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Resumo

Neste trabalho, foi avaliado o potencial antimicrobiano do éleo
essencial da erva-cidreira (Lippia alba). Para estabelecer esse potencial,
foram utilizadas seis espécies bacterianas relacionadas a deterioracao
e doencas transmitidas por alimentos (DTA): Listeria monocytogenes,
L. innocua, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella choleraesuis. Os métodos de difusdo em
agar e microdiluicdo em caldo foram empregados para determinar a
atividade antimicrobiana e concentracao inibitéria minima (CIM) para
cada espécie. Os resultados mostraram que o 6leo essencial avaliado
inibiu o crescimento de todas as espécies bacterianas, Gram-positivas
e Gram-negativas, sendo as primeiras as mais sensiveis ao 6leo. O
diametro do halo de inibicdo variou de 15,5 mm a 7,0 mm e a CIM
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variou de 0,29 mg/mL a 9,37 mg/mL. Os resultados demonstram
que o 6leo essencial da erva-cidreira apresenta grande potencial como
agente antimicrobiano natural.

Termos para indexacao: Lippia alba, acao antibacteriana, patégenos e
deteriorantes.



Antimicrobial Activity of
Lemon Balm Essential Oil

Abstract

In this work, it was evaluated the antimicrobial potential of essential
oil of lemongrass (Lippia alba). To establish this potential, six
bacterial species related to spoilage and foodborne disease, Listeria
monocytogenes, L. innocua, Staphylococcus aureus, Escherichia coll,
Pseudomonas aeruginosa and Salmonella choleraesuis, were used.
The methods of agar diffusion and broth microdilution were employed
to determine the antimicrobial activity and minimum inhibitory
concentration (MIC) for each species. The results showed that the
essential oil evaluated inhibited the growth of all bacterial species,
Gram-positive and Gram-negative, the former being more sensitive to
oil. The diameter of inhibition zone ranged from 15.5 mm to 7.0 mm
and the MIC varied between 0.29 mg/mL to 9.37 mg/mL. The results
showed that the evaluated essential oil present high potential as
natural preservative.

Index terms: Lippia alba, antibacterial action, pathogens and spoilage.
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Introducao

A necessidade de garantir a seguranca alimentar e, ao mesmo tempo,
atender as demandas para conservacao de atributos nutricionais e de
qualidade tém impulsionado a pesquisa para o desenvolvimento de
métodos alternativos na conservacao de alimentos. Essas demandas
crescentes abrem novas perspectivas para o uso de conservantes
naturais derivados de plantas, animais ou microrganismos (TIWARI et
al., 2009).

Originalmente, as ervas e especiarias foram utilizadas para mudar ou
melhorar o sabor dos alimentos. Entretanto, produtos do metabolismo
secundario das plantas, como os 6leos essenciais, desempenham
naturalmente importante papel na protecao de plantas contra agentes
infecciosos (BAKKALI et al., 2008). Muitos dos constituintes desses
6leos sdao conhecidos por retardar ou inibir o crescimento de bactérias,
fungos, virus e insetos (BURT; REINDERS, 2003; CHORIANOPOULOS
et al., 2008).

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) é uma planta nativa da
América do Sul, conhecida popularmente como erva-cidreira. Folhas e
raizes da planta sao utilizadas na medicina popular sob diversas formas
no tratamento de doencas gdstricas, antipiréticas, como analgésico

e sedativo (HEINZMANN; BARROS, 2007). Dentre os metabdlitos
secundarios descritos para essa espécie, destaca-se o 6leo essencial,
cujos constituintes sdo mono e sesquiterpenos (PASCUAL et al.,
2001). Extratos etandlicos de suas folhas sdo citados com atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (SENA FILHO et al.,
2006) e diferentes microrganismos (AGUIAR et al., 2008), enquanto
o Oleo essencial foi citado com atividade sobre Bacillus subitilis,
Enterococcus faecalis (ALEA et al., 1997), Candida albicans (DUARTE
et al., 2005), C. parapsilosis, C. krusei, Aspergillus flavus e A.
fumigatus (MESA-ARANGO et al. 2009).

Por serem desprovidas de acdes téxicas, as infusdes de erva-cidreira
podem ser consumidas em altas dosagens (MATOS, 1998), e o
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seu 6leo essencial é promissor para o controle de microrganismos
indesejaveis em alimentos (TAVARES et al., 2005).

Com base nisso, o presente estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial L. alba sobre
bactérias deteriorantes e patogénicas veiculadas por alimentos.

Material e Métodos

Material vegetal

Amostras de folhas de Lippia alba (MILL.) N. E. Brown (Verbenaceae)
foram obtidas de plantas matrizes do Campo Experimental da Embrapa
Agroindustria Tropical, localizado no Municipio de Paraipaba, CE.
Parte da matéria-prima foi submetida a desidratacdo em secador de
bandejas com circulacao de ar, a temperaturas de 30 °C, por 24 horas
(BARBOSA; BARBOSA, 2006).

