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RESUMO 
 

 
 
 

TEL, Eduardo Vinicius. Atividade antibacteriana do óleo essencial da parte aérea 
de Eugenia uniflora obtido por arraste a vapor. 2021. 39. Trabalho de Conclusão 
de Curso (Bacharelado em Química) - Universidade Tecnológica Federal do Paraná. 
Pato Branco, 2021. 

 
 
Eugenia uniflora é uma espécie popularmente conhecida como pitangueira, 
pertencente à família Myrtaceae e caracterizada como planta alimentícia não 
convencional (panc). No presente estudo, obtém-se o óleo essencial da parte aérea 
(galhos finos e folhas) de E. uniflora por arraste a vapor e hidrodestilação, calculando 
o rendimento para cada método de obtenção. A atividade antibacteriana do óleo 
essencial obtido por arraste a vapor foi analisada por meio das análises de disco- 
difusão em ágar e microdiluição em caldo, para as bactérias B. cereus, S. aureus, E. 
coli e S. typhimurium. Por disco-difusão em ágar, avaliou-se o diâmetro do halo de 
inibição formado pela amostra em placas de Petri contendo cada suspensão 
bacteriana. Por microdiluição em caldo, foram realizadas várias diluições do óleo 
essencial com o objetivo de se estimar a faixa de Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
em cada bioensaio. A pesquisa contribui para uma possível aplicação da parte aérea 
de pitangueira, ao invés dos frutos, e confere maior visibilidade e valorização para a 
panc em estudo. 

 
Palavras-chave: Arraste a Vapor. Atividade Antibacteriana. Eugenia uniflora. Óleos 
Essenciais. Panc. 



ABSTRACT 
 

 
 
 

TEL, Eduardo Vinicius. Antibacterial activity of essential oil from the aerial part 
of Eugenia uniflora obtained by steam distillation. 2021. 39. Trabalho de 
Conclusão de Curso (Bacharelado em Química) - Federal Technology University - 
Parana. Pato Branco, 2021. 

 
 
Eugenia uniflora is a species popularly known as pitangueira, belonging to the 
Myrtaceae family and characterized as a non-conventional food plant (panc). In the 
present study, the essential oil of the aerial part (twigs and leaves) of E. uniflora is 
obtained by steam distillation and hydrodistillation, calculating the yield for each 
method of obtaining. The antibacterial activity of the essential oil obtained by steam 
distillation is verified by the methods disk diffusion in agar and microdilution in broth, 
for the bacteria B. cereus, S. aureus, E. coli and S. typhimurium. By disk diffusion in 
agar, the diameter of the inhibition halo formed by the sample in Petri dish containing 
each bacterial suspension was evaluated. By microdilution in broth, several dilutions 
of the essential oil were performed in order to estimate the Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) range in each bioassay. The research contributes to a possible 
application of the aerial part of pitangueira, instead of the fruits, and gives greater 
visibility and appreciation for the studied panc. 

 
Keywords: Antibacterial Activity. Essential Oils. Eugenia uniflora. Panc. Steam 
Distillation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

Os produtos naturais apresentam uma crescente aplicabilidade em diversas 

áreas presentes na vida cotidiana, tendo em vista suas variadas atividades biológicas. 

Desse modo, o presente estudo proporciona a ideia do resgate cultural e o aumento 

da visibilidade de espécies caracterizadas como plantas alimentícias não 

convencionais (panc). 

Panc são pouco consumidas e utilizadas no cotidiano, bem como 

constantemente negligenciadas por grande parte da população, visto que, no Brasil, 

estima-se a existência de cerca de 3 mil espécies de plantas alimentícias, 

correspondentes a 10% da flora nativa do país, mas ainda assim, usualmente o 

cardápio da população se limita a algumas dezenas de espécies. Por conta dessa 

desvalorização cultural, as panc não apresentam uma ampla aplicação na indústria 

alimentícia, cosmética, farmacêutica, entre outras. 

A presente pesquisa avalia a atividade antibacteriana do óleo essencial obtido 

da parte aérea (folhas e galhos finos) de Eugenia uniflora, popularmente conhecida 

como pitangueira. Assim, o estudo se justifica porque a espécie se caracteriza como 

panc, já que, além dos frutos não serem usualmente disponibilizados à venda e 

praticamente não existirem produtos alimentícios industrializados baseados em 

pitanga, as folhas e galhos podem ser comestíveis. 

O óleo essencial de E. uniflora utilizado nas análises microbiológicas foi obtido 

por arraste a vapor, em um sistema laboratorial que imita a produção industrial em 

larga escala. A partir da avaliação da atividade antibacteriana, o objetivo da pesquisa 

foi contribuir para uma maior visibilidade do potencial científico da panc, e despertar 

interesse da indústria na obtenção de óleos essenciais de espécies regionais. 
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2 OBJETIVOS 

 
 
2.1 GERAL 

 
 

Realizar a obtenção do óleo essencial da parte aérea de E. uniflora via arraste 

a vapor e hidrodestilação, para análise de potencial atividade antibacteriana e 

posterior análise cromatográfica, conferindo maior visibilidade à planta alimentícia não 

convencional (panc). 

