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RESUMO 
 
 
RAMOS, Anderson Valdiney Gomes. Atividade antioxidante e antimicrobiana de 
produtos naturais e seus efeitos na associação com conservantes sintéticos de alimentos e 
cosméticos. 2015. 76 f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso Superior de Tecnologia em 
Processos Químicos, Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Toledo, 2015. 
 
A procura por produtos isentos de conservantes sintéticos tem aumentado a cada dia. Alguns 
produtos naturais, como os óleos vegetais e essenciais possuem em sua composição 
substâncias que atuam como agentes na prevenção da oxidação, estabilização de radicais 
livres e na inibição de micro-organismos, evidenciando um grande potencial para uso como 
conservante. O presente estudo teve como objetivo avaliar a ação antioxidante e 
antimicrobiana de produtos naturais e verificar um possível efeito sinérgico contra micro-
organismos patogênicos quando testados em associação com conservantes sintéticos de 
alimentos e cosméticos. Foram avaliados óleos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus), 
cravo (Syzygium aromaticum), eucalipto (Eucalyptus globulus), lavanda (Lavandula 

angustifolia) e louro (Laurus nobilis), e também o óleo vegetal extraído de sementes de romã. 
Os conservantes sintéticos utilizados foram metilparabeno e metabissulfito de sódio. A 
atividade antioxidante dos óleos foi determinada através do método de DPPH. A atividade 
antimicrobiana foi determinada pelas técnicas de Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 
Concentração Bactericida Mínima (CBM), além de testes de associação do óleo com 
conservante sintético através da técnica de “checkerboard” frente as bactérias Gram-positivas, 
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus e Gram-negativas, Escherichia coli e Salmonella 

typhi. Dentre os óleos avaliados, o óleo essencial de cravo apresentou a maior atividade 
antioxidante (IC50: 0,008 mg.mL-1) considerado um antioxidante de ação muito forte, seguido 
pelos óleos de louro (IC50: 0,24 mg.mL-1), citronela (IC50: 0,99 mg.mL-1) e óleo vegetal de 
sementes de romã (IC50: 2,32 mg.mL-1), com ação antioxidante fraca. Na determinação da 
atividade antimicrobiana, os óleos de lavanda e louro apresentaram resultados equivalentes, 
ambos com CIM de 5,0 mg.mL-1. Os óleos essenciais de citronela e cravo apresentaram as 
menores concentrações inibitórias (1,25 e 2,5 mg.mL-1) para quase todas as cepas testadas, os 
quais foram associados aos conservantes sintéticos. A presença de sinergismo foi observada 
somente na combinação do óleo essencial de cravo e metilparabeno frente às bactérias 
Escherichia coli e Salmonella typhi, reduzindo a CIM do conservante na presença de baixas 
concentrações do óleo essencial. Desta forma, conclui-se que o óleo essencial de cravo 
consiste em um produto natural com excelentes propriedades para uma possível conservação 
como condimento alimentício ou em cosméticos. 
 
 
Palavras-chave: Concentração Inibitória Mínima. Conservação. DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila). Óleos essenciais. Óleo vegetal. 
 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

RAMOS, Anderson Valdiney Gomes. Antioxidant and antimicrobial activity of natural 
products and their effects on the association with synthetic food and cosmetic 
preservatives. 2015. 76 f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso Superior de Tecnologia 
em Processos Químicos, Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Toledo, 2015. 
 

The demand for products free of synthetic preservatives it has increased every day. Some 
natural products such as vegetable and essential oils have in their composition substances that 
act as agents in the prevention of oxidation, stabilization of free radicals and for inhibiting 
micro-organisms, indicating a great conservation potential. This study aimed to evaluate the 
antioxidant and antimicrobial activity of natural products and check a possible synergistic 
effect against pathogenic micro-organisms when tested in combination with synthetic food 
and cosmetic preservatives. Were evaluated essential oils citronella (Cymbopogon nardus), 
clove (Syzygium aromaticum), eucalyptus (Eucalyptus globulus), lavender (Lavandula 

angustifolia) and laurel (Laurus nobilis), and also the vegetable extracted from pomegranate 
seed oil. The synthetic preservatives utilized were methylparaben and sodium metabisulfite. 
The antioxidant activity of the oil was determined by DPPH method. The antimicrobial 
activity was determined by Minimum Inhibitory Concentration techniques (MIC) and 
Minimum Bactericidal Concentration (MBC), and oil association tests with synthetic 
preservative through the technique of "checkerboard" front Gram-positive bacteria, Bacillus 

