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RESUMO: Os 6leos essenciais possuem conhecida atividade antimicrobia-
na e esta atividade ¢ influenciada pelas diferencas de composi¢do quimica
geradas por variagdes genéticas, ambientais e sazonais. A Aloysia triphylla,
popularmente conhecida como erva-luisa, € uma erva adstringente e aroma-
tica, rica em o6leo volatil, que age como sedativo brando, reduzindo febres
e aliviando espasmos especialmente os do sistema digestivo. Neste sentido,
este trabalho teve como objetivo determinar a composi¢ao quimica e atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de A. triphylla coletada no municipio de
Erechim, RS. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo e analisado por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. As atividades antibacterianas
foram realizadas pelo método de difusdo em discos de papel. O rendimento
do oleo essencial foi de 5% em 1 hora de extracdo. Foram identificados 27
componentes, totalizando 99% de compostos identificados. Os componentes
majoritarios encontrados foram o limoneno (20,22%), neral (18,29%), geranial
(14,12%) e 6xido de cariofileno (12,29%), correspondendo a 65% da composi¢ao
quimica total. O 6leo essencial mostrou atividade antimicrobiana para todos
os micro-organismos testados (Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus,
Sarcina sp., Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella cho-
leraesuis e Enterobacter cloacae). A maior atividade antimicrobiana do 6leo
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essencial sobre as bactérias testadas foi observada sobre S. aureus (38,3 mm
de halo); a menor atividade foi constatada sobre as bactérias S. choleraesuis
(10,1 mm de halo) e Sarcina sp. (9,3 mm de halo). Constatou-se um efeito
positivo de aumento de dose de 6leo essencial em relagdo ao tamanho do halo
e uma tendéncia de maior efeito sobre bactérias Gram-positivas em relagdo
a Gram-negativas.

Palavras-chave: Oleo essencial. Aloysia triphylla. Caracterizagio quimica.
Atividade antimicrobiana.

ABSTRACT: Essential oils are known for their antimicrobial activity and
this is influenced by differences in chemical composition generated by gene-
tic, environmental and seasonal variations. The Aloysia triphylla popularly
known as yerba luisa is an astringent and aromatic herb, rich in volatile oil,
which acts as a mild sedative, reducing fevers and relieving spasms especially
of the digestive system. Thus, this study aimed to determine the chemical
composition and antimicrobial activity of essential oil of 4. triphylla collected
in the municipality of Erechim, RS. The essential oil was obtained by hydro-
distillation and analyzed by gas chromatography and mass spectrometry. The
antibacterial activities were performed by using disk diffusion paper. The yield
of essential oil was 5% in 1 hour of extraction. 27 were identified components
totaling 99% of the identified compounds. The major components were found
limonene (20.22%), neral (18.29%), geranial (14.12%) and caryophyllene
oxide (12.29%) corresponding to 65% of the total composition. The essential
oil showed antimicrobial activity against all tested microorganisms (Entero-
coccus faecalis, Micrococcus luteus, Sarcina sp., Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Proteus vulgaris, Salmonella choleraesuis and Enterobacter cloacae).
The highest antimicrobial activity of essential oil on the bacteria tested was
observed on S. aureus (38.3 mm of halo), the lowest activity was observed
on bacteria S. choleraesuis (10.1 mm halo) and Sarcina sp. (9.3 mm halo).
It was found a positive effect of increasing dose of essential oil in relation to
the size of the halo and a trend toward greater effect on Gram-positive against
Gram negative bacteria.

Keywords: Essential oil. Aloysia triphylla. Chemical characterization. An-
timicrobial activity.

trazida pelos espanhdis que a cultivavam por

Introducgao

Os primeiros relatos de ocorréncia da
erva-luisa foram na América do Sul e sua
origem €, provavelmente, do Chile. Cita-se
que Aloysia triphylla (L"Hér.) Britton (Ver-
benaceae) chegou a Europa no século XVIII,
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causa de seu 6leo perfumado (KALEMBA;
KUNICKA, 2003).

Em regides como o norte da Africa, prin-
cipalmente Marrocos e Sudeste da Europa,
¢ largamente cultivada e utilizada na forma
de chas, principalmente para fins medicinais
(KALEMBA; KUNICKA, 2003). E uma erva
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adstringente e aromatica, rica em 6leo volatil,
que age como sedativo brando. Suas folhas
sdo empregadas contra resfriados febris,
como estimulante, tdnico, antiespasmodico,
carminativo, eupéptico e calmante. Em aro-
materapia, ¢ empregada contra problemas
nervosos e digestivos e para acnes. Também
¢ usada para tratamento de melancolia,
afecgOes do coragdo e histeria (LORENZI;
MATOS, 2002; CALZADA et al., 2010).