 

2.2 ESPECÍFICOS 
 
 

Obter óleo essencial da parte aérea de pitangueira utilizando um sistema de 

arraste a vapor d’água, para posterior análise cromatográfica; 

Avaliar qualitativamente a atividade antibacteriana do óleo essencial obtido 

via arraste a vapor, analisando o diâmetro do halo de inibição formado com a técnica 

de disco-difusão em ágar; 

Examinar quantitativamente o caráter inibitório do óleo essencial obtido via 

arraste a vapor com a estimativa da Concentração Inibitória Mínima (CIM), por meio 

da técnica de microdiluição em caldo; 

Obter óleo essencial da parte aérea de pitangueira seca, via hidrodestilação 

com aparato Clevenger acoplado à manta aquecedora, para posterior análise 

cromatográfica. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
 
3.1 PLANTAS ALIMENTÍCIAS NÃO CONVENCIONAIS (PANC) 

 
 

O Brasil se destaca quando o assunto é a biodiversidade, possui a mais 

variada flora do mundo, correspondente a 22% das espécies vegetais conhecidas 

mundialmente (BRASIL, 2017; MYERS et al., 2000). Apesar das diversas políticas e 

campanhas de preservação ambiental, é notável e alarmante a quantidade de 

espécies conhecidas que estão em risco de extinção por conta da devastação causada 

pela urbanização e agropecuária (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018). 

A diminuição da biodiversidade vegetal também se dá por conta da 

globalização, visto a estimativa de que apenas 20 a 30 espécies correspondem a 90% 

dos alimentos consumidos mundialmente, enquanto existem pelo menos 3 mil plantas 

alimentícias apenas no Brasil (CHAVES, 2016). Como resultado dessa monocultura 

alimentar, além da limitação da dieta brasileira e do desaparecimento de espécies, 

existem também as consequências na saúde da população, visto o uso excessivo de 

agrotóxicos e transgênicos (BRASIL, 2014; KELEN et al., 2015). 

Na contramão da agricultura convencional, em 2008, o Professor e Biólogo 

Valdecy Ferreira Kinupp adota a expressão plantas alimentícias não convencionais 

(panc) para tratar das espécies vegetais que não fazem parte da dieta habitual 

brasileira, mas que possuem valor nutricional e cultural (KELEN et al., 2015). 

Usualmente algumas das panc são vistas como plantas invasoras por conta do 

crescimento espontâneo e independente, quando na verdade deveriam ser vistas 

como opção para maior diversificação de nossa base alimentar, já que além de ricas 

em vitaminas essenciais, podem ser facilmente cultivadas (CHAVES, 2016). 

Dar visibilidade às panc se faz fundamental por diversos motivos: a 

valorização cultural de comunidades tradicionais e indígenas que as utilizam na vida 

cotidiana, a preservação dessas espécies defendendo a rica biodiversidade brasileira, 

a diversificação da dieta que traz impactos econômicos e hábitos saudáveis, e 

também um mundo de oportunidades para o estudo das espécies na ciência 

(CARVALHO et al., 2015; CHAVES, 2016). Dentre as diversas qualidades das panc, 

vários trabalhos apontam a presença de moléculas antioxidantes, que agem 

diretamente na diminuição da concentração de radicais livres no organismo, radicais 
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esses que podem ser responsáveis pelo desencadeamento de doenças degenerativas 

e envelhecimento das células (HIRATA; SATO; SANTOS, 2004; VIANA et al., 2015). 

 

3.1.1 Eugenia uniflora 
 
 

O presente trabalho fará uso do óleo essencial da parte aérea da espécie E. 

uniflora, uma panc pertencente à família Myrtaceae, é usualmente referida 

popularmente como pitangueira e pode se dispor na forma de uma pequena árvore ou 

um denso arbusto. A espécie é principalmente conhecida por seus frutos comestíveis, 

pitangas, que podem apresentar coloração amarela, alaranjada, vermelha e até 

mesmo preta. Os frutos apresentam alta perecibilidade, fator esse que dificulta o 

comércio in natura, sendo assim mais utilizado comercialmente em processados como 

polpas congeladas (SIMINSKI; REIS; CORADIN, 2011). 