cereus and Staphylococcus aureus and Gram-negative bacteria, Escherichia coli and 
Salmonella typhi. Among the analyzed oils, essential oil of cloves had the highest antioxidant 
activity (IC50: 0,008 mg.mL-1) considered a very strong antioxidant action, followed by laurel 
oils (IC50: 0,24 mg.mL-1) , citronella (IC50: 0,99 mg.mL-1) vegetable oil and pomegranate seed 
(IC50: 2.32 mg.mL-1) with a weak antioxidant activity. In the determination of antimicrobial 
activity, lavender and laurel oils showed similar results, both with MIC 5.0 mg.mL-1. The 
essential oils of citronella and clove showed the lowest inhibitory concentrations (1.25 and 
2.5 mg.mL-1) for almost all strains tested, which were associated with the synthetic 
preservatives. The presence of synergism was observed only in the combination of the 
essential oil of clove and methylparaben on the bacteria Escherichia coli and Salmonella 

typhi, reducing the MIC of the preservative in the presence of low concentrations of the 
essential oil. Thus, it is concluded that the clove essential oil consists of a natural product with 
excellent properties for possible conservation as a food condiment or cosmetics. 

 

Keywords: Minimal Inhibitory Concentration. Conservation. DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). Essential oils. Vegetable oil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A utilização de produtos naturais pelo homem é praticada há muito tempo, por 

exercerem uma influência benéfica sobre a saúde humana. Seu principal uso se dava para fins 

nutricionais e terapêutico, pela utilização de frutos, plantas, cereais e até micro-organismos 

(COUTINHO et al., 2004). 

Com o acelerado desenvolvimento de novas tecnologias de conservação, os produtos 

naturais vêm sendo substituídos por aqueles sintetizados quimicamente, que tem por função 

evitar a contaminação microbiana e prolongar o tempo de vida útil de vários produtos dos 

setores alimentício, farmacêutico, cosmético, entre outros (PACKER; LUZ, 2007; 

RODRIGUES, 2010). No entanto, como consequência, trazem alguns danos à saúde quando 

consumidos com frequência, tais como alergias, rinite e possível aparecimento de câncer 

(HONORATO et al., 2013). Com isso, se faz importante a procura por produtos menos 

prejudiciais à saúde , de qualidade e que sejam de origem natural. Dentro dessa perspectiva, o 

uso de antimicrobianos e antioxidantes naturais se faz cada vez mais necessário nas práticas 

de conservanção de produtos (MARTIN, 2011). 

Inúmeras pesquisas sobre atividade antimicrobiana e antioxidante de produtos 

naturais têm sido intensificadas até hoje (BURT, 2004;  JARDINI; MANCINI FILHO, 2007; 

MARTIN, 2011). Os óleos essenciais, constituintes voláteis orgânicos responsáveis pela 

fragrância de diversas plantas, são compostos naturais que vêm despertando grande interesse 

nessas pesquisas, por apresentarem em sua composição substâncias, como compostos 

fenólicos, terpenos e terpenoides, potencialmente úteis no controle de agentes oxidantes, 

radicais e micro-organismos prejudiciais veiculados por cosméticos e alimentos (SOUZA et 

al., 2011; PROBST, 2012). 

Outro produto natural em destaque são os óleos vegetais, geralmente extraído de 

sementes de frutos e vegetais, apresentam em sua composição diversos compostos, como os 

ácidos graxos que atuam como substâncias antioxidantes e antimicrobianas, além de 

proporcionarem efeitos benéficos à saúde (CORRÊA et al., 2013). Estudos realizados com o 

óleo extraído de sementes de romã (Punica granatum L.), demonstram tais propriedades, por 

apresentar em sua composição como principal ácido graxo , o ácido punícico, considerado um 

forte antioxidante e com potencial antimicrobiano (MELO, 2012b).  

Desta forma, é cada vez maior a necessidade de testes laboratoriais, que avaliem o 

potencial antimicrobiano desses agentes naturais, que podem ser utilizados isolados ou em 
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combinação para fins terapêuticos ou conservante, de forma que comprovem  o efeito e 

qualidade do produto. A combinação de agentes antimicrobianos pode ser utilizada para 

aumentar o espectro de ação dos agentes promovendo uma ação benéfica, ou seja um efeito 

sinérgico ou resultar em um potencial negativo (efeito antagônico) ao produto testado 

(BARBOSA, 2011; NOGUEIRA, 2012).  

Contudo, a escolha correta do antimicrobiano natural é essencial, estando baseada na 

compatibilidade química e sensorial deste com o produto a ser testado, para ser um potente 

conservante contra micro-organismos patogênicos, e que não traga risco de intoxicações e 

complicações na saúde do consumidor (SETTANNI2; CORSETTI, 2008 apud MACHADO; 

BORGES; BRUNO, 2011). 

 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano de produtos naturais, e verificar 

um possível efeito sinérgico quando testados em associação com conservantes sintéticos de 

alimentos e cosméticos, contra micro-organismos patogênicos.  

