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RESUMO 

O uso de plantas para o tratamento de enfermidades sempre esteve presente no cotidiano e a utilização deste tipo 

de medicina tradicional cresce cada vez mais entre a população devido ao fácil acesso e o baixo custo. A contribuição 

dos produtos naturais como fonte de inspiração e matéria-prima abre a possibilidade de introdução de 

fitomedicamentos como novos produtos no setor farmacêutico. A espécie Lippia alba (Mill) N.E. Brown pertence a 

um grupo de plantas medicinais e aromáticas mais populares no território brasileiro. É utilizada como sedativo, 

antidepressivo e apresenta um forte potencial de propriedades antibacterianas e antifúngicas. De suas folhas é possível 

extrair o óleo essencial que contém os componentes terapêuticos, os quais apresentam variação qualitativa e 

quantitativa dependendo da predisposição genética e fatores ambientais. Devido a sua importância, potencial de 

cultivo e por estar entre as plantas medicinais recomendadas pela ANVISA a implementação e caracterização genética 

e química dos acessos pertencentes a bancos de germoplasma é extremamente necessário, assim como, verificar sua 

atividade antibacteriana e antifúngica. O presente trabalho tem como objetivos caracterizar a variabilidade química e 

genética de acessos de L. alba do banco do Instituto Agronômico (IAC), e as atividades antibacteriana e antifúngicas 

de seus óleos essenciais. Os óleos essenciais foram extraídos por hidrodestilação e seus perfis químicos obtidos por 

meio de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).  Através da adaptação de 

protocolos clássicos de extração o DNA genômico dos acessos foi utilizado na determinação da variabilidade genética 

por meio de marcadores microssatélites. Após a correlação dos resultados moleculares e químicos alguns óleos 

essenciais selecionados foram avaliados quanto a atividade antibacteriana contra cepas de Escherichia colli e 

Staphylococcus aureus, e atividade antifúngica contra Candida albicans por meio de microdiluição, a fim de 

identificar os melhores acessos que tenham características propícias para o avanço do melhoramento genético da 

espécie. A composição dos óleos essenciais dos genótipos apresentou diferentes constituintes majoritários: canfora, 

carvona, citral (neral/geranial), 1,8-cineol, linalol e mirceno. A respeito das análises moleculares 10 primers 

microssatélites foram bem-sucedidos na avalição de variabilidade presente nos genótipos de Lippia alba. De maneira 

geral os óleos essenciais apresentaram atividade antimicrobiana contra os microorganismos testados, em especial 

contra Escherichia .coli.   

Palavras chaves: fitomedicamentos, óleos essenciais, microssatélites, antibacteriana, antifúngica, conservação.  
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ABSTRACT 

The using of plants to treatment of diseases has always been present in everyday life and the use of this type of 

traditional medicine has grown more and more among the population due to its easy access and low cost. The 

contribution of natural products as a source of inspiration and raw material opens the possibility of introducing 

phytomedicines as new products in the pharmaceutical sector. The specie Lippia alba (Mill) N. E. Brown belongs to 

a group of medicinal and aromatic plants most popular in the Brazil territory. It is used as a sedative, antidepressant 

and has a strong potential for antibacterial and antifungal proprieties. From its leaves it is possible to extract the 

essential oil that contains the therapeutic components, which present qualitative and quantitative variation up for 

genetic predisposition and environmental factors. Due to its importance, cultivation potential and for being among the 

medicinal plants recommended by ANVISA it is extremely necessary the implementation of chemical and genetica 

characterization of accessions belonging to germplasm banks, as well as verifying their antibacterial and antifungal 

activity. The present work aims to characterize the genetic and chemical variability of L. alba accessions from the 

Institute Agronomic (IAC) bank, and the antibacterial and antifungal activities of its essential oils. So far, essential 

oils have been extracted by hydrodistillation and their chemical profiles obtained by means of gas chromatography 

couplesd with mass spectrometry (GC-MS). Through the adaptation of classic extraction protocols, the genomic DNA 

of the accessions was used in the determination of genetic variability through microsatellite markers. After the 

correlation of molecular and chemical results some selected essential oils were evaluated for antibacterial activity 

against Escherichia coli and Staphylococcus aureus strains, and antifungal activity against Candida albicans by means 

of agar perforated, in order to identify the best accesses that have favorable characteristics for genetic improvement 

of the species. The composition of the essential oils of genotypes showed different major constituents: camphor, 

carvone, citral (neral/geranial), 1,8-cineole, linalool and myrcene. Regarding molecular analysis, 10 microsatelllites 

primers were successful in evaluating the variability present in Lippia alba genotypes. In general, the essential olis 

showed antimicrobial activity against the microorganisms tested, especially against Escherichia coli. 

Keywords: phytomedicines, essential oils, microsatellites, antibacterial activity, antifungal activity, conservation 

specie.  
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1. INTRODUÇÃO  

O uso de plantas para o tratamento de enfermidades sempre esteve presente. Desde os primórdios a 

contribuição dos produtos naturais como fonte de inspiração e matéria-prima possibilitou um crescimento 

acentuado no mercado socioeconômico mundial. A introdução de novos produtos no setor farmacêutico é 

uma necessidade para se aprimorar o desenvolvimento de novas tecnologias. A utilização de plantas 

medicinais como fitomedicamentos com comprovação cientifica de segurança e eficácia, demanda menos 

recursos e menores riscos do que o desenvolvimento de um medicamento sintético, devido ao 

conhecimento prévio de suas atividades terapêuticas.  

Os óleos essenciais apresentam grande importância em diversos ramos na indústria mundial. São 

utilizados como matéria-prima na produção de alimentos e bebidas, mas principalmente atribuídos a área 

de perfumaria, de cosméticos e farmacêutica. Devido as suas propriedades medicinais comprovadas 

cientificamente, assim como a medicina popular. Novas pesquisas almejadas pelo mercado farmacêutico 

incentivam o desenvolvimento de produtos que apresentam atividades antimicrobiológicas baseados nestas 

matérias-primas naturais de espécies aromáticas e medicinais. Dentre as espécies nativas com propriedades 

medicinais a Lippia alba (P. Mill.) N. E. Br. Ex Britt. & Wilson (Lippia alba), pertencente à família 

Verbenacea é destaque em virtude de sua importância farmacológica, de vasta contribuição aos programas 

de fitoterapia. 

O desenvolvimento e produção de produtos derivados da flora nativa brasileira ainda são pouco 

expressivos e demandam mais estudos a respeito dos compostos responsáveis pelos benefícios medicinais. 

Acredita-se que a composição diversificada entre espécimes permite a exploração de uma única espécie 

para o tratamento de mais de uma enfermidade. Poucos são os trabalhos que visam o melhoramento genético 

da espécie Lippia alba. Apesar da vasta distribuição no território nacional, há carência de bancos de 

germoplasma e coleções de trabalhos frente a grande variabilidade genética que a espécie traz. Assim, a 

manutenção e caracterização da diversidade genética de Lippia alba, é de extrema importância para a 

conservação e o conhecimento de seus princípios ativos terapêuticos. Como exemplo, o banco base de 

germoplasma do Instituto Agronômico - IAC consta com uma variedade originalmente de 132 acessos 

(genótipos) de Lippia alba com uma distribuição em diferentes quimiotipos. Porém não foi realizado até o 

momento a caracterização da variabilidade genética e dos óleos essenciais dos acessos, assim como, as 

propriedades antimicrobianas dos óleos essenciais.  
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2. REVISÃO LITERÁRIA  

2.1.  Aspectos gerais do uso de plantas medicinais  

A cultura do uso de plantas aromáticas e medicinais por séculos esteve presente e contribui para a base 

da medicina tradicional por meio dos conhecimentos e tradições, passadas de geração para geração. 

Evidências arqueológicas mostram que as plantas medicinais foram empregadas desde os tempos pré-

históricos pelos neandertais para alívio de dores e tratamentos (Hardy, 2012). As primeiras descrições do 

uso destas plantas pelo homem retomam a dinastia de Ramsés II no Egito com as escrituras do Papiro de 

Ebers, o qual descreve aproximadamente 100 doenças e suas respectivas drogas de origem vegetal 

(Argenta et al, 2011).  

Durante a civilização grega, destaca-se o filosofo Hipócrates por propagar as ideias do uso da natureza 

como guia na escolha de pacificadores, como o alho, sementes de linho e papoula (Valle, 1978). Das 

culturas americanas, especialmente a Inca, Asteca e Maya contribuíram com a quina, a coca e outras 

plantas como drogas vegetais de valor terapêutico, que até hoje são indispensáveis para a medicina 

moderna (Argenta et al, 2011). No Brasil, o primeiro registro sobre o uso de plantas como remédios foi 

documentado pelo Tratado Descritivo do Brasil em 1587, onde a falta e escassez, na colônia dos remédios 

comumente empregados na Europa na época, causou a valorização das receitas naturais pelos índios como 

o uso de sálvia para resistência corporal (Veiga, 2002; Argenta et al, 2011).  

Dentre as propriedades biológicas das plantas medicinais e dos fitoterápicos derivados estão a de 

fornecer substâncias que auxiliam na resposta imunológica do indivíduo, representando um valioso arsenal 

na busca de novos caminhos terapêuticos. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) cerca de 80% 

da população mundial já faz uso de alguma forma da medicina tradicional com derivados vegetais, por meio 

de chás, emplastos, maceração, compressas, inalação entre outras formas (Martins, 1995; Rosa et al, 2011). 

Com o surgimento e desenvolvimento das tecnologias desde o século XVIII, indústrias farmacêuticas, de 

cosméticos e perfumarias exploram cada vez mais as propriedades profiláticas, curativas ou paliativas que 

estas plantas possuem para auxiliar no tratamento e ou controle de enfermidades (Grunwald, 1997). 

Desde o início de 2019 tem-se o quadro de pandemia mundial, desencadeada pela rápida disseminação 

do vírus SARS-CoV-2, conhecido como Coronavirus ocasionando na doença COVID-19 em que ameaça 

milhões de pessoas (Khan et al, 2021). O Sistema de Saúde Mundial encontrou um grande desafio no 

tratamento dos pacientes infectados, pois ainda não existe um protocolo de medicamento eficaz (Morais et 

al, 2020; Silva et al, 2020) desta forma a população procurou alternativas de auxiliar a resposta imunológica 

contra esta enfermidade e a procura por plantas medicinais teve um crescimento neste período de 27% e 

dos fitoterápicos de 21,9%, no Brasil (Braga e Silva, 2021). Um dos benefícios do uso de plantas medicinais 
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é a sua rica variabilidade, a qual apresenta uma quase infinita riqueza de possibilidades que estão 

constantemente sobre influência de diversos fatores, como ecológicos, genéticos, culturais, metodológicos, 

agrícolas e industriais (Bruning et al, 2012).  

A carência de opções terapêuticas tem gerado o crescimento na procura por medicamentos fitoterápicos 

por parte da população brasileira, mutas vezes as plantas, os tratamentos tradicionais e as práticas da 

medicina tradicional ou alternativa representam a principal fonte de atenção à saúde e a única para uma 

população de menor renda (OMS, 2014). Entretanto o uso indisciplinado das plantas medicinais pode gerar 

contraindicações ou efeitos colaterais, desta forma como qualquer tratamento as terapias naturais 

necessitam de acompanhamento profissional. A realização segura destes atendimentos está vinculada ao 

conhecimento prévio do profissional de saúde frente aos princípios terapêuticos das espécies medicinais. A 

ampliação da procura por tais alternativas é devida a dois grandes fatores, primeiro pelos avanços científicos 

que permite o desenvolvimento de fitoterápicos mais seguros e eficazes, e segundo pela crescente tendência 

da prática de terapias menos agressivas (Bruning et al, 2012).  

No Brasil diversas práticas de integração da fitoterapia como medicina alternativa estão em expansão. 

Recentemente percebeu-se um interesse por parte do governo em conectar o desenvolvimento tecnológico 

com o conhecimento popular em vista de uma política de assistência na saúde eficaz, abrangente, 

humanizada e sustentável. Neste contexto o Estado brasileiro regularizou o mercado de fitoterápicos como 

medicamentos por meio da titulação da Portaria n°22/1967 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária e 

a Resolução – RDC n°17/2000, que estabelece a adesão da população a esses produtos (Brasil, 2000). A 

política do uso de plantas medicinais instalou-se em 1981, porém somente em 2006 com a publicação do 

decreto 5.813/2006 que instituiu a “Política Nacional de Plantas Medicinais” foi possível o estímulo em 

mais pesquisas no setor (Brasil, 2006). Ambas as políticas apresentam em suas diretrizes o incentivo à 

pesquisa e desenvolvimento com relação ao uso de plantas medicinais e fitoterápicos, priorizando a 

biodiversidade do país.  