As folhas da espécie são popularmente utilizadas em chás, estudos relatam 

um caráter antidiarreico, antipirético, antigripal, estomáquico, hipotensor e 

hipoglicemiante (AURICCHIO; BACCHI, 2003; DA FONSECA-KRUEL; PEIXOTO, 

2004). O extrato alcoólico das folhas também se faz útil na medicina popular, uma vez 

descrita sua utilização no tratamento de ansiedade, hipertensão arterial, verminose, 

febres, tosses e bronquites (AURICCHIO et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2002 apud 

AURICCHIO et al., 2007). 

Na cosmetologia, o óleo essencial das folhas de pitangueira possui aplicação 

em diversos produtos como shampoos, perfumes e óleos corporais por conta de seu 

agradável odor. Porém, várias pesquisas apontam que suas qualidades não estão 

apenas no aroma, visto que apresentam diversas atividades biológicas importantes 

como antimicrobiana, antioxidante, antitumor, antinociceptiva, antifúngica e inseticida 

(AMORIM et al., 2009; COSTA et al., 2010; JUNG et al., 2013; MOURA et al., 2018; 

OGUNWANDE et al., 2005; VICTORIA et al., 2012). 

 

3.2 METABÓLITOS 
 
 

As características químicas de uma espécie vegetal estão relacionadas ao seu 

metaboloma, sendo esse a composição de todas as moléculas presentes no 

organismo, dentre essas moléculas se destacam os metabólitos primários e 
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secundários (HALL, 2006). A composição do metabolismo primário é basicamente o 

mesmo para todos os organismos, sendo esse responsável por prover substâncias 

que atuam nas diversas funções bioquímicas essenciais para a vida celular, como a 

respiração, a biossíntese de aminoácidos, desenvolvimento de células e certos 

mecanismos gerais de defesa (BRAZ FILHO, 2010; ZAYNAB et al., 2019). 

 

3.2.1 Metabólitos Secundários 
 
 

A maioria dos compostos orgânicos produzidos pelas plantas não participam 

diretamente do seu processo de crescimento e desenvolvimento, esses compostos 

fazem parte do metabolismo secundário e são responsáveis por caracterizar as 

individualidades das espécies. Durante muito tempo, o estudo desses metabólitos 

secundários foi dado como insignificante e recebeu pouca atenção por parte dos 

biólogos vegetais. Entretanto, o estudo das propriedades químicas é de grande 

importância para os químicos orgânicos desde meados da década de 1850, vindo 

posteriormente a servir como base para a química orgânica contemporânea 

(CROTEAU; LEWIS; KUTCHAN, 2000). 

O metabolismo secundário é responsável por conferir às plantas 

características específicas como cor, sabor e odor; também se faz importante em 

mecanismos de defesa contra insetos, herbívoros, patógenos, etc. (BENNETT; 

WALLSGROVE, 1994). O estudo desses produtos naturais impulsionou o 

desenvolvimento de diversas técnicas, como as de separação e elucidação de 

estruturas; também se apresentaram muito eficazes em inúmeros produtos como 

perfumes, polímeros, fármacos, corantes, inseticidas, herbicidas e muitos outros 

(CROTEAU; LEWIS; KUTCHAN, 2000). 

Dentre as diversas classes de metabólitos secundários existem os metabólitos 

secundários voláteis, são compostos facilmente percebidos sensorialmente pelo 

olfato, além de apresentarem baixo peso molecular (aproximadamente 300 unidades 

de massa atômica) e alta pressão de vapor, sendo assim facilmente carreados pelo 

ar ou pela água (SANTOS FILHO, 2010). São distribuídos em variadas classes, onde 

se destacam os terpenoides, fenilpropanoides, benzenoides, derivados de 

aminoácidos e derivados de ácidos graxos (DUDAREVA; PICHERSKY, 2008). 
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3.3 TERPENOS 

 
 

Os terpenos provavelmente constituem a maior classe de produtos naturais e 

são popularmente conhecidos por seus compostos e derivados representarem a 

fração majoritária dos diversos óleos essenciais. Possuindo mais de 20 mil compostos 

conhecidos, esses metabólitos não apenas possuem grande importância para o 

desenvolvimento da planta e a interação da mesma com o meio ambiente, como 

também significativo valor comercial por conta de suas fragrâncias, sabores, ações 

inseticidas e diversos outros usos (CROTEAU; LEWIS; KUTCHAN, 2000; FELIPE; 

BICAS, 2017; THOLL, 2006). 

Usualmente são moléculas altamente insaturadas, sendo assim facilmente 

decompostas por calor, luz e oxigênio para produzir compostos de odores 

indesejados. Possuem inúmeras variações estruturais que são divididas conforme 

unidades de 5 átomos de carbono derivados do isopentenil pirofosfato ou de seu 

isômero dimetilalil pirofosfato (DE CASTRO; JIMÉNEZ-CARMONA; FERNÁNDEZ- 

PÉREZ, 1999; THOLL, 2006). 