 

 

1.1.2 Objetivos Específicos  

 

 

 Realizar a extração do óleo vegetal de sementes de romã e determinar seu rendimento; 

 Avaliar o potencial antioxidante do óleo vegetal de romã e óleos essenciais adquiridos 

comercialmente, utilizando a técnica de DPPH; 

 Determinar a atividade antimicrobiana dos óleos por meio da técnica de concentração 

inibitória mínima (CIM), e concentração bactericida mínima (CBM), sobre cepas de 

bactérias Gram positivas e Gram negativas; 

                                                           
2SETTANNI, L.; CORSETTI, A. Application of bacteriocins in vegetable food biopreservation. International 
Journal of Food Microbiology, v. 121, p. 123-138, 2008. 
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 Determinar a atividade antimicrobiana dos conservantes sintéticos metilparabeno e 

metabissulfito de sódiopor meio da técnica de concentração inibitória mínima (CIM), e 

concentração bactericida mínima (CBM) sobre cepas de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas; 

 Avaliar o efeito sinérgico dos óleos que apresentarem maior potencial antimicrobiano, 

com conservantes sintéticos de alimentos e cosméticos, frente a bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas. 

 

 

1.1  JUSTIFICATIVA 

 

 

As indústrias químicas e farmacêuticas vêm produzindo continuamente uma 

variedade de diferentes antibióticos e conservantes, pois cada vez mais tem sido observado 

um aumento da resistência de alguns micro-organismos frente alguns produtos, como 

alimentos, medicamentos e cosméticos (COUTINHO et al.; 2004). 

Os conservantes sintéticos exercem a função de impedir ou retardar a ação 

deteriorante de micro-organismos, agentes físicos ou enzimas em alimentos, além de 

contribuírem para aumentar a vida útil do produto (RODRIGUES, 2010). Atualmente, novas 

pesquisas vêm sendo desenvolvidas para substituir os conservantes sintéticos utilizados em 

produtos, por substâncias naturais que apresentam ação conservante. Isso se deve por esses 

aditivos sintéticos, mesmo considerados seguros em baixas concentrações, serem prejudiciais 

para as propriedades organolépticas do produto, como também, para a saúde do consumidor, 

se consumidos com frequência. 

Alguns produtos naturais se destacam por apresentarem em sua composição química, 

substâncias com alta atividade antioxidante e antimicrobiana, que podem ser empregados 

como conservantes naturais, no combate de radicais livres e de micro-organismos 

indesejáveis, como os óleos essenciais e vegetais, extraídos de partes de plantas e frutos.  

Desta forma, pesquisas voltadas para o estudo e avaliação de produtos naturais com 

propriedades antimicrobianas e antioxidantes devem ser estimuladas, de forma que estas 

substâncias associadas aos conservantes sintéticos proprorcionem uma redução na 

concentração do conservante, sem alterar sua eficiência. O impacto da redução desses 

conservantes sintéticos resultaria em um produto menos tóxico e também menos prejudicial 

para o organismo humano. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 PRODUTOS NATURAIS COM AÇÃO CONSERVANTE 

 

 

Cresce cada vez mais diante aos consumidores, a busca por produtos naturais, pois é 

uma fonte de saúde e bem-estar, em relação aos produtos industrializados (MARTIN, 2011). 

Os conservantes são substâncias naturais ou sintéticas que atuam na conservação de 

alimentos, produtos farmacêuticos, cosméticos, entre outros, a fim de, manter os produtos 

aptos para consumo. Esses produtos exercem a função de impedir ou minimizar algumas 

alterações causadas pela ação de micro-organismos ou agentes físicos, aumentando a vida útil 

do produto (RODRIGUES, 2010). 

Alguns produtos são destacados por apresentarem atividade antimicrobiana em seu 

estado natural, por possuírem em sua composição determinados compostos que atuam como 

agentes conservantes. (SOUZA et al., 2012a). 

As substâncias de natureza vegetal, como óleos essenciais e extratos, apresentam um 

potencial relevante como conservante, atuando na inibição de micro-organismos. Desta forma, 

diversas pesquisas são voltadas para esses compostos, que se apresentavam apenas como 

vetores de aroma, gostos, ação terapêutica, e que atualmente podem ser empregados na 

conservação de produtos (SOUZA; LIMA; NARAIM, 2003). 

O potencial de aplicação desses compostos de origem vegetal ou mineral no mercado 

de cosméticos e alimentos está cada vez maior, devido à alta procura por produtos que sejam 

seguros e que não tragam riscos, como alergias e intoxicações.Assim, a substituição de 

conservantes sintéticos por conservantes naturais vem de encontro com essa pespectiva 

(MARTIN, 2011; OSTROSKY, 2008). 