Suas folhas retém muito bem seu aro-
ma de citral, mesmo depois da secagem,
tornando-se um componente indispensavel
nos “potpourris” muito empregados para
aromatizar residéncias na Europa (LOREN-
Z1; MATOS, 2002). Além do seu uso como
perfume, o citral é empregado na sintese de
ionona (perfume da violeta), beta-caroteno
e vitamina A (CZEPAK; CRUCIOL, 2003).

Seu 6leo essencial possui acao bacterici-
da conhecida sobre determinadas bactérias
(OLIVA et al., 2010; ROJAS et al., 2010).

A composi¢do do 6leo essencial de A.
triphylla tem sido estudada em diversos
paises, ¢ a maioria dos trabalhos relatam
como compostos majoritarios o citral (neral
+ geranial) e limoneno (SARTORATTO et
al., 2004, GOMES et al., 2006; ARGYRO-
POULOU etal., 2007; DIAZ et al., 2007; DI
LEO LIRA et al., 2008). Um trabalho reali-
zado no Marrocos relata 1,8-cineol e citral
(BELLAKHDAR; LDRISSI, 1994), outro na
Argentina indica a mircenona e alfa-tujona
(ZYGADLDO et al., 1994) e um estudo feito
na Colémbia mostra citral (neral + geranial),
nerol e geraniol como componentes mais
abundantes (JARAMILLO et al., 2003).

A composi¢ao quimica dos 6leos essen-
ciais ¢ influenciada por diferengas genéticas,
ambientais, sazonais, de cultivo e de pro-
cessamento pos-cultivo (GIL et al., 2007;
HUSSAIN et al., 2008). Estas diferengas na
composi¢do quimica também influenciam nas
propriedades antimicrobianas, uma vez que
estes fatores contribuem tanto no perfil como
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nas concentragdes relativas dos compostos
ativos (DELAQUIS et al., 2002).

Neste sentido, e devido ao potencial para
utilizacdo do 6leo essencial como agente
antimicrobiano sobre determinadas bactérias
importantes, tanto na area cosmética/farma-
cologica como na area de higienizagdo, o
presente trabalho tem por objetivo determinar
a composi¢do quimica e a atividade antimi-
crobiana do o6leo essencial de erva-luisa (4.
triphylla) coletada no municipio de Erechim,
RS, Brasil.

Material e métodos

Coleta do material vegetal

As amostras foliares de A. triphylla fo-
ram coletadas no inverno (julho), de plantas
adultas em plena floragdo, no municipio de
Erechim, RS. Uma excicata desta espécie
foi identificada e depositada no Herbario
Padre Balduino Rambo da Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missoes (URI-Campus Erechim, RS, Bra-
sil) sob numero 10.409. As amostras foram
desidratadas em estufa de ar for¢cado (Fanem
Mod. 320 SE) a 25 £ 1 °C até atingirem peso
constante. Posteriormente, as mesmas foram
moidas em moinho de facas (Marconi Mod.
MA 340), homogeneizadas e armazenadas
em recipiente de vidro sob protegdo da luz.

Extracao

A extragdo do 6leo essencial foi feita
usando as folhas desidratadas de 4. triphylia
através do processo de hidrodestilacdo em
aparelho tipo Clevenger. A curva do rendi-
mento de extragdo foi estabelecida com de-
terminacdes de volume de 6leo obtido a cada
5 minutos lidos diretamente do equipamento
até a estabilizagdo do volume. Os tragos re-
siduais de agua presente nas amostras foram
retirados usando Na,SO, anidro.
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Analise cromatografica

A andlise da composi¢do quimica do
6leo essencial de A. triphylla foi realizada
por Cromatografia Gasosa e Espectrometria
de Massas CG-EM (Shimadzu, Modelo QP
5050A). Foi empregada uma coluna capilar
DB-5 (30 m x 0,25 mm de didmetro x 0,25
um de espessura do filme); vazao do gas de
arraste (hélio) de 0,8 mL/min; detector de
massas em 1,0 Kv; Modo split (1:20); injetor
a 280 °C a interface em 300 °C. Programagao
da temperatura inicial 50 °C (3 min); primeira
rampa de aquecimento: 4 °C/min até 300 °C
e um tempo de corte do solvente de 4 min.
Os picos dos compostos foram integrados de
modo manual e comparados com a literatura
e o banco de dados (Wiley). Os compostos
estao apresentados na Tabela I e sdo listados
em ordem de aumento do tempo de retengdo
(TR).