Faz-se importante destacar algumas classes de terpenos, como os 

tetraterpenos (C40), também conhecidos como carotenoides, são compostos 

responsáveis por atribuir coloração às diversas plantas e frutos. Também é relevante 

citar os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), que são as principais moléculas 

na composição de óleos essenciais, apresentam alta volatilidade por conta de 

possuírem massa molecular inferior, e seus derivados oxigenados são altamente 

odoríferos e responsáveis por aromas característicos (DE CASTRO; JIMÉNEZ- 

CARMONA; FERNÁNDEZ-PÉREZ, 1999; FELIPE; BICAS, 2017). 

 

3.4 ÓLEOS ESSENCIAIS (OE) 
 
 

Mais de 17.000 espécies vegetais apresentam óleos essenciais em sua 

composição, esses são metabólitos secundários odoríferos caracterizados como 

líquidos voláteis que servem como sinais químicos para regular o papel ecológico de 

uma planta, fazendo com que a mesma desempenhe importantes funções como se 

comunicar com outras plantas, repelir predadores, inibir a germinação de sementes e 

atrair insetos para polinização. Os óleos essenciais podem ser encontrados em 
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diversas partes das plantas como na flor, folha, rizoma, raiz, semente, fruto e até 

mesmo madeira (HANIF et al., 2019; SVOBODA; GREENAWAY, 2003). 

Podendo representar de 0,01% a 10% do peso da planta, os óleos essenciais 

são a mistura de mais de 200 compostos, onde a composição se divide entre a fração 

volátil e os resíduos não voláteis. A fração volátil representa 90-95% do OE e nela 

estão presentes hidrocarbonetos, monoterpenos, sesquiterpenos, aldeídos alifáticos, 

álcoois, ésteres e derivados oxigenados; os resíduos não voláteis representam 5-10% 

do OE e são representados por hidrocarbonetos, esteróis, ácidos graxos, 

carotenoides, ceras e flavonoides (RAO; PANDEY, 2007). 

Possuem ampla aplicação em áreas como a farmacologia, nutrição, 

agricultura e principalmente cosmetologia, seja na perfumaria ou na aromaterapia, 

técnica terapêutica que consiste no uso de óleos essenciais para inalações, 

massagens, banhos e afins (HANIF et al., 2019). Estudos mostram as diversas 

maneiras de como a aromaterapia pode ser considerada eficaz, um exemplo é a 

inalação do OE por meio do sistema olfatório, transmitindo sinais que chegam até o 

córtex olfatório e liberando neurotransmissores, como por exemplo, a serotonina, 

colaborando assim no tratamento de diversas doenças como ansiedade, depressão e 

insônia (SÁNCHEZ-VIDAÑA et al., 2017). 

 

3.4.1 Métodos de Obtenção 
 
 

Devido ao crescente uso dos óleos essenciais, seus métodos de obtenção 

estão constantemente sendo estudados para que se consigam melhores resultados 

com um menor tempo e custo. Os métodos de obtenção são divididos em 

convencionais e inovadores; os métodos convencionais são mais comuns e 

acessíveis, como a hidrodestilação, arraste por vapor d’água, extração por solventes 

orgânicos ou prensagem a frio; os métodos inovadores são mais complexos e vêm 

sendo estudados como alternativas mais modernas, dentre diversos exemplos pode- 

se citar as extrações: por micro-ondas, por ultrassom e com fluídos supercríticos ou 

subcríticos (ASBAHANI et al., 2015; DE CASTRO; JIMÉNEZ-CARMONA; 

FERNÁNDEZ-PÉREZ, 1999). 

No processo de hidrodestilação, o método de extração de óleo essencial mais 

comumente utilizado em laboratórios, o material vegetal fica imerso em água fervente, 
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o vapor resultante contém água e OE, esse vapor é arrastado até chegar ao 

condensador, retornando ao estado líquido e fluirá até o separador formando uma 

mistura heterogênea, visto que a água e OE são, na maioria dos casos, imiscíveis 

(dependendo da composição). No separador, a água, que fica na parte inferior da 

mistura por conta da maior densidade, é retornada para o destilador para que o OE 

possa ser coletado (BUSATO et al., 2014; SOVOVÁ; ALEKSOVSKI, 2006). 

O presente trabalho também fará uso da destilação de arraste a vapor d’água, 

sendo esse o método mais comumente empregado para a obtenção de óleo essencial 

nas indústrias por se tratar de um sistema simples, eficiente e principalmente 

econômico em grandes escalas. Nessa técnica, o material vegetal não faz contato 

direto com a água no estado líquido, sendo então apenas saturado pelo vapor d’água, 

o restante do processo é muito semelhante ao de hidrodestilação, uma vez que o 

vapor resultante será condensado, resultando em uma mistura heterogênea de água 

e OE a serem posteriormente separados (SARTOR, 2009). 