 

 

2.2 ÓLEOS ESSENCIAIS E VEGETAIS 

 

 

Os óleos vegetais são constituídos principalmente de triglicerídeos (95-98%, 

extraídos geralmente de sementes de plantas e frutos, e uma mistura de componentes menores 

(2-5%) como outros compostos químicos. Os componentes menores apresentam uma ampla 
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composição qualitativa e quantitativa, dependendo da espécie vegetal de que foram obtidos 

(CERT; MOREDA; PÉREZ-CAMINO, 2000).  

Os óleos extraídos de sementes de frutos têm um importante papel funcional e 

sensorial nos produtos alimentares, devido à rica presença de ácidos graxos em sua 

composição e às suas vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K) (SOUZA, 2012b). Contudo, em 

uma mesma espécie o conteúdo e a composição podem variar devido às condições climáticas 

e agronômicas, qualidade da matéria-prima, método de extração e procedimentos de refino 

(CERT; MOREDA; PÉREZ-CAMINO, 2000).  

Os óleos essenciais (OE) são produtos aromáticos provenientes do metabolismo 

secundário de plantas, geralmente presente nas folhas, cascas, talos ou de plantas inteiras, 

como especiarias e ervas medicinais. Apresentam uma larga aplicação como aromatizante em 

alimentos e cosméticos, como também nas indústrias de conservantes (RIBEIRO, 2011).   

Esses óleos essenciais são caracterizados quimicamente como misturas complexas de 

compostos de baixo peso molecular, sendo alguns altamente voláteis, capazes de gerar 

sabores e aromas. Fisicamente, se apresentam no estado líquido à temperatura ambiente, com 

aspecto incolor ou claro, e podem ser extraídos de diferentes modos, como hidrodestilação, 

destilação a vapor, ou com a utilização de solventes orgânicos (TROMBETTA et al., 2005). 

Dentre as várias substâncias presentes em sua composição, os terpenos e terpenoides 

apresentam-se em maior quantidade, além de alcoóis, aldeídos, ésteres, entre outros. Esses 

compostos são conhecidos por serem ativos contra uma grande variedade de micro-

oganismos, incluindo bactérias Gram-positivas, as Gram-negativas e fungos (PROBST, 2012; 

TROMBETTA et al., 2005). 

 

 

2.2.1 Óleo vegetal de semente de romã 
 

 

A romã (Punica granatum L.) é um fruto originário do Oriente Médio. Sua árvore, a 

romãzeira se adapta a climas tropicais e subtropicais. Sua produção se dá no período de 

setembro a fevereiro, e é considerado um fruto com uma longa história medicinal, 

amplamente utilizado por muitos povos, principalmente os orientais por ser conhecida 

principalmente por suas propriedades antibacterianas e antinflamatórias (SANTOS et al., 

2010). 
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O fruto apresenta um formato esférico, com casca amarela ou avermelhada, 

manchada de escuro contendo em seu interior sementes, revestidas por um arilo de cor rósea, 

de sabor doce, ligeiramente ácido (BARBOSA, 2010). 

O fruto é também caracterizado por sua a ação antioxidante, determinada pelos 

compostos fenólicos presentes em sua composição. Entre os principais compostos fenólicos 

presentes em sua parte interna, encontram-se as antocianinas, flavonóides (quercetina, rutina), 

taninos e também ácidos fenólicos, como os ácidos gálico, punícico e elágico (JARDINI, 

2005).  

O ácido punícico (C18H30O2) que se encontra em uma maior quantidade no óleo 

vegetal de sementes de romã, é um ácido graxo conjugado, que apresenta insaturações nas 

posições 9-cis, 11-trans, 13-cis, é também o isômero posicional do ácido α-linolênico (9-cis, 

12-cis, 15-cis), cujas estruturas químicas estão representadas na Figura 1. Além disso, é 

considerado um ácido graxo que traz benefícios para a saúde, como na redução de 

triglicerídeos hepáticos e na prevenção contra células cancerígenas (MELO, 2012a). Desta 

forma, é alvo de várias pesquisas e análises que testam seu potencial (LANSKY; NEWMAN, 

2006; MELO, 2012a). 

 

 

           

                                        (a)                                                                         (b)   
 

Figura 1- Estrutura química do ácido punícico (a) e ácido α-linolênico (b) 
Fonte: Melo et al. (2014). 

 

 

2.2.2 Óleo essencial de citronela 

 

 

A citronela (Cymbopogon nardus L.) é uma planta aromática pertencente a família 

Poaceae, originária do Ceilão e sul da Índia. Essa planta é conhecida por ser retirado de suas 

folhas um óleo com propriedades repelentes de insetos do lar e de grãos armazenados, tendo 

grande aplicação na indústria de cosméticos e perfumaria (CASTRO; RAMOS, 2003). 
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O óleo de citronela apresenta diversas substâncias em sua composição, tendo como 

constituintes principais: citronelal (C10H18O), citronelol (C10H20O) e geraniol (C10H18O) 

(COSTA et al., 2008). Segundo Bordoloi (1982), os óleos desta espécie cultivados em 

diferentes regiões da Índia apresentam variações no rendimento dos principais constituintes, 

sendo citronelal (34,0 a 57,4%), geraniol (14,6 a 29,0%) e citronelol (10,0 a 18,8%) 

aproximadamente (Figura 2). O citronelol é caracterizado como um excelente aromatizante e 

na ação contra insetos, além de apresentar ação antimicrobiana frente à  bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (MATTOS et al., 2000). 