Extracdo do dleo essencial

O material vegetal, constituido de folhas frescas e secas, foi submetido
a hidrodestilagao por 4 horas, utilizando um aparelho do tipo Clevenger.
O dleo essencial separado por centrifugacao foi submetido a secagem
com Na,SO,, e o seu volume foi determinado em tubo de centrifuga
graduado. O dleo obtido foi transferido para frascos de vidro ambar
com tampa rosqueada e armazenado sob refrigeracao até o momento
das andlises (CRAVEIRO et al., 1976).

Microrganismos

As espécies bacterianas usadas neste estudo foram Escherichia coli
ATCC 10536, Listeria innocua ATCC 19115, Listeria monocytogenes
ATCC 33090, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 e Staphylococcus aureus ATCC 6538P.
Todas as espécies foram mantidas a -80 °C em caldo infusdo de
cérebro e coracdo (BHI) contendo 20% de glicerol. As culturas de
trabalho foram preparadas pelo subcultivo de 100 uL de cada cultura
estoque em 9 mL de caldo BHI (Merck) e incubadas a 35 °C até
atingirem fase exponencial de crescimento (12 horas). Apds esse
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periodo, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em solucéao
salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma turbidez comparavel a do
tubo 0,5 da escala de McFarland (Biomerieux Inc.), o que resulta em
uma suspensdo microbiana contendo aproximadamente 108 UFC/mL.

Determinacao da atividade antimicrobiana

Para a avaliacado da atividade antimicrobiana, foi utilizado o método

de difusdo em &gar descrito pelo NCCLS (NATIONAL..., 2003a), com
modificacdes. Suspensdes microbianas foram semeadas na superficie
de agar Mueller-Hinton (Difco). Com um perfurador estéril, foram feitos
pocos de 5 mm de didmetro interno, aos quais foram adicionados

25 uL do dleo essencial de L. alba de folhas frescas e secas, em
concentracoes binérias variando de 375 mg/mL a 2,93 mg/mL e 427,4
mg/mL a 3,3 mg/mL respectivamente, preparadas em Tween 80

1%. As placas inoculadas foram mantidas em temperatura ambiente
durante 30 minutos, para permitir a difusdo do 6leo e, posteriormente,
incubadas a 35 °C/18 horas. A atividade antimicrobiana foi avaliada
pela medida do didmetro dos halos de inibicdo do crescimento
microbiano em torno dos pocos. Halos com didmetros iguais ou
superiores a 7 mm foram considerados indicativos de sensibilidade
bacteriana ao 6leo. Solucdes estéreis de Tween 80 (VETEC) 1% e

1,2 mg/mL de amicacina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
foram usadas como controles negativo e positivo do experimento,
respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
A CIM do éleo essencial de L. alba para as cepas bacterianas

foi determinada pelo método da microdiluicdo em caldo de

cultura (NATIONAL..., 2003b), com modificacdes. Suspensodes
bacterianas com densidade celular ajustada para 108 UFC/mL,

como descrito anteriormente, foram diluidas em caldo BHI estéril,

para aproximadamente 106 UFC/mL. Aos pocos-teste, de placas de
microdiluicdo com 96 pocgos, foram adicionados 80 uL das suspensées
microbianas, 100 yL de caldo BHI (Merck) e 20 uL de diluicdes
binarias do 6leo de folhas frescas e secas. Nos pocos-controle, foram
adicionados 80 uL das suspensdes microbianas, 100 uyL de caldo BHI
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e 20 uL de solucédo estéril de amicacina 1,2 mg/mL ou de Tween 80
1%. A inspecdao visual do crescimento microbiano foi realizada apds
incubacao a 35 °C durante 24 horas. A menor concentracdo do 6leo na
qual nao foi evidenciado crescimento microbiano foi determinada como
CIM.

Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Baron et al. (1994). Com auxilio de pipetas bacteriolégicas, foram
retiradas aliquotas de 50 uL dos pocos que nao apresentaram

turvacao visivel nas microplacas usadas na determinacéo da CIM;
essas aliquotas foram semeadas na superficie de agar Plate-Count
(Merck). Apés 24 horas a 35 °C, foi realizada a contagem das coldnias
crescidas sobre a superficie do meio. A concentracao do éleo capaz

de determinar um crescimento microbiano inferior a 0,1% do indculo
inicial foi considerada como a CBM. Todos os ensaios foram realizados
em duplicata.