O Formulário Fitoterápico, em sua primeira edição instituído pela resolução RDC 60/2011, o qual 

emprega a Farmacopeia Brasileira, com 83 monografias de medicamentos de origem vegetal (Brasil, 2011) 

assume que alguns profissionais da saúde fazem uso dos medicamentos fitoterapêuticos associados aos 

alopáticos, contribuindo para utilização dos princípios ativos naturais beneficiam a resposta frente a 

algumas enfermidades. Neste pressuposto, a elaboração de fármacos a partir de princípios ativos de plantas 

tidas como medicinais podem proporcionar um crescimento na indústria farmacêutica (Brasil, 2011). Mais 

recentemente em 2022 foi liberada a Cartilha de orientações sobre o uso de fitoterápicos e plantas 

medicinais, pela ANVISA com objetivo de instruir a população quanto ao uso adequado destas formar de 

terapia natural (Brasil, 2022).  
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O território brasileiro comporta uma vasta diversidade climática e de solo o que faz com que seja um 

país detentor da segunda maior parcela da biodiversidade mundial, com cerca de 47.754 espécies vegetais 

já catalogadas, em torno de 15 a 20% do total mundial (Figura 1) (Vieira, 1999; Ministério da Saúde - Br, 

2006; Bruning et al, 2012 e SBBr, 2019). 

 

 

A B 

 

 Figura 1: Biodiversidade vegetal global (A) Número de espécies vegetais por 10.000 km2 das zonas de 

diversidade do mundo e (B) Infográfico da lista de espécies da flora no Brasil. (Adaptado de Barthlott et al, 2005 e 

SBBr, 2019).  

Mesmo que grande parte destas espécies tenha propriedades terapêuticas e/ou aromáticas, somente uma 

pequena proporção já foi explorada. O Brasil apresenta um quadro socioeconômico categoricamente 

favorável para o uso de tais plantas como medicamentos, tendo em vista a cultura popular do tratamento de 

males a partir dos recursos naturas, assim como a baixa renda per capta, além da medicina alternativa com 

fitoterápicos ser muito bem aceita e praticada no país (Martins, 1995). A indústria de fitoterápicos é uma 

área em grande desenvolvimento no mundo e representa uma oportunidade de crescimento dentro do setor 

farmacêutico no Brasil. Cerca de 6% do faturamento de medicamentos no país corresponde ao comercio de 

fitomedicamentos, com um movimento de R$ 1 bilhão por ano (De La Cruz, 2006).  
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 O aumento relativo do preço agregado aos produtos gerados com base nas plantas aromáticas e 

medicinais desperta um grande interesse por parte dos agricultores e novos investidores. Entretanto a busca 

pela espécie mais adequada, forma de manejo, plantio e colheita ainda são barreiras para uma produção 

mais efetiva. A pesquisa fitotécnica e o melhoramento das principais espécies com tais propriedades têm 

sido de extrema importância para estabelecer uma exploração racional e sustentável desta riqueza natural 

(De La Cruz, 2006). 

 

2.2. Óleos essenciais  

As plantas são capazes de produzir, transformar e acumular substâncias que garantem a sobrevivência, 

adaptação e perpetuação das espécies nos variados ecossistemas. Substâncias como os óleos essenciais (OE) 

são substâncias orgânicas voláteis, puras e extremamente potentes, consideradas a “alma” da planta. 

Possuem grande importância para as indústrias de perfumaria, cosméticas e também farmacêutica, como 

exemplo a produção de “Acheflan” que utiliza o óleo essencial da erva baleeira (Varonia currassavica) 

(Facanali, 2020).  

São encontrados nos aparelhos secretores, comumente nos tricomas e estão associados usualmente a 

diversas funções adaptativas fundamentais na defesa contra patógenos e herbívoros, além de atuarem 

especificamente na atração de insetos e outros agentes fecundantes (Caveiro et al, 1981). Estas bolsas 

secretoras encontram-se com frequência nas folhas, podendo estar presentes também nas raízes e caules. 

Os OEs são resultantes do metabolismo especializado das plantas (também denominado de metabolismo 

secundário) e constituídos por uma mistura de diferentes classes de substâncias e com diferentes funções 

orgânicas (por exemplo: álcool, aldeídos, ésteres, éteres, cetonas, óxidos, fenóis), além de apresentarem 

alta volatilidade e solubilidade em solventes orgânicos apolares. A eficiência dos OEs depende da 

composição química e orientação de seus grupos funcionais (Donsì e Ferrari., 2016; Santana, 2015). 

O aroma derivado dos OEs usualmente é resultado de complexas interações que ocorrem entre os 

diversos componentes presentes nos vegetais. Este conteúdo varia consideravelmente de espécie para 

espécie, dependendo de padrões climáticos e fatores agronômicos como fertilização, irrigação e 

principalmente da fase de desenvolvimento na data de colheita. Alguns constituintes isolados de folhas, 

raízes, flores e frutos, tais como: flavonoides, taninos, alcaloides, cumarinas e terpenos foram descritos 

como os principais responsáveis pelas ações analgésicas, anti-inflamatórias, antivirais e antialérgicas que 

são tão almejadas (Matos e Oliveira, 1998).  
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Dentre as principais classes de substâncias que constituem os OEs, destacam-se os terpenos 

(monoterpenos e sesquiterpenos) e os fenilpropanóides (Taiz e Zeiger, 2002; Yamamoto, 2006; Xavier et 

al, 2015). Os monoterpenos apresentam uma interessante variedade de arranjos que são altamente estimados 

como aromatizantes para composição de fragrâncias. Alguns exemplos desta classe são geraniol (1), 

mirceno (2), perileno (3), linalol (4), carvona (5), 3-careno (6), α-pineno (7), mentol (8), cânfora (9), 

safranol (10), eucaliptol (11) e β-tujona (12). As estruturas destes compostos são demonstradas na Figura 2 

(Cseke et al, 2006). 

 

Figura 2: Exemplos de monoterpenos comumente encontrados em óleos essenciais (Adaptado de Cseke et al, 

2006). 

Mesmo que a composição química dos OEs seja determinada pela predisposição genética, o ambiente 

influencia qualitativamente e quantitativamente os constituintes os óleos essenciais, uma vez que pode 

variar em função de diversos fatores como estação do ano, idade da planta, quantidade de água dentre outros 

(Matos e Oliveira, 1998; Aguiar et al, 2008). De acordo com Santos (2011), “quimiotipo” é um atributo 

que distingue plantas aromáticas morfologicamente semelhantes, por meio de seus perfis químicos. Desta 

forma, a diversidade na composição dos diferentes quimiotipos não constituem um produto apenas derivado 

dos fatores herdados geneticamente, mas refletem a interação com o ambiente e a (Tavares et al, 2005).  

O conhecimento de tais variações é essencial para se explorar economicamente essas espécies, acredita-

se que apesar dos avanços industriais de grandes laboratórios farmacêuticos, a utilização de ativos de 
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origem vegetal auxilia o desenvolvimento de fármacos com características mais naturais e sustentáveis, 

além de reduzir o custo em sua composição (Yamamoto, 2006; Vieira e Agostini-Costa, 2007; Pedroso, 

2021).  

Os óleos essenciais representam fontes de substâncias ativas que podem ser utilizadas na medicina 

terapêutica, devido à grande diversidade estrutural e seus metabolitos. Alguns medicamentos derivados de 

produtos naturais são capazes de tratar 87% das enfermidades humanas categorizadas, sendo indicados para 

ações antibacterianas, anticoagulantes, antiparasitárias, imunossupressoras e até anticancerígenas (Brandao, 

2010). Na busca de novos medicamentos originários de plantas estão envolvidos diversos conhecimentos 

que vão desde aspectos agronômicos, botânicos, químicos, farmacológicos e toxicológicos.  

Segundo a FAO (Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura) estima-se que a 

produção mundial de óleos essenciais está em torno de 45 mil toneladas, e movimenta anualmente cerca de 

U$$ 15 bilhões no qual o Brasil contribui com 13,5% da produção (FAOTAT, 2011; Lourenço, 2012). Os 

maiores consumidores são os EUA (40%) e a União Europeia (30%). Estima-se que 65% do mercado 

mundial provem de espécies cultivadas, 33% de arvores na maioria de explorações florestais (pinhos, 

cedros, ylang-ylang, eucalipto) e somente 1% de espécies silvestres. O Brasil ocupa o posto de quarto 

exportador mundial de óleos essenciais, com quase US$ 150 milhões de dólares de lucro, porém 90% são 

provenientes de óleos cítricos, subprodutos da indústria da laranja. Apenas 0,1% são originários da 

exploração da biodiversidade brasileira para fins farmacêuticos ou cosméticos.  

Dados de 2016 indicam que o Brasil teve um aumento de US$ 38 milhões nas vendas de OEs, tendo 

um salto no patamar econômico mundial favorável (MDIC, 2017). Diante dos dados apresentados e do 

histórico comercial, os produtos derivados de óleos essenciais possuem um grande potencial 

mercadológico, que busca espaço para alavancar ainda mais a sua participação na economia internacional.  

A vasta biodiversidade brasileira apresenta vantagens ao mercado de óleos essenciais com modelos de 

produção, que mostram ser uma prática rentável e com aplicações tecnológicas demonstradas pelos centros 

de pesquisas, na busca de maior estrutura e investimentos para a inovação (Bueno et al, 2021). Os bancos 

de germoplasma são uma alternativa para a busca destes ativos, conservação dos recursos genéticos e 

proporcionam informações sobre progenitores a serem utilizados em programas de melhoramento. Muitas 

vezes os bancos são uma forma de conciliar os esforços de conservação da agro-biodiversidade com o 

desenvolvimento sustentável (Ming et al, 2015).  

A caracterização dos recursos genéticos armazenados nos bancos de germoplasma permite conhecer e 

preservar a variabilidade genética das espécies, além de proporcionar meios para a seleção de espécimes 

melhor qualificados e adaptados a ambientes específicos. Como no caso de plantas medicinais e aromáticas 
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que ao apresentarem um alto teor de óleos essenciais, que estão sujeitos à interação do ambiente.  Dentre 

as espécies nativas mais avaliadas com propriedades medicinais pode-se citar a carqueja (Baccharis trimera 

DC.) para regulação do intestino e fígado, a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart) tratamento de 

gastrite e úlceras, e o alecrim-pimenta (Lippia sidoides) com ação antimicrobiana (Salimena, 2000). 

 

2.3. Lippia alba como potencial uso medicinal  

Normalmente as folhas de Lippia alba são utilizadas para o alívio de algumas enfermidades com fins 

calmantes por meio de infusão em chás, maceradas, em compressas, banhos ou extratos alcoólicos, 

derivados de suas propriedades terapêuticas advindas de seus constituintes ativos, dentre eles o óleo 

essencial (Gomes, 2011; Ming et al, 2015).  

Considerando a variação fenotípica relacionada à produção de óleos essenciais e a tendência do 

interesse do mercado das indústrias farmacêuticas e de cosméticos a Lippia alba atrai interesse a respeito 

de sua diversidade genética, biologia reprodutiva e análise dos constituintes químicos. O gênero Lippia, 

pertencente à família Verbenaceae, com cerca de 200 espécies já descritas (Troncoso, 1974), é composto 

por ervas, com características de porte arbustivo e subarbustivo de morfologia variável até 2 metros, 

apresenta ramos finos, esbranquiçados, arqueados e quebradiços. Portando folhas opostas, elípticas de 

largura variável, com bordos serrados e ápice agudo (Figura 3). No campo seus espécimes destacam-se 

devido à aparência chamativa no período de floração, apresenta as flores reunidas em inflorescência 

capituliforme de eixo curto com dois tamanhos; e por seu forte aroma geralmente agradável, proveniente 

dos óleos essenciais (Matos, 2000; Oliveira et al, 2007). Tem uma distribuição principalmente em três 

centros de dispersão: distribuída por toda a América; regiões da África e Austrália (Pascual, 2001; Gomes 

et al, 2011).  



19 
 

 

Figura 3: Estruturas morfológicas e reprodutivas da Lippia alba (A) Exemplar de Lippia alba, demonstrando o 

porte arbustivo; (B) Detalhes estruturais dos ramos esbranquiçados e arqueados, demonstrando folhas opostas; (C) 

Estrutura reprodutiva da inflorescência floral e (D) Representação da morfologia foliar elíptica com bordas serrilhadas 

e tamanho médio de 8 cm.  

 

Os centros de diversidade com a maior representatividade de diversidade de Lippia spp estão 

distribuídos entre México e Brasil. Sendo que o Brasil possui 70-75 % das espécies nativas distribuídas em 

grande parte de seus estados com uma maior adaptabilidade pela Cadeia do Espinhaço, no estado de Minas 

Gerais, na Chapada Diamantina na Bahia e Goiás, com 120 espécies distribuídas no Cerrado e Caatinga; 

dois biomas importantes brasileiros (Oliveira, 2007, Gomes, 2011).   

A Lippia alba é muito utilizada popularmente como planta sedativa e analgésica. Conhecida por 

diversos nomes populares entre eles: erva cidreira do campo, alecrim do campo, alecrim selvagem, cidreira 

brava, falsa melissa e sálvia do Brasil (Ming, 1992, Silva e Salimena, 2002). Pertence ao Formulário de 

Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira dentre as espécies nativas liberadas pela Anvisa ao consumo 

popular. Lançado pela primeira vez em 2011 o formulário tem como objetivo de estabelecer requisitos de 

qualidade e padronização na produção de fármacos e medicamentos de origem vegetal, apoiando as 

regulamentações sanitárias e favorecendo o incentivo científico e a tecnologia nacional.  Sendo referência 

para formulação e produção de estoque em farmácias de manipulação e farmácias vivas (Brasil, 2021). As 

indicações para o uso de Lippia alba são auxiliares no alívio da ansiedade leve; como antiespasmódico; e 

como antidispéptico (Carvalho e Silveira, 2010; Pereira et al, 2017; Brasil, 2021). 