Atividade antimicrobiana

Para a realizagdo dos testes antimicrobia-
nos, foi utilizada a metodologia de difusao
em placas. Foram selecionados 10 micro-
organismos para a analise da atividade anti-
microbiana, sendo essas bactérias Gram-po-
sitivas (Enterococcus faecalis, Micrococcus
luteus, Sarcina sp., Staphylococcus aureus,
S. epidermidis, Listeria monocytogenes) e
Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella
choleraesuis, Enterobacter cloacae) (Tabela
II), crescidas em meio Mueller e Hinton
(Merck) por 24 horas a 36 + 1 °C.

Os o6leos foram impregnados em discos
de papel Whatmann n° 3 (com 7 mm de
diametro), ¢ os testes foram realizados em
placas de Petri com meio de cultura Agar
Miieller-Hinton. As culturas bacterianas
foram inoculadas na superficie do dgar com
auxilio da al¢a de Drigalski estéril. O in6-

56

culo constou de 100 pL de uma suspensao
bacteriana (108 UFC/mL). Em cada placa foi
depositado um disco de controle negativo
(branco) e outros trés discos com 10 ou 20
uL de dleo essencial. Apos a incubagdo das
placas a 36 £ 1 °C durante 24 horas, foram
medidos os diametros dos halos de inibi¢ao
de crescimento das bactérias, incluindo o
diametro do disco de papel, com o auxilio
de um paquimetro.

Os resultados foram expressos em mm
pela média aritmética dos valores dos halos
obtidos nas trés repeti¢des, avaliados por
analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey com
nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Resultados e discussao

No processo de extragdo por hidrodesti-
lagdo das folhas desidratadas de A. triphylla
empregou-se um tempo de 60 minutos, obten-
do-se um rendimento final de 6leo essencial
de 5 mL/100g de folha seca com 55 minutos
de extracdo. Observou-se uma alta taxa de
extracao até¢ 10 minutos (3 mL/100g de folha
seca) e posteriormente um menor incremento
de extracdo (Figura 1), com comportamento
linear até 55 minutos.

Randisenta [mlL/ 100g falha]

Tamga |minstes)]

Figura 1 - Curva de rendimento de extragdo do dleo essen-
cial de Aloysia triphylla.
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Composigao quimica: analise
cromatografica

A caracteriza¢do quimica do 6leo essen-
cial de A. triphylla permitiu identificar 27
compostos. O perfil cromatografico pode ser
observado na Figura 2.
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Figura 2 - Perfil cromatografico do 6leo essencial de erva-
luiza (Aloysia triphylla).

A Tabela 1 apresenta a composicao qui-
mica do dleo essencial de erva-luisa. Pode-se
observar que componentes majoritarios sao
o limoneno (20,22 %) seguido pelo neral
(18,29%) e geranial (14,12%) o que correspon-
de a cerca de 52,6 % da composi¢do quimica
total. Além disso, foram encontrados dois
compostos que possuem atividade antimi-
crobiana comprovada, o 6xido de cariofileno
(12,29%) e o espatulenol (6,02%)

Estes resultados diferem parcialmente
dos citados por Lorenzi; Matos (2002), que
apresentam como principais constituintes
do d6leo essencial de 4. triphylla o geranial
(29,54%), neral (27,01%), limoneno (15,93%),
geranil acetato (4,0%) e geraniol (3,96%). A

Tabela 1 - Composi¢do quimica do 6leo essencial de Erva-luiza (Aloysia triphylia)

Composto TR Area (%)
1. limoneno 3,733 20,22
2. eucaliptol 3,971 1,51
3. trans B-ocimeno 4,300 0,56
4. 6-metilhepta-5-en-2-ona 5,483 1,22
5. 1-octeno-5-ol 7,042 0,43
6. (2-metil-2-2propenil)-1-metil-1ciclopentano 7,775 0,56
7. 3,4-octadieno 8,217 0,95
8. 1-metil-4-(1-metiletilideno) cicloexeno 8,333 1,31
9. 7-metil-3,4-octadieno 8,575 1,54
10. 4-metil-3,5-bis(2-metil-2-propenil) 2 (SH)-furanona 8,975 1,91
11. B -cariofileno 9,050 1,53
12. trans-6xido de limoneno 9,375 0,59
13. geranial 10,183 14,12
14. neral 10,800 18,29
15. germacreno B 10,892 0,50
16. geranil acetato 10,967 4,33
17. 4-metil- 1-(1,5-dimetil-4-hexeno),benzeno 11,142 3,82
18. geranil propionato 11,592 0,32
19. trans-(+)-carveol 11,800 0,57
20. geraniol 11,925 0,47
21. cis-carveol 12,117 0,23
22. torreiol 13,117 0,54
23. 6xido de cariofileno 13,658 12,29
24. nerolidol 14,000 1,30
25. humuladienona 14,108 1,06
26. espatulenol 14,992 6,02
27. &-cadinol 15,367 2,84
Total 99,05
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época e local da coleta, forma de cultivo, con-
di¢des climaticas, idade do material vegetal,
periodo e condi¢des de armazenamento podem
influenciar na composi¢do do 6leo essencial
(FARIAS, 1999; GIL et al., 2007; HUSSAIN
et al., 2008).