 

 

                          
 
 

 

Figura 2- Estruturas químicas dos compostos citronelal (a), citronelol (b) e geraniol (c) 

 

 

2.2.3 Óleo essencial de cravo folhas 
 

 

O cravo (Syzygium aromaticum L.), popularmente conhecido como cravo-da-Índia, é 

uma planta pertencente à família Myrtaceae, originária da Índia, encontrada e cultivada em 

diversos países tropicais, inclusive no Brasil (COSTA et al., 2011). 

As partes que compõe o cravo-da-índia (folhas, botões), como também seu óleo 

essencial, apresentam várias aplicações, como condimento para alimentos, medicamentos e 

também na formulação de perfumes especiais e incensos aromáticos, conferidos 

principalmente pelo principal constituinte do óleo, um composto fenólico volátil, o eugenol 

(C10H12O2) (RABÊLO, 2010), representado na Figura 3. De acordo com Raina et al. (2001), o 

óleo extraído das folhas de cravo pode chegar a apresentar até aproximadamente 95% de 

eugenol em sua composição. 

              (a)            (b)              (c) 
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Figura 3- Estrutura química do eugenol 
 

 

O óleo essencial de cravo, é caracterizado por apresentar potentes características 

biológicas como capacidade antioxidante, inseticida, fungicida e ação antimicrobiana, devido 

a presença de eugenol em sua composição (COSTA et al., 2011; BHUIYAN et al., 2010).  Em 

estudo realizado por Scherer et al. (2009) que avaliou as propriedades do óleo essencial de 

cravo, foi demonstrado que o mesmo apresenta uma forte ação antioxidante e ação moderada 

a forte frente a bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus) e sobre Gram negativas 

(Salmonela typhi e Escherichia coli), comumente veiculadas por alimentos. 

 

 

2.2.4 Óleo essencial de eucalipto  

 

 

O óleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus L.) é conhecido por suas várias  

propriedades medicinais e cosméticas, como sua utilização na formulação de medicamentos e 

pomadas, como também sua utilização em perfumarias (ROCHA; SANTOS, 2007). O gênero 

Eucalyptus pertence à família Myrtaceae e compreende aproximadamente sete centenas de 

espécies, quase todas originárias da Austrália e da Tasmânia. Os óleos essenciais de eucalipto 

são obtidos geralmente por destilação das folhas, como característica principal o aroma da 

espécie utilizada (FIGUEIREDO et al., 2011; VILELA, 2007).  

Outra característica do óleo essencial de eucalipto é sua ação frente a bactérias e 

fungos. Tyagi e Malik (2011) avaliaram o potencial antimicrobiano deste óleo e observaram 

variações de concentração inibitória mínima sobre diferentes fungos. 

O principal composto encontrado no óleo de eucalipto, é o 1,8-cineol ou eucaliptol 

(C10H18O) representado na Figura 4, apresentando concentração média de 80% presente no 

óleo (FIGUEIREDO et al., 2011; VITTI; BRITO, 2003). 
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Figura 4- Estrutura química do 1,8-cineol 

 

 

2.2.5 Óleo essencial de lavanda 

 

 

O óleo das flores de lavanda (Lavandula angustifolia M.) é caracterizado pelo seu 

amplo uso na aromaterapia. As plantas do gênero Lavandula são pertencentes à família 

Lamiaceae, e têm sido utilizadas para uma variedade de aplicações na indústria cosmética e 

para fins terapêuticos (SILVEIRA et al., 2012).Segundo Cavanagh & Wilkinson (2002), o 

óleo dessa planta também apresenta características analgésicas, pesticidas e antimicrobianas. 

Os principais compostos presentes no óleo essencial de lavanda são o acetato de 

linalila (C12H20O2) e linalol (C10H18O) representados na Figura 4 (VENSKUTONIS et al., 

1997). 

Silveira et al. (2012), avaliaram a atividade do óleo essencial de lavanda frente a 

bactérias Gram positivas e Gram negativas e constataraminibição para alguns micro-

organismos como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Alcaligenes fecalis,  entre outros. 

