e Enterococcus 
faecalis (FABRI et al., 2011; VERAS et al., 2014). Em peixes, o óleo 
essencial de L. sidoides tem sido utilizado por apresentar atividades 
anestésicas e antimicrobianas (LORENZI; MATOS, 2002; SILVA et al., 
2013; TONI et al., 2014).
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Figura 3. Espécimes de Lippia sidoides.

Protocolos para extração e avaliação da 
composição química de óleos essenciais

Processo de extração do óleo essencial
O óleo essencial das espécies de Lippia foi extraído de folhas e 
inflorescências dessas plantas pelo processo de hidrodestilação, com 
o uso de aparelho tipo Clevenger. Em cada extração foram colocadas 
amostras de 500 g de folhas e inflorescências, se presentes, em balão 
de 12 L acoplado a uma manta aquecedora, adicionando-se água 
destilada até a imersão das folhas. Em seguida, a manta aquecedora 
foi ligada, e o processo, finalizado quando não mais observada 
nenhuma condensação do óleo. Ao final da extração, o óleo essencial 
foi separado em frascos de vidro, depois teve o peso registrado para 
avaliação do teor e, em seguida, armazenado sob refrigeração até o 
momento do uso (Figura 4).

Processo de análise da composição química dos óleos 
essenciais
Para avaliação da composição química dos óleos essenciais foi utilizado 
um cromatógrafo a gás Agilent (Palo Alto, EUA) 7890B equipado com 
coluna capilar HP-5 (5%-difenil-95%-dimetilsilicone, 30 m x 0,25 
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Figura 4. Processo de extração do óleo essencial: A) aparelho de Clevenger 
utilizado na extração; B) separação do óleo essencial; C) pesagem do óleo 
essencial obtido.

mm x 0,25 μm) (Figura 5A). A programação de temperatura do forno 
foi de 60 ºC a 240 ºC, a 3 ºC/minuto, usando-se hidrogênio como 
gás carreador (1,5 mL/minuto). Foi injetado 1,0 μL de uma solução 
1% do óleo essencial em diclorometano (Merck Millipore, Darmstadt, 
Alemanha) no modo com divisão de fluxo (1:100; injetor a 250 ºC). 
Os espectros de massa foram obtidos em um sistema Agilent 5975C 
operado no modo ionização eletrônica (EIMS) a 70 eV, acoplado a 
um cromatógrafo Agilent 7890A equipado com uma coluna HP-5 
MS (5%-difenil-95%-dimetilsilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) 
(Figura 5B), usando o mesmo procedimento de injeção e programa de 
temperatura como descrito acima. Hélio foi usado como gás carreador 
(1,0 mL/min). Os índices de retenção foram calculados a partir dos 
tempos de retenção dos componentes dos óleos e aqueles de uma série 
de n-alcanos (C7-C26). A identificação dos constituintes foi realizada 
por comparação dos espectros de massa obtidos com os dados de 
biblioteca espectral (Wiley 6th ed.) e pelos dos índices de retenção 
calculados e comparados com valores publicados (ADAMS, 2007).

A B C
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Figura 5. A) Cromatógrafo a gás (CG); B) sistema CG-EM.
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Protocolos para avaliação da atividade 
antibacteriana de óleos essenciais

Bioautografia Indireta (BI)

A bioautografia é uma técnica utilizada para avaliar qualitativamente 
a atividade antibacteriana de substâncias sintéticas ou naturais. Nos 
ensaios de BI, os inóculos foram preparados a partir de placas com 
evidência de crescimento bacteriano, neste caso de A. hydrophila, 
sendo então diluídas em solução de NaCl 0,85%, ajustada para escala 
de McFarland 0,5 e confirmado por leitura em espectrofotômetro em 
580 nm. As suspensões de células foram finalmente diluídas a 104 
unidades formadoras de colônia (UFC) mL-1.