A C 

B 

D 
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Pesquisas em diversas frentes confirmam fortes atividades terapêuticas, divulgadas e praticadas na 

medicina popular, por meio da utilização de seus OEs. Destacando-se o combate a problemas digestivos e 

respiratórios, atividades sedativas e cardiovasculares (Oliveira et al, 2006), combate a reações 

dermatológicas (Hennbelle, 2008) e problemas hepáticos (Di Stasi et al, 1989), assim como ações anti-

inflamatórias (Do Vale et al, 2002). Além de possuir propriedades analgésicas, antifúngicas, 

antiparasitárias, antibacterianas e antivirais (Santos et al, 2016; Costa et al, 2017; Borges Leal et al, 2019).   

A composição do OE encontrado em Lippia alba varia de tal forma, que foi sugerido o agrupamento 

dos genótipos em quimiotipos, separados por seus elementos majoritários. Nos primeiros estudos com a 

espécie no Brasil, determinaram-se três grupos, seguindo os percentuais das substâncias sendo o primeiro 

quimiotipo 1,8-cineol (34,9%), limoneno (18,4%), carvona (8,6%) e sabineno (8,2%). Seguido pelo 

quimiotipo predominantemente limoneno (32,1%), carvona (31,8%) e mirceno (11,0%). Já o terceiro 

quimiotipo foi representado pelo geranial (22,5%), neral (13,7%), germacreno-D (24,4%) e -cariofileno 

(10,2%) (Zoghbi et al, 1998). O composto 1,8-cineol, também conhecido por eucaliptol, é muito utilizado 

no tratamento de diversas infecções do sistema respiratório como bronquite, rinite, asma e outras (Juergens 

et al, 2003). Por meio de sua capacidade de expectoração e relaxamento da musculatura dos brônquios 

proporciona maior liberação de muco e uma resposta mais eficiente do sistema imunológico (Paparoupa e 

Gillissen 2016). Atualmente o 1,8-cineol é encontrado principalmente na composição das pastilhas para 

garganta tradicionalmente conhecidas por Angino-Rub e Valda. Sabe-se que o óleo essencial da Lippia alba 

conserva qualitativamente o perfil químico, mesmo variando os ambientes de cultivo. Os experimentos de 

Yamamoto (2006) afirmam que não se tem o surgimento de novas substâncias ou o desaparecimento de 

outra, conforme os diversos ambientes estudados. 

Além de toda a importância terapêutica e da produção de seus óleos essenciais com potencial para 

formulações farmacêuticas pode-se afirmar que a Lippia alba também possuiu grande potencial agronômico 

devido seu desenvolvimento rápido e agressivo, um vigor intenso, alogamia (fonte de variabilidade), por 

apresentar inflorescência o ano todo e uma propagação vegetativa facilitada. Além de sua rusticidade, que 

proporciona uma capacidade de adaptação bem desenvolvida permitindo o cultivo em regiões com escassez 

de água e com solos em condições pouco férteis (Ming et al, 2015).  Segundo Tavares et al (2005), se 

conhecida as diferentes respostas da planta em relação aos fatores que a influenciam, será possível 

recomendar técnicas de manejo que possam garantir não somente alta produção, mas a manutenção do valor 

terapêutico da planta.  
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2.4. Atividade biológica de óleos essenciais pertencentes ao gênero Lippia ssp.  

Mesmo que as indústrias químicas e farmacêuticas tenham desenvolvido uma vasta variedade de 

diferentes antibióticos nos últimos tempos, cada vez mais tem sido observado um aumento na resistência 

das bactérias a essas drogas (Pereira et al 2004). Ensaios mostraram que a eficiência bactericida dos óleos 

essenciais provenientes do gênero de Lippia é mais eficaz em culturas de bactérias gram-positivas 

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus flavus) (Costa, 2017). Espécies que apresentaram 

como principais constituintes o timol, um potente anti-septico fenólico obtiveram melhores resultados na 

inibição. O efeito antibacteriano do óleo essencial de L. sidoides contra S. aureus pode ser observado como 

um efeito bacteriostático, ou seja, seu óleo essencial foi capaz de causar falência do metabolismo bacteriano 

e impedir o crescimento (Smith-Palmer et al, 1998). Porém, sua ação em culturas gram-negativas também 

apresentou resultados satisfatórios de inibição frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, P. 

fluorescens, P. putida, Aeromonas hydrophila; e Vibrio spp. (Costa et al, 2017).  

Já o trabalho de Botelho et al (2007) demonstra a eficiência da atividade antifúngica do óleo essencial 

de Lippia sidoides sobre Candida spp. e Microsporum canis, assim como a eficiência de outros OEs 

pertencentes ao mesmo gênero (Oliveira et al, 2014; Geromini et al, 2012, Fontenelle et al, 2007).  Estudos 

de Lippia gracilis, nativa do nordeste brasileiro, comprovaram sua elevada atividade antimicrobiana e 

antifúngica (Matos et al, 1999) atribuída aos dois componentes majoritários em seu óleo essencial: timol e 

carvacrol. 

Diante desta notória importância terapêutica alguns estudos com os óleos essenciais de Lippia alba 

atribuem a inibição microbiana pela presença de carvona, linalol e timol, substâncias pertencentes a classe 

de monoterpenos que limitam o crescimento e desenvolvimento bacteriano contra Lactobacillus casei 

juntamente com Staphylococcus aureus e S. mutans e fúngico contra Trichophyton rubrum e Candida spp 

(Oliveira, 2007; Borges Leal, 2019). Desta forma as propriedades dos OEs de Lippia ssp. apontam para 

uma fonte em potencial capaz de tratar infecções oportunistas ocasionadas pelas espécies já citadas, e assim 

contribuir com tratamentos mais eficazes. 

 

2.5. Plasticidade genômica de Lippia alba  

Estudos a respeito da identificação e caracterização da variabilidade genética em espécimes de plantas 

medicinais e aromáticas são extremamente necessários para se verificar a fonte real de seus princípios 

terapêuticos. Já que o sucesso de qualquer programa de melhoramento genético está subjugado a 

variabilidade dos progenitores envolvidos (Pinto et al, 2011).  
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Mesmo que a maioria dos estudos com Lippia alba concentram-se em características fenotípicas, nos 

caracteres morfológicos e pelos perfis químicos, seu potencial agronômico na produção de óleo essencial 

pode ser avaliado por meio de análises moleculares e parâmetros genéticos. Porém, pouco se sabe sobre seu 

desenvolvimento evolutivo. As primeiras sugestões datam da década de 1960 com Bose e Choudhury que 

evidenciaram a Lippia alba como uma espécie diploide. Entretanto trabalhos mais recentes demonstraram 

uma variação de cinco números cromossômicos: 2n=30, 2n=38, 2n=45, 2n=60 e 2n=90 corroborando para 

a existência de um complexo poliploide na espécie (Reis et al, 2014, Lopes et al, 2020). 

Nos últimos anos, a utilização de marcadores moleculares na avaliação da variabilidade genética se 

mostrou uma ferramenta importante no estudo das populações de diversas espécies. Um marcador 

molecular pode ser definido como todo e qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene expresso ou de 

algum segmento específico do DNA (Ferreia e Grattapaglia, 1998; Borém, 2009). Permitem identificar e 

diferenciar genótipos, quantificar a variabilidade genética existente em nível de sequência de DNA e 

correlacionar tais dados com a expressão fenotípica apresentada pelo espécime estudado. Podem ser uma 

ferramenta para a caracterização de bancos de germoplasma de forma a conhecer a identidade genética dos 

acessos, riqueza alélica da coleção, representatividade da coleção, estrutura genética por meio da variação 

genética e pela similaridade ou distância genética entre os acessos. (Sigrist, 2009). Dentre os diferentes 

tipos de marcadores existentes e utilizados para o estudo da espécie Lippia alba, o RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) e o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) foram eficientes para a identificação 

da variabilidade genética (Viccini et al, 2004; Manica-Cattani, 2009).  

Marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) mesmo com a necessidade de 

conhecimento prévio do genoma possibilitam a estimativa de diferenças entre indivíduos heterozigotos e 

homozigotos, pois são marcadores codominantes construídos por sequencias de um a dez pares de base de 

comprimento repetidos em “tandem”, sendo encontrados em alta frequência e ampla distribuição nos 

genomas (Hayden e Sharp, 2001). A principal vantagem de se utilizar um marcador SSR é à codominância 

e o fato de estarem bem distribuídos no genoma caracterizando uma alta diversidade de alelos. Indivíduos 

da mesma espécie podem apresentar um variado número de repetições dentro de um mesmo loco 

microssatélite, apresentando alelos diferentes (Alzate-Marin et al, 2005), uma vez que, a diversidade 

genética das populações ou mesmo dentro de um banco de germoplasma está sujeita a distribuição alélica 

e genotípica entre os acessos (Loveless e Hamrick, 1984).  

O uso de marcadores moleculares pode ser uma ferramenta em potencial para a determinação da 

variabilidade genética de Lippa alba. Fica evidente a necessidade de determinar a interligação entre os 

principais perfis químicos e os parâmetros genéticos, juntamente com os fatores ambientais. Tais 

conhecimentos não só auxiliam na caracterização dos acessos, mas também nas análises dos princípios 
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ativos e terapêuticos que cada grupo químico carrega. As indústrias farmacêuticas e de cosméticos 

procuram cada vez mais possibilidades de óleos essenciais atuarem em diferentes fins, proporcionando um 

interesse tanto por parte dos agricultores como pelos investidores. Entretanto, como em muitas espécies 

nativas, os estudos com Lippia alba ainda são limitados. A maioria não possibilita subsídios necessários na 

área genética e farmacológica.  

O presente trabalho visa agregar mais estudos relacionados à diversidade genética e à caracterização 

química dos óleos essenciais de espécimes de Lippia alba Mill) N.E. Brown pertencentes ao banco de 

germoplasma do Instituto Agronômico - IAC para posterior utilização em programas de melhoramento, 

conservação de recursos genéticos e de prospecção de compostos de interesse farmacológico ou cosmético. 

Os objetivos específicos foram: a) Caracterizar os óleos essenciais de genótipos selecionados do banco de 

germoplasma de Lippia alba; b) Verificar a ação antibacteriana e antifúngica de óleos essenciais pré-

selecionados; c) Verificar a eficiência de marcadores microssatélites específicos para a observação de 

diversidade em Lippia alba e d) Correlacionar as informações obtidas nos estudos genéticos e óleos 

essenciais a fim de auxiliar na caracterização dos acessos presentes e na sua conservação. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Caracterização da composição química dos óleos essenciais de Lippia alba  

3.1.1. Coleta do Material vegetal  

O banco de germoplasma de Lippia alba da Fazenda Santa Elisa do Instituto Agronômico (IAC) conta 

com 132 genótipos, entretanto somente 100 genótipos foram passiveis de avaliação, devido a 

disponibilidade de material vegetal. As coordenadas da área experimental são: 22° 54” de latitude S e 47° 

05” longitude W, com 674 metros de altitude. O clima da região é denominado Cwa – Clima temperado 

úmido, com inverno seco e verão quente, segundo a classificação de Köppen-Geiger.  

A coleta das folhas de 100 genótipos foi realizada em duas épocas devido a pouca disponibilidade do 

material vegetal para a extração dos óleos essenciais. A primeira colheita foi realizada em fevereiro de 2021 

(verão), constando de 70 genótipos e a segunda em novembro de 2021 (primavera), dos 30 genótipos 

restantes. As folhas foram separadas manualmente dos galhos, depositadas em sacos de papel; e 

posteriormente, distribuídas em bandejas. A secagem do material foi realizada a temperatura ambiente em 

casa de vegetação.  

 

Figura 4: Etapas realizadas na secagem das folhas após a coleta para a extração de óleos essenciais. (A) as folhas 

colidas foram depositadas em sacos de papel devidamente identificadas; (B) os sacos passaram 1 dia em sala com 

temperatura controlada de 25°C; (C) as folhas de cada acesso foram espalhadas em bandejas de plástico; (D) cada 

bandeja foi alocada nas bancadas em casa de vegetação com temperatura ambiente. 

 

3.1.2. Extração de óleo essencial  

Os óleos essenciais das folhas dos 100 genótipos foram extraídos por hidrodestilação, em aparato tipo 

Clevenger, a partir do material vegetal seco. O tempo de extração foi de duas horas para cada genótipo, 

sendo posteriormente os OEs separados da fase aquosa e acondicionados em frascos de vidro (5 mL) e 

A B C D 
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mantidos ao abrigo da luz sob refrigeração a -20ºC. O esquema de hidrodestilação é representado na Figura 

5.  O cálculo do rendimento de óleo essencial foi obtido por meio da equação: 

Rendimento (%) = massa de óleo (g) x 100 / massa de folhas secas (g) 

 

  

Figura 5: Esquema de hidrodestilação com aparato Clevenger para extração de óleos essenciais. (A) esquema 

montado das mantas, balões, colunas e mangueiras; (B) folhas secas retiradas da casa de vegetação e alocadas nos 

balões de extração; (C) detalhe do óleo essencial obtido e (D) os óleos essenciais armazenados nos frascos de 

vidroselados com batoques.   