 

 

                             
(a)                                                                   (b) 

 
Figura 5- Estrutura química do acetato de linalila (a) e linalol (b) 
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2.2.6 Óleo essencial de louro  

 

 

O louro (Laurus nobilis L.) é uma planta originária da Ásia Menor, pertencente a 

família Lauraceae. O óleo essencial de folhas de louro é empregado como condimento 

alimentar, como fonte de óleo essencial na perfumaria, como também na medicina popular, 

empregado como sudorífico e contra flatulências e, no uso externo, em feridas e úlceras 

(CORRÊA, 1984; DUARTE; OLIVEIRA, 2006; MARQUES, 2001). 

No estudo realizado por Sangun et al. (2007) foi avaliado a composição química do 

óleo essencial de folhas e frutos de louro (Laurus nobilis) por cromatografia gasosa acoplada 

a um espectrofotômetro de massas. O composto 1,8-cineol (C10H18O) foi o componente 

majoritário, apresentando aproximadamente 59,94% de sua composição no óleo (Figura 4). 

Outros compostos como: sabineno, α-pineno, acetato de terpinila, linalol, entre outros em 

menores quantidades. 

O óleo essencial de louro, também é conhecido por suas propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes. Estudos realizados com o óleo essencial desta planta, 

mostram bons resultados de inibição, quando avaliado frente a Listeria monicitogenes e 

Salmonella enteritidis, micro-organismos veiculados por alimentos (SIMI et al., 2003; 

TAJKARIMI et al., 2010). 

 

 

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE PRODUTOS NATURAIS 

 

 

Os antioxidantes são substâncias que em baixas concentrações, retardam ou 

previnem a oxidação de um substrato de maneira eficaz (JARDINI, 2005). Dentre os 

mecanismos de ação que os antioxidantes apresentam a sua capacidade em reagir com radicais 

livres é a mais conhecida. Por meio dela, ocorre uma estabilização entre as espécies reativas 

diminuindo assim, a ação indesejada de radicais livres no organismo (JARDINI, 2005; 

JARDINI; MANCINI FILHO, 2007). 

As substâncias antioxidantes podem apresentar diferentes propriedades protetoras e 

agir em diversas etapas do processo oxidativo, exercendo sua ação por diferentes 

mecanismos, permitindo classificá-los como primários e secundários. Os compostos capazes 

de inibir ou retardar o processo oxidativo de radicais livres, pela doação de átomos de 
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hidrogênio ou de elétrons de forma que os radicais livres são transformados em substâncias 

estáveis, são considerados antioxidantes primários, como os compostos fenólicos e tocoferóis. 

Os antioxidantes classificados como secundários, apresentam sua ação no bloqueio e 

inativação de peróxidos e hidroperóxidos em espécies não radicalares, complexação de metais 

ou absorção de radiação ultravioleta como as vitaminas A, C e E (MAISUTHISAKUL; 

SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007; SILVA et al., 2010). 

As condições desejadas em uma substância antioxidante são a capacidade de doar 

átomos de hidrogênio ou elétrons ao radical, apresentar uma estrutura estável após a reação 

com o radical livre e apresentar propriedades de quelar metais de transição envolvidos no 

processo oxidativo (JARDINI, 2005). 

O processo de oxidação lipídica envolve uma variedade de radicais livres, e é 

causado por influência de temperatura, presença de luz ou oxigênio, além de propriedades 

físico-químicas do produto em questão. A utilização de antioxidantes sintéticos e naturais 

nesse processo pode minimizar e obter um controle sob a oxidação lipídica, como já vem 

sendo indicado por diferentes pesquisas (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; 

PONGSAWATMANIT, 2007; SANTOS et al., 2010). 

Os antioxidantes naturais encontrados em plantas (metabólitos secundários) e frutas 

estão relacionados com a presença de terpenos, compostos fenólicos e alguns ácidos graxos. 

As propriedades benéficas que compõe esses alimentos de origem vegetal estão associadas às 

propriedades antioxidantes e nutritivas destes compostos (OLIVEIRA, 2011; TAYZ; 

ZEIGER, 2004).  

Os terpenos são substâncias que fazem parte da constituição dos óleos essenciais. 

São formados a partir da condensação de unidades de isopreno (C5), e classificados de acordo 

com sua estrutura carbônica, podendo se apresentar na forma de monoterpenos (C10), 

sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e seus derivados terpenoides, que apresentam o 

elemento oxigênio presente na estrutura. Os terpenos possuem a mesma origem que os ácidos 

graxos, porém apresentam ramificações e estruturas cíclicas (BAKKALI et al., 2008; 

TOSCAN, 2010). 