Os óleos essenciais de L. alba, L. origanoides e L. sidoides (3 μL a 
10 mg mL-1), após a diluição em acetato de etila, foram aplicados 
em placas de sílica gel em duplicata. Uma mistura hexano:acetato de 
etila (85:15, v / v) foi usada como eluente. A revelação foi feita por 
exposição à luz ultravioleta e vapor de iodo, sendo esta última sem 
utilidade para o ensaio biológico. No ensaio, o cloranfenicol foi utilizado 
como controle positivo.

As suspensões de inóculos bacterianos preparadas como descrito acima 
foram então inoculadas por pour-plate em ágar Muller Hinton (1: 100). 
Uma alíquota de 0,5 mL de solução 1 mg mL-1 de cloreto de trifenil 
tetrazólio (TTC) foi adicionada como indicador de crescimento. O meio 

A B
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foi transferido para as placas de Petri, onde as placas de sílica foram 
previamente depositadas. Após homogeneização, as culturas foram 
incubadas a 37 ºC durante 24 horas.

A confirmação da atividade dos grupos de componentes separados 
foi comprovada por zonas de inibição reveladas após o período de 
incubação, sendo todas as etapas da BI ilustradas na Figura 6.

Aplicação da substância (óleo 
essencial, extrato, padrão) em 

placas de sílica gel.

Inoculação do meio de cultura. Sobreposição das placas.

Eluição das placas.
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Meio de cultura sendo vertido na 
placa de Petri.

Revelação da atividade antibacteriana com 
TTC.

Revelação em UV.

Revelação com vapor de iodo.

Figura 6. Sequência das etapas da técnica qualitativa de bioautografia indireta.
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Concentração Inibitória Mínima (CIM)
A Concentração Inibitória Mínima (CIM) é definida como a menor 
concentração do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento de um 
microrganismo. Essa determinação foi conduzida pelo método de 
microdiluição em caldo utilizando placas contendo 96 poços, conforme 
descrito pelo National Committee for Clinical and Laboratory Standards 
(M7-A6) (2003). 
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Para determinação, primeiramente a bactéria A. hydrophila (ATCC 
7966) foi cultivada em Caldo de Infusão de Cérebro e Coração (BHI, do 
inglês “Brain Heart Infusion”) a 35 ºC por 24 horas. Alíquotas de 200 
μL do inóculo padronizado a partir do BHI incubado diluído em solução 
salina estéril (107 UFC mL-1) foram transferidas para tubos de ensaio 
contendo 10 mL de Caldo Mueller Hinton (MHB, do inglês “Mueller 
Hinton Broth”).

Em cada placa foram aplicados os óleos essenciais de L. alba, L. 
origanoides ou L. sidoides nas concentrações testadas, bem como 
o antimicrobiano cloranfenicol (Flucka BioChemika, St. Gallen, 
Switzerland) e o diluente dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma, St. Louis, 
Missouri, USA), todos em triplicata. Também foram feitos controles 
negativos (meio sem adição de inóculo) e controles positivos (meio com 
adição de inóculo).

Antes de serem adicionados na microplaca, os óleos essenciais foram 
diluídos a partir de uma solução-estoque (0,2 g de óleo em 1 mL de 
DMSO, 200.000 μg mL-1 solução-estoque). Para essa diluição, foi 
adicionado 1 mL da solução-estoque em 4 mL de MHB contendo 
1% de DMSO, que resultou em uma solução com concentração de 
40.000 μg mL-1. Dessa solução, foram retirados 100 μL e adicionados 
em três poços da primeira linha. Ao final, obtiveram-se 200 μL nos 
poços da linha A (100 μL de meio inoculado + 100 μL dos óleos 
diluídos). Em seguida, foram realizadas as microdiluições, obtendo-se 
as concentrações finais de 20.000, 10.000, 5.000, 2.500, 1.250 e 
625 μg mL-1 para cada óleo essencial avaliado. O padrão de antibiótico 
utilizado para verificação da atividade antimicrobiana foi o cloranfenicol 
usado na concentração de 0,2 μg mL-1.