 

3.1.3. Composição química dos óleos essenciais     

As amostras de óleos essenciais das folhas dos 100 genótipos foram diluídas em acetato de etila 

(1mg.mL-1) e injetadas 1,5µL de solução em cromatógrafo a gás Thermo (GC TRACE 1310) equipado com 

detector de ionização em chamas (DIC) e espectrômetro de massas (EM), operando com divisão de fluxo 

na razão de 3:7 para o EM e DIC, respectivamente (Figura 6). O injetor foi mantido a 220 ºC, com divisão 

de vazão do gás de arraste (hélio, 99,9999% de pureza) na razão (split) de 1:20. A separação das substâncias 

foi realizada em coluna capilar TR-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm), seguindo a programação de 

temperatura de 60ºC - 240ºC (3 ºC.min-1) e vazão de gás de arraste, hélio, de 1 mL.min-1. O espectrômetro 

de massas (EM) operou no modo full scan, com impacto de elétrons (70 eV), e faixa de aquisição de 40 a 

450 m/z. A temperatura da interface mantida em 240ºC e o detector de ionização em chamas a de 250ºC. 

B 

C 

D 

A
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A identificação dos constituintes químicos foi efetuada por meio da análise comparativa dos espectros 

de massas das substâncias com a biblioteca National Institute of Standards and Technology (NIST 14) e os 

índices de retenção de literatura das substâncias (Adams, 2017). Os índices de retenção foram calculados a 

partir da injeção da mistura de n-alcanos (C9-C24, Sigma USA) nas mesmas condições cromatográficas das 

amostras, aplicando-se a equação de Van den Dool e Kratz (1963). 

 

 

 

Figura 6: Cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de massas utilizado nas análises dos óleos essenciais de 

Lippia alba. 

 

A composição química do óleo essencial foi submetida a análise multivariada (análise de componentes 

principais – PCA) com o auxílio do programa Minitab, versão 18.1. Os dados foram centrados na média e 

posteriormente submetidos à análise de componentes principais.   

 

3.2. Caracterização da variabilidade genética dos genótipos de Lippia alba  

3.2.1. Extração de DNA genômico 

A partir dos testes de diferentes protocolos foi possível a construção de um protocolo baseado nos 

métodos clássicos de extração como Doyle e Doyle (1990), Elias (2004), Silva (2014) entre outros. Para a 

obtenção do DNA folhas jovens e frescas, em torno de 20 unidades (folhas) para cada indivíduo, foram 

coletadas (em julho de 2021) dos 132 genótipos pertencentes ao banco de germoplasma. Seguiu-se o 

protocolo descrito a seguir:  
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Após a colheita as folhas foram imediatamente colocadas em contato com nitrogênio líquido e em 

seguida dispostas em cadinhos de cerâmica para maceração; cerca de 30 mg deste pó foram transferidos 

para tubos eppendorf de 2 ml contendo 800 µl de tampão de extração (Tris-HCl 100mM pH 8, EDTA 

20mM, NaCl 1,4 M, CTAB 2%, PVP-40 e β-mercaptoetanol 0,2%), pré-aquecido a 65°C. Os tubos foram 

agitados em vórtex por 10 seg e incubados a 65°C em banho maria por 60 min sendo invertidos a cada 15 

min. Após um descanso de 5 min na bancada a temperatura ambiente adicionou-se 700 µl de clorofórmio - 

álcool isoamilico (24:1) para retirada das proteínas presentes no material vegetal, os tubos foram invertidos 

manualmente por 2 min; e condicionados na centrifuga recebendo em seguida a velocidade de centrifugação 

de 12.000 rpm por 10 min a 25°C, tendo a separação de duas fases. O sobrenadante (cerca de 500 µl) foi 

transferido a um novo tubo eppendorf de 2 ml e adicionado 700 µl novamente de clorofórmio - álcool 

isoamilico (24:1), e centrifugado a 12.000 rpm por 10 min em 25°C. O sobrenadante formado (cerca de 400 

µl) foi transferido novamente a um novo tubo eppendorf de 2 ml e adicionado 70% do volume coletado de 

isopropanol gelado e invertido manualmente por 2 min. Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 

min em 4°C. Com a formação do pellet, no fundo do tubo eppendorf o sobrenadante foi descartado e 

adicionado 500 µl de etanol 70% e invertido com cuidado para retirar qualquer impureza que possa ter sido 

extraída junto ao DNA, ou seja, “lavar” o pellet; os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 5 min a 

4°C e repetiu-se esta etapa de lavagem com etanol 95% gelado. Após a última etapa de centrifuga o líquido 

foi descartado e o pellet foi deixado para secar por 30 min. Posteriormente os pellets foram ressuspendidos 

em 150 µl de tampão TE e foram em seguida colocados em banho maria a 37°C por 15 min. Ao final foi 

adicionado 1 µl de RNAse (10 mg/ml) e as amostras foram armazenadas em freezer -20°C até o momento 

de uso.  

Para avaliação da integridade e qualidade do DNA extraído as amostras foram submetidas à eletroforese 

em gel de agarose a 1%, coradas com azul de bromofenol e gel red, com voltagem primeiramente a 80v por 

15 min para o material adentrar ao gel e posteriormente a 110v por 2 h e 30 min. A imagem foi captada por 

fotodocumentador (Fuji FILM – Thermal Imaging System FIT/500) e comparadas com DNA-ladder 

(Invitrogen) de 100pb. A concentração e pureza de DNA das amostras foi estimada por leitura em Nanodrop 

(Thermo), as amostras que apresentaram a razão de absorbância em curva de 260/280nm e a razão 

260/230nm entre 1,8 e 2,0, respectivamente, foram consideradas adequadas. As amostras que não 

apresentaram o padrão considerado adequado tanto na pureza e concentração quanto na integridade, 

passaram por uma nova extração conforme o protocolo descrito acima.  

O material genético de cada indivíduo obtido foi retido em estoque para as devidas retiradas de alíquotas 

para a diluição e obtenção de concentração final a 10 ng/µl, a fim de padronizar as reações de PCR 

necessárias nas avaliações por microssatélites.  
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3.2.2. Seleção dos Marcadores microssatélites  

Os locos microssatélites (SSRs) polimórficos foram escolhidos a partir de trabalhos anteriores (Ray et 

al, 2012; Santos, 2012; Lopes et al, 2015) com a espécie do estudo para serem utilizados na caracterização 

genética dos genótipos do banco de germoplasma. Foram adotados parâmetros de identificação de 

microssatélites com 10pb compostos por: motivos dinucleotideos com no mínimo sete repetições do 

motivo; motivos trinucleotideos com no mínimo cinco repetições do motivo e tetranucleotideos (ou mais) 

com mínimo de três repetições do motivo.  

Dos estudos de Ray et al. (2012) foram escolhidos 4 locos dos 10 locos polimórficos descritos para 

Lantana câmara e Phyla canascens, já a partir dos estudos de Lopes et al. (2015) foram determinados 11 

locos polimórficos. A seleção resultou em 15 pares de primers (“forward” / “reverse”) selecionados, os 

quais foram enviados a síntese, apresentando porcentagem média de CG de 46,5%, tamanho médio do 

produto amplificado de 200pb e temperatura média de anelamento de 55°C. A tabela contendo as 

sequencias selecionadas está localizada no Anexo I. 

 

3.2.3 Amplificação e avaliação da diversidade pelos marcadores ISSR  

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador modelo PTCTM-100 (MJ Reasearch 

Inc.). Para cada reação utilizou-se de 0,5 µl de Taq Polimerase; 0,15 µl de cada dNTP; 0,8 µl de cada primer 

(“forward” / “reverse”); 1 µl de tampão de reação livre de MgCl2 [75 mM Tris-HCL pH 9.0, 50 mM KCl e 

20 mM (NH4(2SO4]; 1 µl de 50mM MgCl2 juntamente a 2 µl de DNA genômico (10 ng/ul) num volume 

final de 15 µl.   

As condições de amplificação consistiram em uma etapa inicial a 94°C por 5 min; seguida pela etapa 

de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 min, acompanhada pela etapa de anelamento de cada primer 

(temperatura de anelamento específica de 46-60°C) por 45s e a 72°C por 1 min para extensão dos 

fragmentos; e para a etapa final de expansão a 72°C por 10 min. Os produtos de amplificação foram 

detalhados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão TBE (0,5X), corados com azul de 

bromofenol e gel red (proporção 1:1), sob uma voltagem de 80v por 10 min e 50v por 30 min.  

Para as análises estatísticas o número de alelos observados por loci foi calculado utilizando do software 

R. 4.1.3., e através das bandas observadas que receberam pesos moleculares com base em suas posições em 

relação a um padrão de 100pb. Foram calculados os valores do conteúdo de informação do polimorfismo 

(PIC) utilizando a fórmula de Liu et al. (2011), onde Pij é a frequência do alelo j para i locus e o somatório 

se estende por n alelos, de acordo com Prevost et al. (1999) e Tiwari et al. (2016): 
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PIC = 1 − n∑ j=1 Pij2 

Quanto à amplificação foi verificado a presença ou ausência em cada genótipo, gerando uma matriz 

binaria com variáveis discretas (presença “1” e ausência “0”). Apenas bandas consistentes e reprodutíveis, 

com uma variação de 100pb a 1600pb de tamanho foram incluídas na análise.  

No presente estudo, o índice de diversidade de Simpson foi utilizado a fim de estabelecer o potencial 

de discriminação (D) de cada marcador, o qual estabelece a capacidade de distinguir os indivíduos não 

relacionados, ou seja, a probabilidade de dois genótipos não relacionados serem colocados em grupos 

diferentes. Foi determinado pelo número de grupos definidos pelo marcador e pelas frequências relativas 

destes grupos, seguindo a seguinte equação adaptada de Mirzaei & Mirzaghaderi (2013): 

D = 1 − n∑ j=1  nj*(nj−1) / N*(N–1) 

Onde N é o número total de indivíduos da população, k é o número de indivíduos do grupo 

descriminado, e nj é o número de indivíduos pertencentes ao grupo jth. 

O coeficiente de similariedade de Pearson foi calculado para cada combinação de pares de genótipos 

sendo utilizado para construir um dendograma de acordo com o algoritmo UPGM (Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic Mean) por meio do software DendroUPGMA. 

 

3.2.4. Avaliação da atividade antibactericida e antifúngica de óleos essenciais  

A avaliação da atividade antimicrobiana foi realizada no Centro de Pluridisciplinar de Pesquisas 

Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQDA) da Universidade Estadual de Campinas em colaboração com 

a Profa. Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte. Foram utilizados os seguintes microorganismos: 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739) e Candida albicans (ATCC 10231). 

Os ensaios foram feitos por meio do Método de Microdiluição em Caldo de acordo com a Metodologia 

dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos (M7-A6, Vol. 23, no. 2) da CLSI (2005) – “Clinical 

and Laboratorial Standards Institute”/ ANVISA. O método considera a relação entre a proporção de 

crescimento do microorganismo a ser testado no meio líquido e a concentração da substância de interesse.  

A avaliação é comparada frente a um padrão antibiotico, no caso do experimento foi Nistatina 1mg/ml 

para C. albicans e Cloranfenicol 1mg/ml para S. aureus e E. coli. Como reagente revelador utilizou-se 

Solução de Cloreto de Trifenil Tetrazolium - CTT (Merck®) a 0,1 %, a qual auxiliou de forma visual a 

determinação da eficácia do método.  
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Figura 7: Foto referência de placas de ensaio para cepas de microorganismos (A) antes de ser revelada com CTT 

(B) e após de revelada, onde se observa o crescimento bacteriano ou da levedura, coradas com coloração rósea.   

 

A composição dos meios de cultivo “nutriente Agar” em g/l foi de: extrato de carne 3,0; peptona de 

carne 5,0; agar bacteriológico 15,0. Na balança analítica foram pesados 20g do meio Nutriente Agar 

semipronto (Merck®). Em seguida, foi colocado 1L de água destilada, homogeneizado até dissolução do pó 

e autoclavado a 121°C por 15 minutos. Já para o Caldo Mueller Hinton a composição do meio em g/l foi 

de: extrato de carne 2,0; caseína hidrolizada 17,5; amido 1,5. Na balança analítica foram pesados 21g do 

Meio Mueller Hinton semipronto (BD Difco®). Em seguida, foi colocado 1L de água destilada, 

homogeneizado até dissolução do pó e autoclavado a 121°C por 15 minutos. O inóculo foi preparado a 

partir da suspensão de células de crescimento recente (24h) em solução salina, sendo a densidade ótica 

acertada até turbidez correspondente a solução de Mc Farland 0,5 (625 nm, Abs entre 0,08 e 0,1).  

 

3.2.5. Inóculo das Bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli  

No caso das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538), e Escherichia coli (ATCC 8739) o preparo 

dos inóculos para o teste de susceptibilidade foi realizado segundo as recomendações do protocolo M7-A6 

para bactérias (NCCLS, 2003). Culturas de bactérias de 24h cultivadas em meios específicos foram 

transferidas para tubos de ensaio contendo 4 mL de solução salina estéril. As soluções de bactérias foram 

homogeneizadas em vórtex e alíquotas de 2 mL foram tomadas para leitura em espectrofotômetro a 625nm 

e ajustadas com solução salina para DO de 0,08 a 0,10 correspondente à concentração de 1,5 x 108 UFC/mL. 