 

3.4.2 Análises Desenvolvidas 
 
 

Com o objetivo de determinar a potencial atividade antibacteriana do óleo 

essencial, duas técnicas serão aplicadas: disco-difusão em ágar e microdiluição em 

caldo. A disco-difusão em ágar é uma simples técnica que possui diversas variações, 

consiste na difusão de um agente antimicrobiano pela superfície do meio de cultura 

contendo ágar, avaliando então a influência e eficácia do agente antimicrobiano em 

inibir a reprodução ou até mesmo matar microrganismos escolhidos para a análise 

através dos halos de inibição formados (PDS/HPPC, 2015). A microdiluição em caldo 

é uma técnica que permite avaliar quantitativamente o caráter antimicrobiano da 

amostra através da estimativa da Concentração Inibitória Mínima (CIM); a verificação 

da CIM se faz importante para analisar a mínima concentração em que o OE apresenta 

potencial atividade antimicrobiana, maximizando assim, o aproveitamento deste (DE 

SOUZA, 2006). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL 

 
 

A parte aérea da espécie E. uniflora (Fotografia 1) foi coletada na 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná (UTFPR) – Campus Pato Branco, às 9 

horas da manhã na localização 26°11'50.3"S 52°41'24.9"W, nos dias de verão 12 e 13 

de março de 2021. Após coletar o material vegetal de pitangueira (Fotografia 2), o 

material vegetal foi secado à temperatura ambiente por pouco tempo, até atingir o 

ponto de murcha, reproduzindo o que é feito na indústria em maior escala, e, em 

seguida, encaminhado para a obtenção do óleo essencial. 
 
 

Fotografia 1 - Parte aérea (galhos finos e folhas) da espécie E. uniflora (pitangueira) 
Fonte: Autoria própria (2021) 
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Fotografia 2 - Árvore da espécie E. uniflora (pitangueira) 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 
4.2 OBTENÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL 

 
 

Os processos de obtenção de óleo essencial de E. unifllora ocorreram no 

laboratório de Química Orgânica da UTFPR e foram realizados em triplicata para cada 

método, para posterior avaliação cromatográfica que será discutida em um artigo. 

Além das triplicatas a serem futuramente avaliadas por Cromatografia Gasosa 

acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM), foi extraído um volume maior de OE 

por arraste a vapor, para avaliação da atividade antibacteriana. 

 

4.2.1 Arraste a Vapor 
 
 

A maior parte do material vegetal de E. uniflora foi utilizada na obtenção de 

óleo essencial por arraste a vapor d’água fazendo uso de um sistema adaptado para 

laboratório (Fotografia 3), que reproduzia em pequena escala a forma de obtenção de 

OE mais comumente empregada nas indústrias. Para cada replicata se fez uso de 150 
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g da parte aérea de pitangueira, que ficaram em contato com o vapor de 2 L de água 

destilada em ebulição (cerca de 100 °C), aquecida em fogão convencional. 
 
 

Fotografia 3 - Sistema adaptado para obtenção de óleo essencial por arraste a vapor em 
laboratório 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 

A obtenção ocorria por 1 hora e 30 minutos, o óleo essencial era arrastado 

pelo vapor d’água até chegar no topo do sistema, onde, condensado por cubos de 

gelo, escoava até o funil de destilação. Ao final de cada extração, apesar da proposta 

da reproduzir condições industriais, se fez necessário o emprego de éter etílico para 

dissolver e carregar o OE, e também filtração com sulfato de sódio anidro para retirada 

de água, por conta do baixo volume de óleo essencial obtido. 

 

4.2.2 Hidrodestilação 
 
 

A outra parte do material vegetal coletado foi seca em estufa a 40 °C, e então 

utilizada na obtenção de óleo essencial por hidrodestilação com aparato Clevenger 
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acoplado à manta aquecedora (Fotografia 4). Para cada replicata fez-se uso de 40 g 

de material vegetal imerso em 650 mL de água destilada fervente (Fotografia 5). A 

obtenção ocorreu por 2 horas de ebulição, e após o tempo, o OE foi coletado utilizando 

uma pipeta de Pasteur para evitar perdas, também foram empregados éter etílico e 

sulfato de sódio anidro para maximizar a quantidade e qualidade da amostra obtida. 
 
 

Fotografia 4 - Aparato Clevenger acoplado à manta aquecedora para obtenção de óleo 
essencial por hidrodestilação em laboratório 

Fonte: Autoria própria (2021) 
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Fotografia 5 - Material vegetal seco de E. uniflora imerso em água destilada 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 
4.3 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 

 
 

A avaliação da atividade antibacteriana da amostra foi crucial para verificar 

uma possível aplicação do óleo essencial da parte aérea de pitangueira, seja na 

indústria alimentícia, farmacêutica ou cosmetologia. As bactérias avaliadas foram: as 

gram-positivas Bacillus cereus ATCC 10876 e Staphylococcus aureus ATCC 25923; 

e as gram-negativas Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 

0028. Duas técnicas foram empregadas, sendo essas a disco-difusão em ágar e 

microdiluição em caldo. 