Os compostos fenólicos são denominados como uma classe de substância que 

possuem um anel aromático, com um ou mais grupos hidroxílicos incluindo seus grupos 

funcionais. Entre essa classe de substâncias, que representam sua composição, encontram-se: 

fenóis simples, flavonóides, ácidos fenólicos e derivados, ligninas, taninos, entre outros 

(OLIVEIRA, 2011). 
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Vários são os métodos para determinar a atividade antioxidante de um produto 

natural ou sintético, podendo ser testados in vitro e in vivo. Um desses métodos in vitro, que é 

muito utilizado é o método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Esse método 

colorimétrico baseia-se na redução do radical livre DPPH através da doação de átomos de 

hidrogênio do antioxidante (R-H) à molécula do radical, resultando em sua estabilização 

(Figura 6) (ARUOMA et al., 1997; VEDANA, 2008). 

 

 

 

Figura 6- Exemplo de reação entre o radical livre DPPH e um produto antioxidante (R-H) 
Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2011). 

 

 

Para a realização desta análise utiliza-se uma solução alcoólica de DPPH, que 

apresenta um máximo de absorção no comprimento de onda próximo à 517 nm, e à medida 

que seu elétron deixa de ser desemparelhado, a absorção decresce e ocorre a mudança de 

coloração, inicialmente violeta para o amarelo, frente às moléculas antioxidantes testadas. A 

mudança pode ser medida por um espectrofotômetro e plotada contra a concentração. Para 

expressar a atividade antioxidante utiliza-se o IC50, ou seja, a concentração mínima 

necessária para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial da reação. (DI MAMBRO; 

MARQUELE; FONSECA, 2005; REZENDE, 2010; VEDANA, 2008). Um valor baixo de 

IC50 indica que será necessária uma pequena quantidade de óleo essencial para reduzir 50% 

do radical livre DPPH e consequentemente maior será seu potencial antioxidante (RUFINO et 

al., 2007a). 
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2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PRODUTOS NATURAIS 

 

 

A atividade antimicrobiana de óleos essenciais, extratos, sementes de diversas 

plantas e frutos tem sido objetivo de várias pesquisas nos últimos anos. Os antimicrobianos 

naturais ocorrem em plantas como um mecanismo de defesa contra micro-organismos. Tais 

agentes podem exibir atividade antimicrobiana em alimentos, por exemplo, ocorrendo 

naturalmente, ou pela utilização como aditivos ou conservantes. O potencial de aplicação 

desses compostos naturais está cada vez mais em destaque, devido à alta procura dos 

consumidores por produtos extintos de conservantes sintéticos (MARTIN, 2011). 

Alguns antimicrobianos naturais mais estudados, como plantas, frutos, bem como 

seus óleos essenciais e compostos isolados, apresentam um grande número de substâncias que 

inibem as ações metabólicas de bactérias, fungos e leveduras. Essas substâncias incluem 

diversas classes de compostos, tais como saponinas, flavonóides taninos, quinonas, ácidos 

graxos, terpenos, entre outros (MARTIN, 2011). 

O potencial antimicrobiano de produtos naturais pode ser avaliado através da 

determinação de uma quantidade mínima da substância necessária para inibir o crescimento 

de micro-organismos, denominado Concentração Inibitória Mínima (CIM). Trata-se de uma 

técnica bastante utilizada em estudos com produtos naturais, a fim de intensificar os aspectos 

toxicológicos, microbiológicos e legais, sob os compostos estudados ou suas combinações 

(OSTROSKY et al., 2008). 

 

 

2.4.1 Micro-organismos 

 

 

Os micro-organismos ou micróbios são minúculos seres vivos, caracterizados por 

apresentar as primeiras caracteristícas de um sistema de vida na terra. O grupo de micro-

organismos é constituido de bactérias, fungos (leveduras e mofos), vírus, protozoários e algas 

(MADIGAN et al., 2010).  

Os micro-organismos possuem muitas aplicações comerciais, como na síntese de 

produtos químicos, tais como a acetona, ácidos orgânicos e enzimas. Nas indústrias de 

aimentos, tendo aplicação na produção de vinagre, picles, bebidas alcóolicas, queijos, 

iogurtes, entre outros. Como também na indústria farmacêutica e cosmética, no 
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desenvolvimento de novos medicamentos e produtos. Entretanto, existe uma classe de micro-

organismos considerada patogênica, ou seja, causadora de doenças. Desta forma, o 

conhecimento prático sobre os micróbios é necessário para a medicina e para as ciências 

relacionadas à saúde (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

Algunsmicro-organismos patogênicos produzem toxinas que se tornam 

extremamente prejudiciais a saúde humana. Algumas bactérias como Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Bacillus cereus e quase todos os membros do gênero Salmonella, são 

consideradas patogênicas (STAMFORD et al., 2006; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

As bactérias são organismos relativamente simples, unicelulares e procariontes cujo 

material genético  não está envolto por uma membrana nuclear especial. Esses micro-

organismos são envolvidos por uma parede celular que é praticamente composta por um 

complexo de carboidrato e proteína denominado peptideoglicana. As bactérias são 

classificadas em dois grandes grupos como Gram-positivas e Gram-negativas. Uma das 

diferenças entre esses dois grupos é que as bactérias Gram-positivas apresentam uma parede 

celular com muitas camadas de peptideoglicana, formando uma estrutura rígida. As Gram-

negativas consistem de uma ou algumas camadas de peptideoglicana e uma membrana 

externa contendo lipopolissacarídeos e lipoproteínas. Devido a essa membrana externa, as 

bactérias Gram-negativas são consideradas mais resistentes que as positivas (TORTORA; 

FUNKE; CASE, 2005). 