Aos 2 mL remanescentes das suspensões de bactérias, foram adicionadas as mesmas quantidades de solução 

salina utilizada no ajuste em espectrofotômetro. A partir das soluções padronizadas, procedeu-se a diluição 

seriada de forma a se obter, ao final da mesma, a concentração de 1,5 x 106 UFC/mL e, destas últimas 

soluções, 6 mL foram transferidos para tubos contendo 3 mL de meio de cultura, estabelecendo-se uma 

concentração de 1 x 106 UFC/mL ou 1 x 105 em 100 µL, sendo que nos poços das microplacas inoculados 

as concentrações resultaram em 5 x 104 UFC/mL. 

A B 
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3.2.6.  Inóculo da Levedura (Candida albicans) 

A levedura Candida albicans (ATCC 10231) foi cultivada em tubo de ensaio contendo o meio ágar 

Saboraud a 35 °C por 48h. Após o crescimento das células, alíquotas da cultura foram retiradas com alça 

de platina e transferidas para tubo de ensaio contendo 4 mL de solução salina 0,90% estéril. A solução de 

levedura foi homogeneizada em vortex e uma alíquota (2 mL) lida em espectrofotômetro a 530 nm e 

ajustada com solução salina 0,90% para uma DO de 0,09 a 0,11, correspondente à 5,0 x 106 UFC/mL. À 

suspensão remanescente (2mL), foi adicionada a mesma quantidade de solução salina utilizada na leitura 

em espectrofotômetro. A partir da solução padronizada foi realizada a diluição seriada obtendo-se ao final 

da mesma 5,0 x 104 UFC/mL. Por fim, 1 mL da solução diluída foi transferida para um tubo de ensaio 

contendo 9 mL de caldo RPMI-1640, correspondendo à concentração de 2,5 x 103 UFC/mL ou 2,5 x 102 

UFC em 100µL (NCCLS, 2003). 

 

3.2.7. Determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) pelo Método da Microdiluição 

(CLSI, 2003, 2012) 

Em uma microplaca esterilizada de 96 poços foram depositados 100 L do meio de cultura citado 

acima, sendo a coluna 12 utilizada para os controles do microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. 

Na coluna 1 - linha A foram acrescentados 50 L da solução de óleo essencial, de concentração conhecida 

(um genótipo diferente para cada número ou coluna), sendo estes referentes ao controle de esterilidade das 

amostras. Em seguida, 100 L dos mesmos materiais foram adicionados na linha B, o conteúdo dos orifícios 

homogeneizados com o meio e transferidos para o orifício da linha seguinte (C), repetindo-se este 

procedimento até a linha H, de modo a obter uma concentração decrescente do material. Os 100 L finais 

foram desprezados. Em seguida foram adicionados 100 L do inóculo do microrganismo, cuja turvação foi 

comparada à escala McFarland 0,5 seguido de diluição para concentração final de 104 células/mL.  

As placas foram seladas com parafilm® e incubadas por 24-48 h à 36 oC, nas condições de aeração 

exigidas por cada microrganismo. Decorrido o período de incubação, foram depositados em todos os poços 

50 µL de solução corante revelador de 0,1% de cloreto de trifenil tetrazólio (TTC) e as placas re-incubadas 

por um período de 3h. A MIC foi definida como a menor concentração capaz de impedir o aparecimento 

de coloração vermelha, conferida ao meio quando as células apresentam atividade respiratória (NCCLS, 

2003). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 Rendimento e composição química dos óleos essenciais  

O rendimento dos óleos essenciais dos 100 genótipos teve valor médio de 0,8%. De acordo com Barros 

et al (2009) e Camelo (2010) a época da coleta a variação climática podem influenciar no rendimento do 

óleo essencial extraído de Lippia alba, sendo que os maiores teores de 2,80% de óleo essencial são 

observados nos primeiros meses do ano (janeiro e fevereiro), período em que a coleta da maioria das 

amostras foi realizada no presente estudo. Nota-se que o genótipo L.a111 apresentou a maior porcentagem 

de óleo essencial (2,48%), seguido pelos genótipos L.a83, L.a40 e L.a47, com rendimentos de 2,17; 1,99; 

1,97 respectivamente.  

Tabela 1 – Rendimento do óleo essencial de 100 genótipos de Lippia alba.  

Genótipos Massa seca (g) 

Massa do 

óleo (g) 

Rendimento 

(%) 

L.a01 74.67 0.18 0.25 

L.a02 58.93 0.32 0.55 

L.a03 33.37 0.21 0.63 

L.a04 (a/b) 36.34 0.12 0.32 

L.a05 53.44 0.47 0.89 

L.a06 74.55 0.49 0.65 

L.a07 35.98 0.19 0.53 

L.a08 68.57 0.29 0.42 

L.a09 34.22 0.28 0.82 

L.a10 61.39 0.42 0.69 

L.a11 106.52 0.73 0.69 

L.a12 35.84 0.39 1.10 

L.a13 23.88 0.12 0.50 

L.a15 19.99 0.12 0.62 

L.a20 170.50 1.72 1.01 

L.a21 31.50 0.10 0.31 

L.a22 148.59 0.71 0.48 

L.a23 68.83 0.30 0.43 

L.a24 45.18 0.63 1.39 

L.a25 30.80 0.24 0.77 

L.a26 89.20 0.50 0.56 

L.a27 39.00 0.64 1.64 

L.a28 61.74 0.72 1.17 

L.a29 47.88 0.56 1.17 

L.a30 30.67 0.55 1.78 

L.a32 67.61 0.71 1.05 

L.a33 84.93 0.78 0.92 

L.a34 84.50 0.70 0.83 
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Tabela 1 – Continuação ... Rendimento do óleo essencial de 100 genótipos de Lippia alba.  

Genótipos Massa seca (g) 

Massa do 

óleo (g) 

Rendimento 

(%) 

L.a36 61.47 0.31 0.51 

L.a37 30.00 0.21 0.70 

L.a38 55.41 0.53 0.96 

L.a39 82.70 0.89 1.07 

L.a40 13.04 0.26 1.99 

L.a42 84.37 0.44 0.52 

L.a43 136.89 1.3 0.95 

L.a44 13.96 0.19 1.35 

L.a45 7.80 0.11 1.41 

L.a46 18.36 0.14 0.78 

L.a47 23.35 0.46 1.97 

L.a48 319.21 1.05 0.33 

L.a50 54.20 0.63 1.16 

L.a52 58.93 0.61 1.03 

L.a53 56.68 0.88 1.55 

L.a54 71.20 0.92 1.29 

L.a57 54.32 0.50 0.92 

L.a58 10.99 0.13 1.18 

L.a59 60.00 0.39 0.65 

L.a60 31.25 0.24 0.78 

L.a61 12.60 0.04 0.35 

L.a62 58.10 0.32 0.55 

L.a63 111.38 1.58 1.42 

L.a64 27.73 0.45 1.62 

L.a65 60.40 0.23 0.38 

L.a66 10.33 0.46 0.44 

L.a67 10.33 0.05 0.45 

L.a69 22.86 0.26 1.12 

L.a70 19.15 0.15 0.78 

L.a71 15.18 0.24 1.58 

L.a73 59.19 0.49 0.83 

L.a74 45.40 0.39 0.85 

L.a75 87.50 1.04 1.19 

L.a76 26.50 0.34 1.30 

L.a77 29.50 0.36 1.21 

L.a78 45.70 0.53 1.17 

L.a79 53.50 0.87 1.63 

L.a80 72.04 0.49 0.68 

L.a83 15.18 0.33 2.17 

L.a84 53.50 0.73 1.36 

L.a85 88.84 0.54 0.61 



34 
 

Tabela 1 – Continuação ... Rendimento do óleo essencial de 100 genótipos de Lippia alba.  

Genótipos Massa seca (g) 

Massa do 

óleo (g) 

Rendimento 

(%) 

L.a86 28.20 0.32 1.14 

L.a87 277.67 1.79 0.64 

L.a88 40.30 0.24 0.60 

L.a89 50.10 0.47 0.93 

L.a90 56.90 0.45 0.80 

L.a91 26.30 0.32 1.23 

L.a92 38.50 0.40 1.04 

L.a94 48.90 0.24 0.48 

L.a95 48.90 0.23 0.48 

L.a96 109.73 1.11 1.01 

L.a97 38.28 0.21 0.54 

L.a98 38.28 0.20 0.54 

L.a101 67.65 0.30 0.44 

L.a103 44.39 0.22 0.50 

L.a105 36.90 0.23 0.64 

L.a107 74.00 0.06 0.08 

L.a108 56.18 0.57 1.01 

L.a110 94.06 0.76 0.81 

L.a111 14.51 0.36 2.48 

L.a113 101.83 1.11 1.09 

L.a114 9.28 0.08 0.86 

L.a115 25.64 0.15 0.59 

L.a118 65.10 0.73 1.13 

L.a119 89.00 1.23 1.38 

L.a121 24.39 0.26 1.07 

L.a123 12.46 0.09 0.72 

L.a125 20.44 0.14 0.68 

L.a128 14.44 0.08 0.55 

L.a129 17.30 0.04 0.21 

L.a131 54.00 0.36 0.67 

L.a132 55.00 0.47 0.85 

 

A partir da análise dos óleos essenciais dos 100 genótipos foram selecionados os óleos essenciais de 30 

genótipos de Lippia alba que apresentaram destacada divergência na composição química em especial os 

compostos majoritários. A composição química dos óleos essenciais dos 30 genótipos selecionados esta 

demonstrada na tabela 2. 
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 Tabela 2: Composição química (%) dos óleos essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba.  

  Genótipos        

Substâncias IRL  

(Calculado) 

 

L.a115 

 

L.a27 

 

L.a30 

 

L.a04a 

 

L.a121 

 

L.a105 

 

L.a38 

 

L.a108 

 

L.a06 

α-pineno 934 - - - - - - - - 4,59 

canfeno 949 4,59 - - - - - - - - 

sabineno 976 - 4,62 2,04 - 4,00 - - - - 

β-pineno 979 0,68 - - - - - - - 1,77 

mirceno 994 13,68 0,93 1,88 9,45 20,85 11,06 8,99 1,8 30,41 

α-felandreno 1009 - - - - - - - - - 

α-terpineno 1020 - - - - - - - - - 

p-cimeno 1028 6,15 - - - - - - - - 

o-cimeno 1029 - - - - - - - - - 

limoneno 1031 4,91 33,29 - - - - - - - 

1,8-cineol 1034 - - 14,57 0,56 19,79 8,43 13,57 12,57 - 

cis -ocimeno 1039 - - - 0,5 - - - - - 

(E)-β-ocimeno 1050 1,89 0,95 0,9 - 1,01 - - - 1,6 

γ-terpineno 1060 2,01 - - - - - - - - 

terpinoleno 1092 1,-4 - - - - - - - - 

m-cimeno 1099 - - - - - - - - - 

linalol 1115 1,16 1,98 33,81 23,36 2,14 - 1,76 - 0,64 

canfora 1155 29,01 - - - - - - - - 

cis-pinocarveol 1160 - - - - - - - - - 

terpinen-4-ol 1190 - - - - - - - - - 

α-terpineol 1210 - - 0,65 - - - 1,8 - - 

verbenona 1227 - - - - - - - - - 

neral 1256 - - 17,39 20,3 16,47 18 27,62 36,82 23,69 

carvona 1260 - 42,59 - - - - - - - 

piperitona 1267 - - - - - - - - - 

geranial 1285 - - 22,24 25,04 19,99 26,6 35,55 44,39 26,81 

acetato de bornila 1292 2,93 - - - - - - - - 

piperitenona 1364 - - - - - - - - - 

α-copaeno 1378 1,65 - - - 1,08 2,59 - - - 

(E)-cariofileno 1423 13,84 - - 3,46 4,42 7,41 2,89 - 0,66 

α-guaieno 1441 - - - 0,74 - 6,74 3,22 - 1,35 

α-humuleno 1458 - - - 0,84 - 2,08 - - - 

(E)- β-farneseno 1461 - - - - 2,13 - - - - 

germacreno D 1486 1,62 6,23 0,97 1,41 1,8 1,74 - - - 

(E)-β-guaieno 1509 - - - - - 3,55 - - - 

δ -guaieno 1513 - - - - - - 1,88 - - 

δ-cadineno 1528 1,35 - - - 0,78 2,11 - - - 

germacreno B 1555 - - 1,85 3,21 - - - - - 

óxido de cariofileno 1593 8,4 - 0,71 4,58 1,53 7,56 - - 1,48 

(-): substância não detectada, IRL= índice de retenção linear; 1,8- cineol: também denominada de eucaliptol 
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Tabela 2: Continuação ... Composição química (%) dos óleos essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba.  