 

4.3.1 Disco-difusão em Ágar 
 
 

A metodologia utilizada foi baseada e adaptada de referências (MANAFI et al., 

2010; SAVI, 2018), consistiu inicialmente no cultivo das bactérias em ágar Mueller- 
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Hinton e incubação das mesmas em estufa microbiológica por 24 h na temperatura de 

36 °C, objetivando a obtenção de culturas ativas. Após a reativação, as cepas foram 

inoculadas individualmente em tubos de ensaio, contendo solução salina 0,9% 

esterilizada, até atingirem a concentração 0,5 da escala McFarland (± 1,5 x 108 UFC 

mL-1). 

A seguir, o volume de 100 μL da suspensão bacteriana foi inserido em placa 

de Petri contendo ágar Mueller-Hinton e espalhado uniformemente sobre toda a placa 

utilizando um swab esterilizado. Na sequência, o volume de 10 μL do óleo essencial 

puro (1 mg mL-1) foi impregnado em discos de 5 mm, os quais foram colocados sobre 

o meio de cultura inoculado com bactéria seguindo o modelo (Figura 1), e, avaliando 

então, se o OE apresentou um efeito inibitório sobre a bactéria. 
 
 

Figura 1 - Modelo de placa para disco-difusão em ágar, sendo 1: Controle Negativo; 2, 3 e 4: 
amostra de óleo essencial puro em triplicata; 5: Controle Positivo 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 

Como controle positivo foi utilizado o antimicrobiano padrão clorexidina, 

também definida como biguanida catiônica, na concentração 1 mg mL-1. Quanto ao 

controle negativo, foi utilizada solução salina 0,9% esterilizada. 

Em seguida, as placas foram vedadas e incubadas em estufa microbiológica 

por 24 h, em temperatura 36 °C. Após este período, foi realizada a medição do 

diâmetro dos halos de inibição com uso do paquímetro, obtendo resultados expressos 
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em mm. Utilizando o valor de diâmetro do halo de inibição, os microrganismos foram 

classificados em: sensíveis, quando maior que 3 mm ou até 3 mm menor do que o 

controle positivo; moderadamente sensíveis, quando maior que 2 mm, porém menor 

que o controle positivo por mais de 3 mm; resistentes, quando menor que 2 mm 

(OSTROSKY et al., 2008). 

 

4.3.2 Microdiluição em Caldo 
 
 

Com o resultado positivo obtido para a determinação qualitativa da atividade 

antibacteriana utilizando a disco-difusão em ágar, a microdiluição em caldo, também 

baseada e adaptada de referências (DE ARAUJO; LONGO, 2016; DE AZEVEDO, 

2018), foi utilizada como uma análise quantitativa para estimar a CIM do óleo 

essencial. A técnica foi realizada em microplaca ELISA de 96 poços com fundo “U”, 

onde, numa linha preenchida, cada poço continha o volume de 50 μL de caldo Mueller- 

Hinton, 20 μL de inóculo e 50 μL de amostra avaliada. 

Nos poços 1 a 6, a amostra avaliada foi o óleo essencial em diferentes 

concentrações (1; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 0,01 mg mL-1), diluído em solução salina 0,9% 

esterilizada e com adição de 10% do volume do OE em dimetilsulfóxido (DMSO) para 

solubilização. Já nos poços 7 a 9, a amostra avaliada foi o controle positivo clorexidina 

(biguanida catiônica) 1 mg mL-1, enquanto nos poços 10 a 12 a amostra avaliada foi o 

controle negativo solução salina 0,9% esterilizada. 

As microplacas foram vedadas e incubadas a 36 °C por 22 h, após esse 

período, foi aplicado o método colorimétrico utilizando resazurina sódica 0,01%, 

adicionando um volume de 10 μL dessa solução em cada poço e aguardando o 

período de 1 h para realizar a leitura visual dos resultados. A coloração azul 

caracterizou inatividade bacteriana, enquanto a coloração rosa caracterizou atividade 

bacteriana, fez-se a visualização da cor de cada poço, sendo possível então estimar 

a CIM do óleo essencial da parte aérea de pitangueira para cada uma das bactérias. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1 OBTENÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL 

 
 
5.1.1 Arraste a Vapor 

 
 

A obtenção de óleo essencial por arraste a vapor foi bem sucedida, em cada 

replicata se obteve um volume aproximado de 1,2 mL de OE com coloração amarelo- 

escuro (Fotografia 6), sendo o rendimento cerca de 8 mL de OE por quilo de material 

vegetal. Ao fim do processo, a amostra obtida era tratada com éter etílico e sulfato de 

sódio anidro, armazenada em vials e resfriada em geladeira até emprego em análises. 
 