Em seguida, as placas foram fechadas e incubadas a 35 ºC por 24 
horas. Após o período de incubação, foi realizada a leitura das placas. 
O poço turvo representou crescimento bacteriano, e o poço límpido 
representou ausência de crescimento bacteriano. Na Figura 7, o poço 
assinalado em amarelo, onde não se observou crescimento (menor 
concentração), correspondeu ao valor de CIM.
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Figura 7. Determinação da Concentração Inibitória Mínima por microdiluição em 
placas de 96 poços.
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A confirmação do crescimento bacteriano nos poços foi realizada por 
meio da aplicação da solução aquosa estéril de TTC 0,5%, revelada 
pelo aparecimento de uma coloração avermelhada. Todos os testes 
foram realizados em triplicata.

Concentração Bactericida Mínima (CBM)
A Concentração Bactericida Mínima (CBM) representa a quantidade 
mínima de um antimicrobiano para inviabilizar a célula microbiana, ou 
seja, provocar danos irreversíveis à bactéria. Quando os valores da 
CBM são comparados com a CIM, pode-se avaliar se o composto é 
bacteriostático ou bactericida.

Para essa determinação foram realizadas semeaduras em placas de 
Petri contendo o meio de cultura Ágar Mueller Hinton (MHA) a partir de 
todos os poços onde não houve revelação de crescimento bacteriano. 
Essas placas foram incubadas a 35 ºC por 24 horas.

Após o período de incubação foi feita a leitura das placas, sendo 
que a CBM foi correspondente à menor concentração onde não foi 
evidenciado crescimento bacteriano em placas (Figura 8). Os testes 
foram realizados em triplicata.
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Figura 8. Determinação da Concentração 
Bactericida Mínima.
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Composição química e atividade 
antibacteriana de espécies de Lippia

Os resultados da análise da composição química do óleo essencial de L. 
alba, L. origanoides e L. sidoides são apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Compostos majoritários dos óleos essenciais de L. alba, L. 
origanoides e L. sidoides.

Componentes
Composição em %

L. alba L. origanoides L. sidoides
α-tujeno - 1,2 -
Mirceno 2,0 2,4 1,1

α-terpineno - 1,1 -
p-cimeno - 13,3 6,3
γ-terpineno - 4,5 2,0

Linalol 1,5 2,8 -
4-terpineol 1,2 - 1,0
Umbelulona - 1,1 -

Neral 16,6 - -
Geranial 25,4 - -
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Componentes
Composição em %

L. alba L. origanoides L. sidoides
Timol metil éter - - 1,0

Timol - 9,9 76,6
Carvacrol - 49,7 -
β-elemeno 2,0 - -
β-cariofileno 6,6 6,6 5,0
β-selineno 1,3 - -
δ-cadineno 1,2 - -

Óxido de cariofileno 16,0 1,0 -
Epóxido de humuleno II 1,1 - -

Tabela 1. Continuação.

O rendimento de extração dos óleos essenciais avaliados foi de 0,30% 
para L. alba, 2,70% para L. origanoides e 4,36% para L. sidoides. Os 
componentes majoritários do óleo de L. alba foram o geranial (25,4%) e 
o neral (16,6%), sendo identificados 47 constituintes, o que representa 
cerca de 89,1% do óleo essencial. L. origanoides apresentou como 
constituintes majoritários o carvacrol (49,7%) e o p-cimeno (13,3%), 
sendo identificados 18 constituintes, representando 92,7% do óleo. O 
óleo de L. sidoides apresentou elevado percentual de timol (76,6%) e 
p-cimeno (6,3%), sendo identificados 21 constituintes, representando 
98,6% do óleo essencial.