 
 Genótipos 

Substâncias IRL  

(Calculado) 

 

L.a 89 

 

L.a 131 

 

L.a 125 

 

L.a 37 

 

L.a132 
α-pineno 934 - 16,33 - 5,57 0,37 

canfeno 949 - - - - - 
sabineno 976 0,7 - - 3,83 - 

β-pineno 979 0,51 1,24 - - 0,63 

mirceno 994 23 15,65 9,51 22,13 33,37 

α-felandreno 1009 - - - - - 

α-terpineno 1020 2,38 - - - - 

p-cimeno 1028 - - - - - 

o-cimeno 1029 - 2,5 6,93 - - 

limoneno 1031 - 0,45 4,93 - 2,27 

1,8-cineol 1034 33,38 25,56 21,07 22,88 - 

cis -ocimeno 1039 - 1,69 1,94 0,95 0,47 

(E)-β-ocimeno 1050 2,26 - 2,95 2,85 0,98 

γ-terpineno 1060 3,45 - 3,92 - - 

terpinoleno 1092 1,08 - 4,11 - - 

m-cimeno 1099 - - - - - 

linalol 1115 16,06 11,91 11,28 2,2 2,11 

canfora 1155 - - - - - 

cis-pinocarveol 1160 - - - - - 

terpinen-4-ol 1190 3,57 2,36 1,14 - -,66 

α-terpineol 1210 1,33 1,13 - 5,29 - 

verbenona 1227 - - - - - 

neral 1256 - - 6,08 - 13,9 

carvona 1260 - - - - 2,18 

piperitona 1267 - - - - - 

geranial 1285 0,96 - 12,73 - 1,7,17 

acetato de bornila 1292 - - - - - 

piperitenona 1364 - - - - - 

α-copaeno 1378 - - - - - 

(E)-cariofileno 1423 1,54 2,69 3,29 9,62 2,71 

α-guaieno 1441 - - - 7,71 3,45 

α-humuleno 1458 - - - 2,83 0,99 

(E)- β-farneseno 1461 - - - - - 

germacreno D 1486 1 - - - 0,93 

(E)-β-guaieno 1509 - 2,05 - 6,14 - 

δ -guaieno 1513 - - - - 1,94 

δ-cadineno 1528 - - 1,39 2,25 - 

germacreno B 1555 - - - - - 

óxido de cariofileno 1593 - 6,82 - - 3,03 

(-): substância não detectada, IRL= índice de retenção linear; 1,8- cineol: também denominada de eucaliptol 
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Tabela 2: Continuação ... Composição química (%) dos óleos essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba.  

 
 Genótipos 

Substâncias IRL  

(Calculado) 

 

L.a44 

 

L.a26 

 

L.a22 

 

L.a42 

 

L.a90 

 

L.a92 

 

L.a87 

 

L.a36 

 

L.a98 

 

L.a76 

 

L.a04b 

α-pineno 934 - - - - - - - - - - 2,16 

canfeno 949 - 4,54 - 3,57 - - - - - - - 

sabineno 976 3,97 - - - - - - - 4,98 - - 

β-pineno 979 - 0,55 - - - - - - - - - 

mirceno 994 17,19 13,85 3,97 0,79 - 1,31 2,65 3,07 7,26 5,95 19,4 

α-felandreno 1009 - - - - - - - - - 2,77 - 

α-terpineno 1020 - - - - - - - - - 6,72 - 

p-cimeno 1028 - - - - - - - - - - - 

o-cimeno 1029 - 2,91 2,53 - - - 0,6 2,57 1,71 - 2,88 

limoneno 1031 - 2,88 - - - - - - - 9,79 4,-9 

1,8-cineol 1034 14,19 1,37 1,71 11,08 - - 12,24 8,82 19,33 9,32 1,6 

cis -ocimeno 1039 - - - 0,87 - - 1,97 - - 3,97 1,38 

(E)-β-ocimeno 1050 - - - 2,97 - - 4,92 - - 7 3,52 

γ-terpineno 1060 - 1,42 - - - - 1,24 - - 4,57 - 

terpinoleno 1092 - 0,65 - - - - - - 0,77 10,26 1,5 

m-cimeno 1099 - - - - - - - - - - 2,42 

linalol 1115 19,88 33,17 51,65 43,51 64,63 86,87 41,6 42,46 52,35 33,89 23,73 

canfora 1155 - 14,34 20,12 - - - - - - - - 

cis-pinocarveol 1160 - - - - - - - - - - - 

terpinen-4-ol 1190 - - - - - - 0,78 3,11 1,49 - 0,79 

α-terpineol 1210 1,13 - - - - - 0,67 - - - - 

verbenona 1227 - - - - - - - - - - - 

neral 1256 12,84 - 2,89 5,69 6,21 1,55 5,72 2,74 0,96 - 11,02 

carvona 1260 - - - - - - - - - - - 

piperitona 1267 - - - - - - - - - - - 

geranial 1285 17,91 - 4,06 7,23 8,19 1,98 8,03 3,7 - - 14,46 

acetato de 

bornila 

1292 - 2,29 - - - - - - - - - 

piperitenona 1364 - - - - - - - - - - - 

α-copaeno 1378 - 1,05 - 0,79 - - - - - - - 

(E)-cariofileno 1423 4,81 7,06 11,6 1,94 4,69 - 2,34 3,43 1,22 - - 

α-guaieno 1441 - - - - - - - - - - 0,87 

α-humuleno 1458 - - - - - - - - - - - 

(E)- β-farneseno 1461 1,92 - - - - - - - - - - 

germacreno D 1486 3,49 2,61 - 4,78 3,28 - - 7,11 1,84 - - 

(E)-β-guaieno 1509 - - - - - - - - - - - 

δ -guaieno 1513 - - - - - - - - - - - 

δ-cadineno 1528 - - - - - - 2,44 - - - 1,63 

germacreno B 1555 1,03 1,15 - 3,94 4,97 - - 5,28 1,59 - - 

óxido de 

cariofileno 

1593 1,28 2,75 - 2,01 6,07 2,22 - 1,61 2,21 - - 

(-): substância não detectada, IRL= índice de retenção linear; 1,8- cineol: também denominada de eucaliptol 
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Tabela 2: Continuação ... Composição química (%) dos óleos essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba.  

 
 Genótipos 

Substâncias IR  

(Calculado) 

 
L.a01 

 
L.a129 

 
L.a10 

 
L.a23 

 
L.a08 

α-pineno 934 - 7,77 8,05 19,75 21,27 

canfeno 949 - - - - - 

sabineno 976 1,35 - 0,25 3,66 2,86 

β-pineno 979 - - 0,51 - 1.16 

mirceno 994 60,8 48,32 26 50,9 44,1 

α-felandreno 1009 - - - - - 

α-terpineno 1020 - - - - - 

p-cimeno 1028 - - - - - 

o-cimeno 1029 - 10,62 - - - 

limoneno 1031 - - 14,8 3,1 1,75 

1,8-cineol 1034 - - - 2,37 0,21 

cis -ocimeno 1039 - - - - - 

(E)-β-ocimeno 1050 - - 1,97 2,33 0,45 

γ-terpineno 1060 - - - - - 

terpinoleno 1092 - - - - - 

m-cimeno 1099 - - - - - 

linalol 1115 3,49 - 2,84 2,31 0,35 

canfora 1155 - - - - - 

cis-pinocarveol 1160 - - 0,34 - - 

terpinen-4-ol 1190 - - - - - 

α-terpineol 1210 - - - - - 

verbenona 1227 - - 3,75 - - 

neral 1256 - 4,84 - - - 

carvona 1260 - - - - - 

piperitona 1267 - - 2,39 - - 

geranial 1285 - 13,77 - - - 

acetato de bornila 1292 - - - - - 

piperitenona 1364 - - 6,89 - - 

α-copaeno 1378 - - - - - 

(E)-cariofileno 1423 6,81 - 3,3 7,06 6,85 

α-guaieno 1441 9,29 4,66 - - - 

α-humuleno 1458 2,7 - - - - 

(E)- β-farneseno 1461 - - - - - 

germacreno D 1486 6,37 - 14,87 4,19 4,19 

(E)-β-guaieno 1509 - - - - - 

δ -guaieno 1513 9,18 - - - - 

δ-cadineno 1528 - - - - - 

germacreno B 1555 - - - - - 

óxido de cariofileno 1593 - - 0,54 - 3,2 

(-): substância não detectada, IRL= índice de retenção linear; 1,8- cineol: também denominada de eucaliptol 
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Na tabela 2 é possível verificar as substâncias majoritárias identificadas nos óleos essenciais (valor 

médio): canfora (21,15%); carvona (22,38%); neral (19,15%) e geranial (25,82%); 1,8-cineol (24,22%), 

linalol (43%) e mirceno (46,21%). A variação relativa dos compostos presentes nos óleos essenciais está 

submetida a diversos fatores, entre ambientais e genéticos. Segundo Tholl (2006) e Polatoglu (2013) 

existem centenas de genes terpenos “sintases” envolvidos na composição, responsáveis pela variação da 

composição dos óleos essenciais, o que origina os diversos quimiotipos. A literatura relata a existência de 

cinco quimiotipos comumente encontrados na espécie Lippia alba, sendo eles: quimiotipo, mirceno/citral; 

limoneno/citral; limoneno/carvona; linalol e -cariofileno/geranial (Matos, 1991; Craveiro et al, 1981 e 

Santana, 2015), podendo ainda estar presente o quimiotipo 1,8-cineol e citral (Zoghbi, 1998; Thompson, 

2003).  

Segundo Blank e colaboradores (2011) independentemente das substâncias majoritárias, a composição 

do conjunto destas é o que determina as diferentes aplicações possíveis para o óleo essencial, desta forma 

a caracterização química dentro do banco de germoplasma é importante para a identificação dos genótipos 

de alta qualidade e que possuam os melhores conjuntos de substâncias.  

 

4.2 Distribuição dos genótipos e composição de seus óleos essenciais  

Foi realizada a análise de componentes principais (PCA) dos dados de composição química dos 30 

genotipos (figura 8). Os genótipos foram separados em oito grupos: grupo I (genótipo L.a10); grupo II (L.A 

76); grupo III (L.a27); grupo 4 (L.a23, L.a08); grupo V (L.a01); grupo VI (L.a37, L.a105); grupo VII ( L.a 

125, L.a89, L.a 87, L.a 04b) e o grupo VIII constituído pelos demais genótipos. Os constituintes mais 

abundantes em cada grupo estão demonstrados na tabela 3.  

Tabela 3: Substâncias majoritárias responsáveis pelos agrupamentos dos óleos essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba. 

Grupos Substâncias majoritárias Genótipos 

Grupo I mirceno; limoneno; germacreno D L.a10 

Grupo II 1,8- cineol, linalol, limoneno, terpinoleno L.a76 

Grupo III limoneno, carvona L.a27 

Grupo IV α-pineno, mirceno, limoneno L.a23, La08 

Grupo V mirceno, α-guaieno, δ-guiaeno L.a01 

Grupo VI 1,8-cineol, mirceno, (E)- cariofileno L.a37, L.a105 

Grupo VII 1,8-cineol, mirceno, neral, geranial, linalol  L.a 125, L.a89, L.a87, L.a04b 

Grupo VIII linalol L.a38, L.a108, L.a06, L.a132, L.a131, L.a44, L.a26, L.a22, L.a42, 

L.a90, L.a92, L.a36, L.a98, L.a129, L.a115, L.a30, L.a04a, L.a121 
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Figura 8: Análises de Componentes Principais dos óleos essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba do banco de 

germoplasma do IAC. (A) Gráfico de score (B) Gráfico de loadings. 

 

B 

A 
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Dentro do grupo VIII, além do linalol destaca-se a presença e canfora nos genotipos L.a115, L.a26 e 

L.a22, com percentuais de 29,01%, 14,34% e 20,12% respectivamente.  

De acordo com a PCA (figura 8B) as substâncias responsáveis pelo agrupamento I, II, III e V (todos 

representados por um único genótipo) são: cis-pinocarveol, piperitona, verbenona, piperitenona e 

germacreno D (grupo I); α-felandreno, α-terpineno, terpinoleno , (E)-β-ocimeno, cis-ocimeno e  γ-terpineno 

(grupo II); carvona, α- pineno e β-pineno (Grupo III); δ-guaieno, (E)-cariofileno e (E)-β-farneseno e 

sabineno (grupo V). Observa-se que a maioria dos óleos essenciais dos genótipos avaliados apresentaram 

linalol como substância majoritária, tornando-o a substância mais abundante dentre os genótipos do banco 

de germoplasma do IAC.  

Devido a diversidade química encontrada dentro da espécie, existe uma divergência para a atividade 

farmacológica empregada, a tabela 4 contém as principais aplicações dos compostos mais comumente 

encontrados em Lippia alba na literatura e que foram também constatados nos genótipos avaliados no 

presente trabalho.  

 

Tabela 4 – Substâncias comumente encontradas nos óleos essenciais de Lippia alba e suas respectivas aplicações 

de acordo com a literatura.  