Os componentes do 6leo essencial foram
agrupados conforme suas fungdes quimicas
¢ estdo apresentados na Tabela 2. Pode ser
observado que o 6leo essencial possui maior
concentracdo de monoterpenos oxigenados
(67,5%) em relacdo aos monoterpenos nao
oxigenados (31,6%), sendo que os aldeidos
e alcoois sdo os grupos majoritarios corres-
pondendo a 32,4% e 13,9%, respectivamente.
Existem varios trabalhos encontrados na
literatura que apontam que os compostos
oxigenados ¢ que carregam consigo o odor
principal do 6leo. Entre eles se destacam
alcoois e aldeidos mono e sesquiterpénicos,
tais como neral, geraniol, citronelol, elemol,
espatulenol, entre outros (GUENTHER et
al., 1975).

Tabela 2 - Grupos funcionais identificados no 6leo essen-
cial de Erva-luiza (4loysia triphylia)

Grupos de Compostos Area (%)
Nonseqgeos e
g;?soterpenos oxigenados 67.47
Alcoois 13,91
Aldeidos 32,41
Cetonas 4,19
Esteres 4,67
Eteres 12,29

Atividade antimicrobiana

Difusao em Placas

Estudos indicam que 6leos essenciais tém
efeito bactericida contra muitas bactérias
(KALPOUTZAKIS etal., 2001). As proprie-
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dades fisico-quimicas do 6leo essencial € que
irdo determinar sua viabilidade como agente
antimicrobiano, tornando sua avaliaggo parti-
cularmente dificil de ser padronizada. Porém,
o método de difus@o em placas ainda é a
técnica mais usada para avaliacdo de antibac-
terianos e antifingicos de 6leos essenciais,
porque ¢ de facil execugdo e requer pequenas
quantidades de amostra (KATZUNG, 2003).

Os testes de atividade antimicrobiana
foram realizados usando-se 10 e 20 uL do
oleo essencial de 4. triphylla, empregando-se
a metodologia de antibiograma com discos.
A maior atividade antimicrobiana do 6leo
essencial sobre as dez bactérias testadas com
10uL por disco foi observada sobre a bactéria
E. coli (14,0 mm) seguida de K. pneumoniae
(13,0 mm). Com 20 pL de 6leo por disco foi
observado maior halo sobre a bactéria S. au-
reus (38,3 mm) seguida de L. monocytogenes
(28,0) e S. epidermidis (23,3 mm) (Tabela 3).

De maneira geral, observou-se um au-
mento significativo no didametro do halo com
o aumento da quantidade de dleo essencial
utilizado, para a maioria das bactérias ava-
liadas. Cabe ressaltar a baixa atividade deste
oleo essencial sobre S. choleraesuis e Sarci-
na sp., pois além de terem apresentado um
pequeno diametro de halo, ndo ocorreu um
incremento da atividade antibacteriana com
0 aumento da dose.

Observa-se ainda uma tendéncia de maior
acdo deste Oleo essencial sobre bactérias
Gram-positivas, principalmente com o uso
de volumes de 20 pL.

Estudos demonstram que compostos
monoterapéuticos inibem o crescimento de
uma grande variedade de micro-organismos.
Este mesmo potencial foi detectado de forma
natural em vdrias plantas medicinais, ervas e
temperos (KIM et al., 1995a, COWAN, 1999;
BAGAMBOULA et al., 2004).

A atividade bioldgica observada no pre-
sente estudo coincide com os resultados ob-
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Tabela 3 - Diametro do halo de inibicdo (mm) de diferentes concentragdes de 6leo essencial Aloysia triphylla.