Destaca-se que a variação no teor e na composição dos óleos 
essenciais de diferentes espécies de plantas bioativas pode ser 
decorrente da parte da planta utilizada para extração, processo 
de extração, colheita, ambiente e solos diferenciados (LORENZI; 
MATOS, 2002; SOARES; TAVARES-DIAS, 2013). Além disso, uma 
característica do gênero Lippia é que o perfil químico do óleo essencial 
está sob controle genético, como já observado para as plantas 
selvagens e cultivadas de L. integrifolia (MARCIAL et al., 2016).
A bioautografia revelada apresentou, para os óleos essenciais de L. 
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alba, L. origanoides e L. sidoides, apenas uma grande zona central de 
inibição de igual posição revelada pelo iodo e UV (Figura 9). Observou-
se também que o solvente não exerceu nenhum efeito de inibição sobre 
o microrganismo (Figura 9).

Solvente L. alba

L. origanoides L. sidoides

Figura 9. A) Revelação do crescimento bacteriano com TTC e zona de inibição 
(bioautografia) com emprego do solvente; B) óleo essencial de Lippia alba; C) 
Lippia origanoides; D) Lippia sidoides.

A B

C D
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Pela técnica de microdiluição em caldo confirmou-se que os óleos 
essenciais de L. alba, L. origanoides e L. sidoides foram capazes 
de inibir o crescimento de A. hydrophila. Os valores de CIM e CBM 
variaram de 1.250 a 5.000 µg mL-1 (Tabela 2).

Os óleos essenciais das espécies de Lippia apresentaram atividade 
bacteriostática (CIM) e bactericida (CBM) contra A. hydrophila. 
Contudo, o óleo essencial de L. sidoides apresentou melhor resposta na 
atividade antibacteriana quando comparado a L. alba (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de L. alba, L. 
origanoides e L. sidoides.

Planta CIM (µg mL-1) CBM (µg mL-1)
Lippia alba 5.000a 5.000a

Lippia origanoides 2.500ab 2.500ab

Lippia sidoides 1.250b 1.250b

As médias de cada coluna seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade. 

CIM – Concentração Inibitória Mínima; CBM – Concentração Bactericida Mínima.

Em estudo realizado por Sutili et al. (2015), o óleo essencial de L. alba 
também demonstrou atividade bacteriostática e bactericida contra A. 
hydrophila, sendo que a CIM encontrada foi de 2.862 μg mL-1 enquanto 
a CBM foi de 5.998 μg mL-1. Similarmente, atividade antibacteriana 
para diferentes espécies de Lippia (L. origanoides, L. aff. gracillis 
e L. grandis) contra bactérias gram-negativas e gram-positivas foi 
relatada, sendo mais pronunciada a atividade para gram-positivas, o 
que é explicado pela diferença na composição da membrana desses 
microrganismos (HENAO et al., 2010; PESSOA et al., 2005; SARRAZIN 
et al., 2012). Para L. sidoides foi observada atividade antibacteriana 
dessa planta contra S. aureus (SILVA et al., 2010), de forma similar 
aos resultados observados neste estudo com A. hydrophila, o que 
pode estar relacionado ao alto percentual de timol (76,6%) nesse óleo 
essencial.
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Neste estudo, foi evidenciado que os compostos majoritários 
identificados nos óleos essenciais foram: geranial (25,4%), neral 
(16,6%) e óxido de cariofileno (16,0%) para L. alba; carvacrol (49,7%), 
p-cimeno (13,3%) e timol (9,9%) para L. origanoides; e timol (76,6%), 
p-cimeno (6,3%) e β-cariofileno (5,0%) para L. sidoides. Para esses 
óleos essenciais foi confirmada atividade antibacteriana contra A. 
hydrophila, indicando efeito inibitório mais pronunciado para o óleo 
essencial de L. sidoides. Estudos adicionais devem ser realizados com 
o isolamento dos compostos bioativos desse óleo visando avaliar o 
efeito individual ou sinérgico desses componentes antes da avaliação 
da eficácia in vivo em peixes cultivados, como método alternativo para 
o controle de patógenos na aquicultura.
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