Substância Classe Aplicações Literatura  

LINALOL monoterpeno 
anti-inflamatório 

analgésico 

Bottignon, 2009; Cseke et al, 

2006; Oliveira, 2004 

NERAL / GERANIAL monoterpenos 
antioxidante 

fungitoxica 

Silva et al, 2008; Khan e 

Ahmad, 2012; Thompson, 

2003 

MIRCENO monoterpenos 
efeitos analgésicos e 

sedativos 

Briskin, 2000; Cseke et al, 

2006 

1,8-CINEOL monoterpenos 
antitóxico 

antibactericida 

Juergens et al, 2003; 

Paparoupa e Gillissen 2016 

LIMONENO monoterpenos atividade antibacteriana 
Silveira, 2012; McGeady, 

2002; Santos, 2003 

-PINENO monoterpenos antifúngico 
Andrade, 2017 

CARVONA monoterpenos antibactericida 
Oliveira, 2007; Ehlert et al, 

2013; Borges Leal, 2019 

CANFORA monoterpenos 
expectorante 

atividade antibactericida 

Ismaiel, 1990; Buchbauer, 

1990 
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Dentre as substâncias mais abundantes entre os 30 genótipos avaliados a presença da carvona está no 

genótipo L.a27. Encontrada normalmente em sementes de endro (Anethum graveolens L.) e em hortelã-

comum (Mentha spicata L.) a carvona apresenta ampla aplicação, especialmente terapêutica. Tem sido 

historicamente muito utilizada no armazenamento em longo prazo de batatas, pois ela inibe que a 

germinação ocorra, ocasionando em um maior período de preservação, ao mesmo tempo em que apresenta 

propriedades anti-fungicas e anti-bacterianas (Ehlert et al, 2013; Kerstholt, 1997; Jirovetz, 2003).  

Outra substância identificada com um potencial terapêutico promissor foi a canfora presente no 

genótipo L.a115. Normalmente adquirida por meio da extração da seiva da canforeira (Cinnamomum 

camphora), ou por meio da oxidação do -pineno (Nerio, 2009). Na indústria de cosméticos, a canfora está 

inserida na produção de sabonete, cremes e loções; já na indústria farmacêutica apresenta potencial de atuar 

sobre infecções no sistema respiratório por ser expectorante.  É muito indicada para o tratamento de tosses, 

resfriados e bronquite, além de beneficiar a circulação sanguínea. Devido às suas propriedades anti-

nematoides também foi verificado a sua ação como vermífugo natural (Ismaiel, 1990; Buchbauer, 1990).  

Além destas substâncias observou-se a repetição o (E)-cariofileno em muitos genótipos avaliados. Sua 

presença pode ser justificada por atuar nas linhas de defesa da própria planta, causando a morte de 

fitoparasitas ou micro-organismos nocivos (Galdino et al, 2012). 

 

4.3 Obtenção do material genômico (DNA)  

Para a padronização do protocolo de extração do DNA genômico foram realizados testes com 14 

protocolos modificados fundamentados na bibliografia. Observou-se uma variação nas respostas aos 

protocolos, porém todos resultaram em um DNA genômico de baixa qualidade, tendo a sua integridade 

degradada (figura 7). Acredita-se que a variação dos resultados obtidos está correlacionada as 

características próprias da cultura do estudo (Lippia alba). Sabe-se que por ser uma planta aromática e 

medicinal possui uma concentração abundante de metabolitos secundários, os quais não são totalmente 

removidos durante os protocolos clássicos de extração, permanecendo como contaminantes na solução final 

de DNA extraído.  
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Figura 9: Gel de agarose a 1% de alguns protocolos testados. (A, B e D) Demonstração da contaminação de RNA 

nas amostras extraídas de DNA genômico; (C) Detalhamento da contaminação das amostras por polifenóis e 

polissacarídeos; (E) Observação de arraste da amostra, caracterizando contaminação por substâncias derivadas do 

metabolismo secundário e (F) Comparação do comportamento da amostra de Lippia alba e Feijão submetidos ao 

mesmo protocolo, com degradação do DNA das amostras de Lippia alba.  

 

Observou-se uma contaminação por fenóis e polissacarídeos nas amostras, onde as bandas obtidas 

tinham forma cônica em direção ao polo positivo e alguma retenção do material genético nos poços (figura 

9 C.). Os polissacarídeos tornam o DNA viscoso, semelhante a uma textura de cola e não são aplicáveis a 

reação de PCR por inibir a atividade precisa das enzimas de restrição (Porebski, 1997). A partir do momento 

de ruptura das células esses compostos entram em contato com o material genético e confere-lhe uma cor 

amarronzada reduzindo seu tempo de manutenção (Fang, 1992).  

Outra contaminação observada foi através de metabolitos secundários, como os taninos que após a 

ruptura celular se oxidam e podem-se ligar aos ácidos nucleicos, evitando seu isolamento. Tal degradação 

é observada no gel de agarose pela presença de uma mancha de arraste nas amostras, impossibilitando a 

visualização do material genético (figura 9 E). Já pela contaminação de RNA que também foi observada 

tem-se a presença de bandas de menores tamanhos moleculares (figura 9A, B e D).    

 

DNA ladder (100pb) DNA ladder (100pb) 
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B 

C D E F 
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O novo protocolo desenvolvido e padronizado proporcionou a extração de DNA genômico com uma 

melhor qualidade, incolor e livre de substâncias viscosas que o possam degradar. Dentre as modificações 

realizadas, a adição do PVP (polivinilpirrolidona) foi uma das que mais contribuíram na obtenção de 

amostras claras e limpas, uma vez que o PVP é um antioxidante que protege a cadeia de DNA contra danos 

através de complexas ligações de hidrogênio com os compostos fenólicos. Quando centrifugados na 

presença de clorofórmio acumulam-se na interface entre as fases orgânica e aquosa, o que permite que 

sejam facilmente removidos antes de oxidar irreversivelmente as moléculas de DNA. Através da 

eletroforese em gel de agarose a 1% foi possível verificar a integridade do DNA das amostras. Por meio da 

figura 10 observa-se que as bandas bem definidas e claras, sem arraste ou indícios de contaminação além 

de apresentarem uma uniformidade entre as amostras. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Visualização da integridade do DNA extraído de Lippia alba, de alguns dos genótipos avaliados em 

gel de agarose a 1%, obtidos por meio do protocolo adaptado no presente trabalho.  

 

 Pela Lei de Lambert-Bier sabe-se que o DNA absorve luz no comprimento de onda de 260nm, 

sendo possível assim estimar concentrações de ácidos nucleicos em relação aos demais compostos obtidos 

nos protocolos de extração. Considerando a relação das absorbâncias A260nm/A280nm, observa-se a 

pureza das amostras de DNA extraído em relação à contaminação de proteínas, amostras com valores 

menores que 1.8 são consideradas degradadas. Com o protocolo adaptado os valores obtidos de pureza estão 

dentro do padrão de boa qualidade, superiores a 1,8. Quando observado a relação das absorbâncias 

A260nm/A230nm estima-se a contaminação com fenóis, “beads” magnéticos, carboidratos e algumas 

proteínas. Das amostras avaliadas os resultados foram satisfatórios, corroborando para a não contaminação 

com valores acima de 1.8.  

 

 

DNA ladder (100pb) 
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4.4. Caracterização dos SSRs     

Dos 132 genótipos de Lippia alba pertencentes ao banco de germoplasma foram selecionados 30 

genótipos representativos, de acordo com os perfis químicos determinados, para avaliar a diversidade 

genética dentre eles. Dos 15 marcadores polimórficos (SSR) escolhidos, dez obtiveram amplificação em 

pelo menos um genótipo dos 30 avaliados (tabela 5). Os loci P440 (p14) e P166 (p15) tiveram o maior 

número de alelos (cinco alelos), seguido por P294 (p4) e P77 (p6) contendo quatro alelos; e P229 (p13) 

contendo três alelos; seguidos por La484 (p5) e P432 (p7) com dois alelos e Lac14 (p2), Pch17 (p3), e 

Lac08 (p12) contendo um único alelo.  

O loco com maior magnitude foi o P432 onde teve-se o anelamento em todos os genótipos avaliados, 

e o menos foi o Lac14 com o anelamento com somente 3 genótipos.  

Tabela 5 – SSR reagentes, número de bandas polimórficas para os 30 genótipos de Lippia alba, analisados em 

gel de agarose a 1.5%. 

Primers  

Temperatura 

de 

anelamento 

(Ta°C) 

Número de 

alelos   

Bandas 

polimórficas 

Tamanho dos 

fragmentos (pb) 

 

Polimorfismo 

% 

 

PIC Simpson 

Lac14-p2 55 1 - 344-380 - 1 0.18 

Phc17-p3 55 1 - 299-334 - 1 0.33 

P294-p4 55 4 4 213-233 100 0.25 0.74 

P484-p5 55 2 2 140-154 100 0.5 0.24 

P77-p6 56 4 2 102-176 50 0.25 0.29 

P432-p7 56 2 2 132-211 100 0.5 0.28 

Lac08-p12 50 1 - 163-200 - 1 0.72 

P229-p13 50 3 3 103-199 100 0.33 0.80 

P440-p14 50 5 5 107-201 100 0.20 0.59 

P166-p15 52 5 4 136-182 80 0.20 0.50 

 

Dos dez SSRs amplificados, os locos Lac-14, Phc-17 e Lac-08 foram monomórficos, permitindo a 

estimativa de sete deles polimórficos. Cada SSR produziu um conjunto de bandas com tamanhos variados 

de 200pb a 1500pb. O índice de polimorfismo médio foi de 76%, sendo calculado por meio das bandas 

polimórficas. O valor médio de PIC foi de 0.29 e terminado por uma matriz binária de presença ou ausência 

(1 e 0) para cada primer, através do número de bandas polimórficas versus o número total de bandas 

registradas, desconsiderando os iniciadores com bandas únicas (monomórficas). 
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Figura 11: Amplificação de três SSR (A-p294, B-p229 e p432) em 30 genótipos de Lippia alba avaliados em gel 

de agarose a 1,5% com presença de DNA ladder e padrão de peso molecular com 100pb.    

 

4.5. Verificação da discriminação genética entre os genótipos  

A capacidade média de discriminação entre os SSRs foi determinada pelo coeficiente de Simpson tendo 

um valor médio de 0,42, indicando a existência de relativa variabilidade genética entre os genótipos de 

Lippia alba do banco de germoplasma. Moreno (2001) afirma que valores de Simpson são medidas de 

dominância fortemente influenciada pela importância de um elemento mais frequentes na espécie e, à 

medida que o índice aumenta, a diversidade diminui. Desta forma quando essa probabilidade é menor 

menos diversa geneticamente a população será.  

Viccini e colaboradores (2004) alegam que altos índices de discriminação são encontrados mais 

comumente entre populações naturais, porém populações dentro de bancos de germoplasma podem 

apresentar uma boa diversidade, já que seus indivíduos carregam uma herança genética originalmente de 

regiões distintas. Desta forma é possível afirmar que o banco de germoplasma avaliado de Lippia alba 

apresenta uma diversidade genética média tendo sua origem de diferentes localidades advindas do território 

brasileiro.  

 

 ladder (100pb) 

 A  B  C 
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4.6. Correlação entre a caracterização dos perfis químicos dos óleos essenciais e a diversidade 

genética.   

A Lippia alba apresenta uma ampla plasticidade fenotípica, química e genética que dificulta a sua 

correta identificação quanto à similaridade ou discrepância entre seus genótipos. Tal variação, além de uma 

questão evolutiva interessante, leva uma observação ao se considerar que o uso pela população é feito de 

forma indiferente aos perfis químicos e genéticos encontrados.    

Por meio do dendograma de distancias genéticas, associado aos dados de quantidade de DNA, foi 

possível observar o distanciamento entre os genótipos (figura 12). Ao correlacionar tais dados aos obtidos 

com a caracterização dos óleos essenciais percebe-se uma tendência quanto à presença das substâncias 

majoritárias de cada perfil e o agrupamento entre a maioria dos genótipos que a compartilham.  

 

Figura 12: Dendograma de similaridade genética por UPGMA com coeficiente de Pearson de 30 genótipos de 

Lippia alba. As cores em cada ramo representam diferentes substâncias majoritárias, sendo vermelho – mirceno, 

amarelo – citral (neral/geranial), azul – linalol, verde – 1,8 cineol, laranja – carvona e roxo – canfora.  
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Por meio dos trabalhos de Reis et al (2014) percebe-se a existência de uma variação considerável no 

tamanho do genoma de Lippia alba. Mesmo dentro dos acessos diploides tem-se um aspecto de variação 

natural do cariótipo, onde indivíduos do mesmo nível possuem uma fórmula cariotípica diferente (Sousas 

et al, 2009; Pierre et al, 2011 e Reis et al, 2014). Este cenário colabora com a hipótese de que uma porção 

específica do genoma de Lippia alba está apta a sofrer modificações nas taxas de rearranjos nas regiões do 

genoma (Sahijram et al, 2003). Esta instabilidade genética é altamente susceptível ao estresse fisiológico, 

onde as influências externas demandam uma maior produção de seus metabolitos secundários, ocasionado 

em modulações nos perfis químicos (variação na composição dos óleos essenciais) e de mutações na 

sequência de nucleotídeos a fim de suprir a demanda de substâncias eficientes ao combate de ameaças ou 

condições climáticas (Pierre, 2004).  

Por meio dos estudos de Pierre et al (2011) a cariotipagem da Lippia alba foi evidenciada, a partir de 

três quimiotipos, os quais apresentaram diferenças em relação ao número e morfologia dos cromossomos. 