Halo médio (mm) de diferentes concentragdes do 6leo

essencial de Aloysia triphylla

Bactérias Gram-negativas (ATCC) 10 uL 20 L
Escherichia coli (25922) 14,00 £ 1,00 17,00 £ 2,00
Salmonella choleraesuis (10708) 10,6+ 0,57 10,1*+ 0,01
Proteus vulgaris (13315) 11,0+ 0,01 21,3*+1,52
Klebsiella pneumoniae (13833) 13,0+ 1,73 21,02+ 0,01
Enterobacter cloacae (13047) 10,6+ 0,57 13,33+ 0,57
Mcédia 11,84° 16,54¢
Bactérias Gram-positivas (ATCC)

Enterococcus faecalis (19433) 11,3°+1,52 17,00+ 2,64
Staphylococcus aureus (6538) 9,0°+ 0,01 38,32+ 0,57
Staphylococcus epidermidis (12228) 10,3+ 0,57 23,33+ 4,72
Sarcina sp. (*) 10,12+ 1,00 9,3*+ 0,57
Listeria monocytogenes (7644) 12,3°+ 3,93 28,00+ 1,41
Média 10,6° 23,18

M¢édias seguidas de mesmas letras nas linhas nio diferem entre si pelo teste de Tukey com 95% de confianga.

ATCC: American Type Culture Collection — (USA)
* Obtido do Instituto Biolégico, UNICAMP, Campinas, SP.

tidos por Demo et al. (2005) que observaram
atividade antibacteriana do 6leo essencial de
A. triphylla obtido na Argentina, contra S.
aureus, E. faecalis, E. coli, Klebsiella sp. e
Proteus mirabilis, diferindo dos resultados
de Sartoratto et al. (2004) em relagao a E.
coli e S. epidermidis, com plantas obtidas
em S3o Paulo, Brasil. Rojas et al. (2010)
também observaram atividade sobre E. coli,
Klebsiella ozaenae, Enterobacter aeroge-
nes, P. mirabilis, S. aureus e Enterococcus
sp. com amostras de 4. triphylla obtidas na
Venezuela. Duarte et al. (2007), avaliando
oleos essenciais de diferentes plantas me-
dicinais do Brasil sobre E. coli de diferentes
sorotipos, consideraram o 6leo A. triphylla
com bom potencial em relagdo a maioria
das plantas medicinais avaliadas. Yasunaka
et al. (2005) observaram maior atividade de
extratos de 4. tryphylla do México sobre S.
aureus (concentracdo inibitdria minima-CIM
de 64 pg/mL) e baixa atividade sobre E. coli
(CIM de 1024 pg/mL).
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O efeito antimicrobiano do 6leo essencial
de A. triphylla observado neste estudo pode
ser atribuido aos monoterpenos oxigenados,
0s quais, de maneira individual, tém de-
monstrado atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (ONAWUNMI
et al., 1984, KIM et al., 1995b; ROJAS et
al., 2010).

Embora os compostos majoritarios do pre-
sente estudo sejam os mesmos encontrados
em outros trabalhos, inclusive por Sartoratto
et al. (2004), observam-se diferengas entre a
efetiva atividade sobre determinadas bacte-
rias, que devem estar relacionadas a diferen-
c¢as quantitativas nos compostos e qualitativas
em compostos minoritarios, corroborando as
hipoteses apresentadas por diferentes autores
neste sentido (FARIAS, 1999; DELAQUIS et
al., 2002; KALEMBA; KUNICKA, 2003;
GIL et al., 2007; HUSSAIN et al., 2008).
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Listeria monocytogenes, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Conclusoées Salmonella choleraesuis e Enterobacter
cloacae). Houve uma relagao positiva entre a
quantidade de dleo essencial e o tamanho de
halo de inibi¢do. Observa-se uma tendéncia
de maior atividade sobre bactérias Gram-
positivas em relacdo a Gram-negativas,
principalmente na maior dose testada (20
uL). Diferengas quantitativas nos compostos
majoritarios e qualitativas nos compostos
minoritarios explicam as diferencas de efeito
antimicrobiano em relacdo a outros trabalhos

A determinagdo da composicdo quimica
do 6leo de Aloysia triphylla permitiu iden-
tificar 27 compostos quimicos, tendo como
componentes majoritarios o limoneno, neral,
geranial e 6xido de cariofileno correspondendo
65% da composi¢do quimica total. O 6leo es-
sencial de 4. triphylla apresenta bons resul-
tados de atividade antibacteriana, tendo agao
sobre todas as bactérias testadas (Enterococ-
cus faecalis, Micrococcus luteus, Sarcina '
sp., Staphylococcus aureus, S. epidermidis, ~ €OM a Mesma espécie.
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