 

Fotografia 6 - Óleo essencial da parte aérea de E. uniflora obtido por arraste a vapor 
Fonte: Autoria própria (2021) 



28 
 

 
 
5.1.2 Hidrodestilação 

 
 

Por hidrodestilação, a obtenção de óleo essencial também foi bem sucedida, 

apresentando um volume obtido aproximado de 0,4 mL de OE por replicata, com 

coloração amarelo-claro e rendimento cerca de 10 mL de OE por quilo de material 

vegetal seco. O rendimento médio de 10 mL kg-1 se assemelha com (LOREGIAN, 

2013), que extraiu OE das folhas de pitangueira por hidrodestilação em Clevenger e 

obteve um óleo alaranjado com rendimento 14,78 mL kg-1. 

Assim como na obtenção por arraste a vapor, ao fim do processo a amostra 

obtida era tratada com éter etílico e sulfato de sódio anidro, armazenada em vials 

(Fotografia 7), e, resfriada em geladeira até emprego em análises. Vale ressaltar que, 

apesar do maior rendimento apresentado na obtenção por hidrodestilação, no 

presente trabalho optou-se por avaliar apenas a atividade antibacteriana do OE obtido 

por arraste a vapor, que imita condições industriais de larga escala. 
 
 

Fotografia 7 - Vials de armazenamento contendo óleo essencial da parte aérea de E. uniflora 
obtido por hidrodestilação 

Fonte: Autoria própria (2021) 
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5.2 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 

 
 
5.2.1 Disco-difusão em Ágar 

 
 

Na Fotografia 8 estão presentes as placas de Petri contendo os resultados da 

análise de disco-difusão em ágar do óleo essencial da parte aérea de pitangueira para 

as bactérias B. cereus, S. aureus, E. coli e S. typhimurium. Pode-se observar na 

Tabela 1 os valores de diâmetro de halo de inibição para os discos das placas com 

diferentes bactérias, impregnados com OE, em triplicata, ou clorexidina (controle 

positivo). Enquanto que, na Tabela 2, os resultados obtidos de halo de inibição médio 

são comparados com valores de referência, e usados para classificar as bactérias 

entre sensíveis, moderadamente sensíveis e resistentes quanto ao OE. 
 
 

Fotografia 8 - Resultados da análise de disco-difusão em ágar para as bactérias B. cereus (1), 
S. aureus (2), E. coli (3) e S. typhimurium (4) 

Fonte: Autoria própria (2021) 
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Tabela 1 - Diâmetros dos halos de inibição formados na análise de disco-difusão em ágar 
Linhagem 
bacteriana 

 Zona de Inibição (mm)  

 Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 
(esquerda)  (baixo)  (direita) 

Controle Positivo 
(meio) 

B. cereus 12,9 9,50 11,8 25,2 

S. aureus 12,2 11,1 8,80 22,1 

E. coli 15,3 - 14,1 27,7 

S. typhimurium 13,8 10,5 11,4 23,7 
  Fonte: Autoria própria (2021)  

 
 

Tabela 2 - Discussão dos halos de inibição obtidos e comparação com referências 
Linhagem 
bacteriana 

Diâmetro de halo de 
inibição médio (mm) 

Classificação 
da bactéria ao 

OE 

Diâmetro de halo de referência / 
Tipo de amostra de pitangueira 

 
 

B. cereus 11,4 Sensível 15,0 mm / Extrato etanólico das folhas 
(FIÚZA et al., 2008) 

S. aureus 10,7 Sensível 26,0 mm / OE das folhas obtido por 
hidrodestilação (VICTORIA et al., 

2012) 

E. coli 14,7 Sensível 10,0 mm / OE das folhas obtido por 
hidrodestilação (VICTORIA et al., 

2012) 

S. typhimurium 11,9 Sensível 19,0 mm / Extrato metanólico das 
folhas (BOUZADA et al., 2009) 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 
 

Os dados obtidos mostram que o óleo essencial da parte aérea de pitangueira 

não é gram-específico, uma vez que apresentou zona de halo de inibição contra todas 

as bactérias, sendo elas 2 gram-positivas (B. cereus e S. aureus) e 2 gram-negativas 

(E. Coli e S. typhimurium). Com os resultados qualitativos satisfatórios, sendo esses 

referentes à confirmação do caráter antibacteriano da amostra, seguiu-se para a 

análise quantitativa de microdiluição em caldo, para estimativa da CIM do OE para 

cada bactéria. 