O quimiotipo citral, exibiu 2n=30 cromossomos, o quimiotipo carvona 2n=60 e o quimiotipo linalol uma 

vasta variação numérica de 2n=12 a 60, caracterizando um mixploide. Esta correlação entre um tipo 

químico específico (quimiotipo) e um dos níveis de ploidia estabelece uma co-dependencia para diversidade 

encontrada na espécie (Viccini, 2014). Segundo Lopes et al (2020) a espécie Lippia alba é um poliploide 

complexo, com diploides, triploides, tetraploides e mixaploides onde cada nível de ploidia agrupa 

conjuntamente.  

Observou-se no presente estudo uma correlação entre os perfis químicos derivados das substâncias 

majoritárias encontradas nos 30 genótipos avaliados de Lippia alba e sua variação polimórfica molecular. 

Destaca-se o comportamento diferenciado dos genótipos pertencentes aos perfis químicos carvona e 

canfora, onde se “distanciam” geneticamente com relação aos demais, frente aos conjuntos de SSRs P77 - 

P440 – P166 e Pch17 - Lac08 – P229, respectivamente (figura 13). Enquanto estes SSRs sugeriram um 

comportamento diferenciado para canfora ou carvona, tem-se que o P484 indica em conjunto uma 

diferenciação dos genótipos pertencentes a estes dois grupos dos demais (figura 13).  

Para os genótipos ricos em mirceno observou-se a eficiência do primer P166, onde houve a 

diferenciação deste frente aos demais grupos. Outro SSRs que teve comportamento similar, porém frente 

aos genótipos com alta abundância de 1,8-cineol (eucaliptol) foi o P77. De maneira genérica os genótipos 

que apresentaram abundância de linalol mostraram evidência pelos sete SSRs avaliados, não sendo possível 

uma diferenciação genética entre os demais grupos. Com exceção do SSRs Lac04 onde sugere-se um 

comportamento único e específico para os genótipos com abundância a substância linalol.   
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Figura 13: Perfil molecular de amplificação dos SSRs monomorficos em relação aos Perfis químicos de óleos 

essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba, com a identificação dos tamanhos das bandas em cada SSRs, descrito 

pelas diferentes tonalidades.  
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Figura 13: Continuação ...... Perfil molecular de amplificação dos SSRs monomorficos em relação aos Perfis 

químicos de óleos essenciais dos 30 genótipos de Lippia alba, com a identificação dos tamanhos das bandas em cada 

SSRs, descrito pelas diferentes tonalidades. 
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4.7 Ensaios da atividade antibactericida e antifúngica  

Os resultados de concentração mínima inibitória (MIC) obtidos dos testes de avaliação antimicrobiana 

dos óleos essenciais foram positivamente eficientes para quase todos os genótipos testados, frente a duas 

cepas de bactérias e uma estirpe de levedura. Somente os genótipos pertencentes ao grupo II e V não tiveram 

ação inibitória, frente a nenhum dos testes.  

Para cada microorganismo a resposta dos óleos essenciais foi específica e diferenciada, uma vez que a 

composição química e seus percentuais relativos influenciam o potencial antimicrobiano de formas 

distintas.  

 

Figura 14: Concentração mínima inibitória (MIC) média obtida nos ensaios de eficiência dos oleos essenciais de 

Lippia alba frente aos três microorganismos (C. albicans, E. coli e S. aureus). 

 

Segundo Menezes et al (2009), extratos vegetais com boa atividade antimicrobiana devem apresentar 

MIC igual ou inferior a 100 mg/mL. Todas as substâncias empregadas no presente estudo foram avaliadas 

em concentrações inferiores a 100 mg/mL. Constatando o potencial antimicrobiano das amostras.  

De acordo com os dados apresentados pela figura 14 a levedura C. albicans (ATCC 10231) exibe uma 

sensibilidade perante as amostras de óleo essencial testados. Os valores de MIC satisfatórios foram menores 

que 0.5 mg/mL com melhor atuação dos genótipos pertencentes ao grupo VIII com percentuais elevados 

de neral e geranial, caracterizando a presença de citral em abundância. Um ponto relevante que deve ser 

lembrado é que a ação inibitória destas amostras de óleos essenciais não possui a ação inibitória somente 

pela presença de seus compostos majoritários. Assim como na Lippia alba, a substância citral também é 

encontrada em abundância em capim-limão (Cymbopogon citratus), onde em estudos realizados 
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anteriormente observou-se sua ação inibitória a C. albicans, juntamente ao eugenol e linalol (Silva et al, 

2008; Khan e Ahmad, 2012).  

Poucas são as opções de combate eficaz a C. albicans, devido às limitações de ação e de efeitos 

secundários. No entanto, terpenoides como a carvona, limoneno e ácido perilico são capazes de inibir a sua 

transformação de cocos para a forma filamentosa, a qual é responsável por sua patogenicidade, além de já 

ter estudos que comprovam um aumento na porcentagem de leucócitos em ratos após sua administração 

(McGeady, 2002.). Segundo Tao Ouyang Jia (2014) a eficácia dos óleos essenciais ricos em citral frente a 

C. albicans, possui uma sinergia a presença de algumas outras substâncias, como o mirceno e -guaieno os 

quais também foram identificados nos genótipos que tiveram uma boa resposta inibitória frente C albicans.  

Neste trabalho, foi demostrada a presença deste sinergismo entre as substâncias majoritárias e as demais 

identificadas. Nos mesmos estudos de Tao Ouyang Jia (2014) é sugerido o mecanismo de ação dos óleos 

essenciais, por meio da capacidade de suas substâncias destruírem a integridade da membrana celular, além 

de inibir o crescimento micelial causando danos à membrana celular e comprometendo sua integridade e 

permeabilidade. 

Para os resultados obtidos dos ensaios frente às cepas bacterianas (E. coli-ATCC 11775 e S. aureus-

ATCC 6538) o desempenho dos óleos essenciais as duas bactérias, teve uma correlação inversa de 

suscetibilidade e resistência, respectivamente. Um fato interessante, já que tal fenômeno pode estar 

relacionado à composição dos óleos essenciais testados, porém o perfil bacteriano também pode influenciar 

na atividade inibitória dos óleos essenciais.  

Comumente, as características estruturais de bactérias gram-positivas como no caso de S. aureus 

acarreta numa maior sensibilidade aos óleos essenciais in vitro do que as gram-negativas, como E.coli, As 

bactérias gram-negativas normalmente apresentam parede bacteriana diferenciada, com uma membrana 

externa composta por lipoplossacarideos o que confere maior resistência por evitar a difusão e acúmulo de 

óleos essências na célula bacteriana (Imelouane et al, 2009). Porém nos resultados obtidos no presente 

estudo observou-se a ação contrária, havendo uma maior resistência de S. aureus (ATCC 6538) em relação 

a E. coli (ATCC 11775), frente ao contato com os óleos de Lippia alba testados.    

Mesmo com uma maior resistência, os valores de MIC foram satisfatórios à concentrações de óleos 

essenciais de 0.5 mg/ml nos genótipos pertencentes aos grupos VI, VII e VIII (figura 14). Trabalhos de 

Silveira (2012) destacam um efeito inibitório em frente ao S. aureus de óleos essenciais de lavanda 

brasileira (Lavandula dentata) contendo 1,8-cineol, sabineno, canfora, mirceno e limoneno, substâncias 

estas que estão presentes nestes grupos. A atividade antimicrobiana exercida por estas substâncias são 

descritas por diferentes mecanismos. Uma hipótese seria de que os terpenos interferem com a expressão de 
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genes codificadores de fatores de virulência, como no caso específico de linhagens de S. aureus, produtoras 

de enterotoxinas (Qiu et al, 2011). 

Com relação ao comportamento dos óleos essenciais frente à cepa de E.coli (ATCC 11775) testada, 

observa-se pela figura 14 que foi maior a quantidade de genótipos que apresentaram atividade inibitória 

que os demais microrganismos, evidenciando uma ação fortemente bacteriostática dos óleos essenciais de 

Lippia alba. Sendo 90 % dos genótipos testados com algum grau de inibição, somente genótipos 

pertencentes do grupo II e V não tiveram resposta positiva.  

Os óleos essenciais obtidos dos genótipos de Lippia alba testados apresentaram valores de MIC 

menores que 0.25 mg/mL, evidenciando a alta eficiência contra E. coli. Foi possível verificar que a 

substância majoritária que prevaleceu nesta ação antibactericida foi o linalol. Resultados observados de sua 

ação antimicrobiana já foram comprovados, perante uma concentração inibitória de 1.25 mg/mL, como 

observado em catinga-de-mulata (Aeollanthus suaveolens), muito comum no Nordeste pelo seu uso contra 

gripe, febre, dores e podendo estar relacionada ao auxílio de estados convulsivos (Oliveira et al, 2004).  

Dentre os óleos essenciais que apresentaram melhor resposta inibitória frente a E.coli ocorreu uma 

variação entre suas substâncias majoritárias, como observado na figura 14 onde os genótipos de diferentes 

grupos químicos exibiram uma melhor inibição. Tais ressalvas corroboram com as hipóteses de que um 

único composto não é suficientemente responsável pela atividade inibitória do óleo essencial.  

O mecanismo de ação específico dos óleos essenciais perante suas atividades antimicrobianas não foi 

completamente descrito, porém os estudos de Castro et al. (2015) e Hammer et al. (2012) sugerem que a 

atividade antimicrobiana dos óleos essenciais se deve à interação desse produto natural e de seus 

constituintes, ou seja, o conjunto das substâncias e seus percentuais nos óleos essenciais podem vir a ser o 

propulsor para seu potencial terapêutico, e não só a presença de um único composto. Tal hipótese pode ser 

evidenciada por meio dos resultados obtidos no presente trabalho, onde maioria dos óleos essenciais 

avaliados possuiu uma atividade antimicrobiana.   
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5. CONCLUSÃO  

Em vista da importância da espécie e os aspectos viáveis para o melhoramento de Lippia alba, os dados 

obtidos neste trabalho foram eficientes em demonstrar a diversidade de perfis químicos dos óleos essenciais 

e a presença de variabilidade genética entre os genótipos pertencentes ao banco de germoplasma do IAC 

por meio de sete SSRs, além de observar-se a atividade inibitória antimicrobiana dos mesmos genótipos.   

Obteve-se uma grande variação da composição química dos óleos essenciais com a identificação de 39 

substâncias. Os óleos essenciais dos 30 genótipos do banco de germoplasma foram distribuídos em oito 

grupos químicos distintos, contendo as seguintes substâncias majoritárias: canfora, carvona, neral e 

geranial, 1,8-cineol, linalol e mirceno.  

Com os dados moleculares teve-se a eficiência de sete SRRs na observação de variabilidade genética 

dentre os genótipos avaliados no banco de germoplasma de Lippia alba. Destacando a plasticidade e a 

adaptação genômica da espécie, por meio de um índice médio de polimorfismo de 76%. A diversidade 

observada através do índice médio de diferenciação (Simpson) foi de 0.42 demonstrando uma diversidade 

relativamente média. Os dados obtidos dos SRRs possibilitaram a observação de uma correlação entre um 

tipo específico de perfil químico e diferentes níveis de ploidia. O presente trabalho sugere a instabilidade 

do genoma de Lippia alba, a qual deve ser considerada na exploração futura para fins medicinais ou 

agronômicos com a espécie. 

A respeito da atividade antibacteriana dos óleos essenciais de Lippia alba, pode-se concluir que os 

genótipos avaliados presentes ao banco de germoplasma possuem ação inibitória contra Candida albicans 

(ATCC 10231), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 11775). A maioria das 

amostras avaliadas apresentaram resposta positiva com ação antimicrobiana em pelo menos um dos três 

microorganismos testados. Estes dados colaboram para o destaque do potencial de uso da espécie como 

agente antimicrobiano. Teve-se uma atividade fortemente satisfatória com valores de MIC menores que 

0,50 mg/ml para Candida albicans e Staphylococcus aureus e menores que 0,25 mg/ml para Escherichia 

coli. O aumento da resistência pelos microrganismos, bem como o surgimento e destaque de reações 

adversas pelos usuários a antibióticos tem restringido cada vez mais a utilização de drogas antimicrobianas 

comercialmente disponíveis para os tratamentos. Os genótipos de Lippia alba testados no presente trabalho 

apresentaram uma inibição favorável nas condições realizadas. Logo é possível afirmar que a Lippia alba 

possui um potencial antimicrobiano forte para o combate de bactérias e leveduras.  

Conclui-se a partir de estudos das suas atribuições químicas e genéticas, que a Lippia alba apresenta 

propriedades biológicas que fazem desta espécie uma fonte com forte potencial natural para estudos de 

novos fitoterápicos. Entretanto, caracterização de sua diversidade química e variabilidade genética ainda 
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necessita de mais estudos a fim que se possa validar as relações entre os perfis químicos e os dados de 

variabilidade genética. Além disso, devemos avançar nos estudos de atividade farmacológicas que geram 

possíveis aplicações biotecnológicas para o germoplasma de Lippia alba.  
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7. ANEXO I  

Microssatélites selecionados com as respectivas sequencias (direta e reversa) dos indicadores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