Andlises estatisticas
Os resultados foram avaliados por analise de variancia e teste de Tukey
a 5% de significancia (SAS, 2001)

Resultados e Discussao

Atividade antimicrobiana

Os ¢6leos essenciais provenientes de folhas frescas e secas de L. alba
apresentaram atividade antimicrobiana em todas as concentracdes
testadas com um largo espectro de acao, inibindo o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo mais eficiente contra
as primeiras (Tabela 1). S. aureus foi a espécie mais sensivel a acao

do 6leo, tendo o crescimento inibido nas concentragcdes de 23,4 mg/
mL e 26,7 mg/mL dos 6leos essenciais provenientes de folhas frescas
e secas, respectivamente. O 6éleo essencial de folhas frescas mostrou-
se mais eficiente do que o proveniente de folhas secas contra espécies
bacterianas testadas, exceto para L. innocua.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos dleos essenciais de folhas frescas e
secas de Lippia alba.

Folhas frescas Folhas secas Controle (Amicacina)
e Diametro HI el Didmetro HI il Diametro HI Tl

(mm)* (mm)™ (mm)"
S. auerus 15507 234 140+14 267 350=+00 1,2
L. monocytogenes 9,0 + 1,4 46,9 8000 534 350=+00 1,2
L. innocua 105+0,7 469 130+14 534 350=+00 1,2
E. coli 10,5 + 0,7 188 90+14 2147 30,0+0,0 1,2
P. aeruginosa 8,0 +0,0 188 70+00 4275 30,0+0,0 1,2

S. choleraesuis 90x00 375 90+14 4275 30,0+00 1,2

Média + desvio padrdo (o) dos halos de inibicdo de crescimento (mm) de dois ensaios;
didmetro do poco: 5 mm; volume do éleo essencial aplicado em cada pogo: 25 uL;
controle negativo: tween 80 1%.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM)

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de folhas frescas e secas
de L. alba foi confirmada pelos valores da CIM e CBM (=< 1,33 mg/mL)
observados contra quatro das seis espécies bacterianas testadas,
sendo mais eficiente contra S. aureus, L. monocytogenes, L. innocua
e E. coli, importantes espécies patogénicas e indicadoras de qualidade
em alimentos (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdes inibitéria (CIM) e Bactericida (CBM) minimas dos éleos
essenciais de folhas frescas e secas de L. alba.

i . Folhas frescas Folhas secas
ICTOrganISmo. o mgiml)  CBM (mg/ml)  CIM (mgiml) _ CBM (mgimL)

S. aureus 0,29 0,29 0,33 0,33
L. monacytogenes 0,58 0,58 1,33 1,33
L. innocua 0,58 1,17 1,33 1,33
E. coli 1,17 1,17 1,33 1,33
S. choleraesuis 9,37 9,37 5,34 5,34
P. areuginosa 9,37 9,37 5,34 5,34

Controles de experimento: Amicacina 1,2 mg/mL; Tween 80 1% — sem atividade.
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Alguns estudos tém mostrado aplicacdes bem sucedidas dos 6leos
essenciais e seus compostos, isolados ou em combinacdes com outros
métodos de conservacao, na reducao e no controle de microrganismos
patogénicos e deterioradores de alimentos (MAHMOUD et al., 2006;
MARTINEZ-ROMERO et al., 2007; GUTIERREZ et al., 2008). Neste
estudo, os resultados obtidos pelo método de difusdo em agar
mostraram que o 6leo essencial de L. alba tem atividade antimicrobiana
contra todas as espécies bacterianas testadas com diferentes
intensidades. Os baixos valores das CIM e CBM (=<0,58) confirmam

a forte atividade especialmente contra as espécies Gram-positivas.
Tavares et al. (2005) associaram essa atividade a presenca de E-citral,
neral, d-limoneno, germacreno D no éleo, que tém consideravel
atividade antimicrobiana tanto contra bactérias Gram-positivas como
contra bactérias Gram-negativas.

Segundo Heinzmann e Barros (2007), uma das espécies de plantas
nativas promitentes ao desenvolvimento de um novo farmaco é, sem
duvida, Lippia alba. Com essa espécie tém sido realizados vérios
estudos pré-clinicos, evidenciando varias das atividades relacionadas
ao seu uso popular. Paralelamente, uma série de trabalhos realizados
comprovou a eficacia do 6leo essencial e extratos dessa espécie, no
controle do crescimento de microrganismos comumente envolvidos na
deterioracdo e em doencgas veiculadas por alimentos. Com base nos
resultados obtidos neste trabalho e nos demais citados da literatura,
é possivel evidenciar que a espécie L. alba também é promissora ao
desenvolvimento de novo conservante.

Conclusoes

A acédo do 6leo essencial de L. alba sobre diferentes microrganismos
deteriorantes e patogénicos mostra seu grande potencial como agente
antimicrobiano natural para conservacao de alimentos. Contudo, a
exemplo de outras espécies nativas, L. alba necessita de um maior
numero de estudos para poder gerar um conservante cientificamente
validado para garantir eficadcia, seguranca e qualidade dos alimentos.
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