 

5.2.2 Microdiluição em Caldo 
 
 

Na Fotografia 9 está presente a última etapa da análise de microdiluição em 

caldo, exibindo as colorações obtidas para cada poço após aplicação da resazurina 
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sódica 0,01%, onde a coloração azul caracteriza inatividade bacteriana e a coloração 

rosa caracteriza atividade bacteriana. Embora não tenha afetado diretamente o 

resultado da análise, uma possível interferência se deu pela evaporação de parte do 

óleo essencial nos poços de maior concentração, mesmo em microplaca embalada 

com papel filme, isso se deve à elevada volatilidade da amostra e temperatura de 

incubação de 36 °C. 
 
 

Fotografia 9 - Resultados da análise de microdiluição em caldo para as bactérias B. cereus (1), 
S. aureus (2), E. coli (3) e S. typhimurium (4) 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 
Fazendo a leitura visual da coloração de cada poço, observa-se ensaios bem 

sucedidos para o controle positivo (poços 7 a 9) e controle negativo (poços 10 a 12), 

uma vez que, apresentaram as colorações azul e rosa. Com o intuito de estimar a CIM 

do óleo essencial da parte aérea de pitangueira para cada bactéria, avaliou-se a 



32 
 

 
 
coloração dos poços 1 a 6, contendo OE nas concentrações 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 

0,01 mg mL-1, respectivamente. Os resultados obtidos e valores de referência para 

cada bactéria estão presentes na Tabela 3. 

 
Tabela 3 - Comparação dos resultados de CIM obtidos na análise de microdiluição em caldo 

  com valores de referência  
Bactéria 

analisada 
Faixa estimativa da CIM do 

OE 
CIM de referência / Tipo de amostra de 

pitangueira 

 
 

B. cereus 0~0,01 mg mL-1 0,04 mg mL-1 / OE das folhas obtido por 
hidrodestilação (OGUNWANDE et al., 2005) 

S. aureus 0,01~0,2 mg mL-1 0,16 mg mL-1 / OE das folhas obtido por 
hidrodestilação (OGUNWANDE et al., 2005) 

E. coli 0,01~0,2 mg mL-1 0,5 mg mL-1 / Extrato hidroalcoólico das folhas 
(HOLETZ et al., 2002) 

S. typhimurium 0,01~0,2 mg mL-1 0,033 mg mL-1 / OE das folhas obtido por 
hidrodestilação (BECKER et al., 2017) 

Fonte: Autoria própria (2021) 
 
 

Os resultados obtidos foram satisfatórios, mostrando a efetividade do óleo 

essencial estudado na inibição de bactérias em pelo menos 5 das 6 concentrações 

avaliadas. A bactéria que apresentou o melhor resultado foi B. cereus, uma vez que o 

OE foi capaz de inibi-la até mesmo em 2 dos 3 dos poços de concentração 0,01 mg 

mL-1. Em um possível futuro estudo, se faria interessante a avaliação de pontos dentro 

das faixas estimativas apresentadas, obtendo então um resultado pontual de CIM para 

cada bactéria. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

A obtenção de óleo essencial da parte aérea de E. uniflora por arraste a vapor 

e hidrodestilação foi bem sucedida, com valores de rendimento médio 8 e 10 mL kg-1, 

respectivamente. O estudo da atividade antibacteriana do óleo essencial obtido por 

arraste a vapor apresentou bons resultados, mostrando eficiência na inibição das 

quatro espécies de bactérias estudadas, sendo essas B. cereus, S. aureus, E. coli e 

S. typhimurium. 

Por disco-difusão em ágar, destaca-se a formação de halos de inibição 

facilmente observáveis, com os respectivos diâmetros de 11,4; 10,7; 14,7 e 11,9 mm. 

Quanto à microdiluição em caldo, as microplacas desenvolveram nítidas colorações e 

foram determinadas faixas estimativas com baixos valores de CIM, apontando o 

caráter altamente antibacteriano do óleo essencial da parte aérea de pitangueira. 

Apesar do óleo essencial ter se mostrado ativo na inibição das quatro 

bactérias estudadas, evidencia-se um maior halo de inibição para a bactéria E. coli e 

uma menor CIM para a bactéria B. cereus. Sabendo que a maior fonte de 

contaminação por essas bactérias são alimentos, é possível sugerir o emprego do OE 

da parte aérea de pitangueira na indústria alimentícia ou farmacêutica, atuando 

diretamente contra as espécies. 

Um fator que dificulta o emprego de óleos essenciais em análises 

antimicrobianas é o baixo volume de amostra adquirido para sua obtenção. O estudo 

se faz importante uma vez que, além de trazer aplicação para as folhas e galhos finos 

de E. uniflora, ao invés dos frutos, também confere maior visibilidade à panc, 

concorrendo para maior valorização da espécie, além de preservar e dar continuidade 

ao conhecimento popular envolvendo plantas alimentícias não convencionais. 
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