 

 

2.5 CONSERVANTES SINTÉTICOS 

 

 

Os conservantes sintéticos são aditivos utilizados a fim de, manter os produtos aptos 

para consumo, ou seja, são denominados agentes químicos de conservação. Esses aditivos 

exercem a função de impedir ou minimizar algumas alterações causadas pela ação de micro-

organismos ou agentes físicos, aumentando a vida útil do produto. Dentre tantos conservantes 

sintéticos, alguns se destacam por apresentarem eficácia e ação inibidora, como os ácidos 

orgânicos e seus sais, nitrato e nitritos, antibióticos, parabenos, entre outros (RODRIGUES, 

2010). 

No entanto, por se tratarem de substâncias químicas intencionalmente adicionadas 

aos alimentos, torna-se fundamental conhecer suas propriedades, de maneira a garantir seu 
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uso adequado. Apesar de sua ampla utilização, são substâncias capazes de provocar reações 

adversas no organismo como qualquer outra droga, podendo ser prejudiciais quando 

consumidos com muita frequência (AUN et al., 2011). 

 

 

2.5.1 Metilparabeno 

 

 

Dentre os conservantes sintéticos permitidos pela legislação brasileira e mais 

utilizados em produtos cosméticos, fármacos e alimentos, estão os ésteres do ácido p–

hidróxibenzóico denomidado de parabenos. Esses compostos são amplamente utilizados, 

devido a baixa reatividade, resistência a hidrólises em aquecimento e resfriamento de água, 

são incolores, inodoros, não voláteis e são considerados estáveis em uma ampla faixa de pH 

(CARREIRA, 2008; HANDA et al., 2006). 

Os parabenos apresentam um amplo espectro de atividade antimicrobiana, embora 

estudos comprovem que apresentam uma maior eficácia contra leveduras e bolores. A 

atividade desses conservantes contra micro-organismos aumenta com o aumento da cadeia 

alquílica, mas em contrapartida diminui a solubilidade em meio aquoso (FERREIRA, 2010).  

O metilparabeno (C8H8O3) apresenta-se como um pó cristalino branco e inodoro. 

Entre a classe dos parabenos, é o composto que apresenta uma maior solubilidade em água, 

por apresentar uma cadeia alquílica menor. O metilparabeno é utilizado isolado ou em 

conjunto com propilparabeno ou com outros agentes conservantes, devido apresentar 

potencial sinérgico quando associado (SAAD et al., 2005). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), estabelece através da RDC 

nº 5 de 15/01/2007, um valor de 0,03 g.100 mL-1, sendo a concentração máxima permitida do 

conservante metilparabeno em alimentos.  

Segundo a RDC nº 162 de 11/09/2001 (ANVISA), estabelece concentrações 

máximas de metilparabeno permitidas de 0,4% m/m (0,4 g.100 g-1) isolado ou 0,8% m/m (0,8 

g.100 g-1) associado a outros conservantes na aplicação em cosméticos. 
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2.5.2 Metabissulfito de sódio 

 

 

O metabissulfito de sódio (Na2S2O5) é um composto inorgânico com características 

de um pó cristalino de coloração branca. É caracterizado por ser um agente redutor, e por 

apresentar potencial de atividade antioxidante e antimicrobiana, tais propriedades que 

resultam em sua ampla utilização como conservante pelo setor alimentício 

(ALBUQUERQUE, 2005). 

Os sulfitos são agentes antimicrobianos com efeito inibitório sobre bactérias e 

leveduras, sendo que sua ação na proliferação de micro-organismos é dependente de sua 

forma química, sendo mais evidenciada em valores de pH inferiores a 3,0, devido à maior 

liberação de dióxido de enxofre molecular (SO2) (MACHADO3, TOLEDO, 2006; apud 

FAVERO; RIBEIRO; AQUINO, 2011).  

A ação antimicrobiana do dióxido de enxofre baseia-se na inibição, pelos sulfitos, de 

reações catalisadas por enzimas, dependendo assim da ação do SO2 molecular através da 

membrana celular do microrganismo. (LUCK4; JAGER, 1995; apud FAVERO; RIBEIRO; 

AQUINO, 2011). 

A ANVISA é responsável pela regulamentação quanto ao uso desses aditivos 

alimentares. Através da RDC nº 8, de 06 de março de 2013, estabelece concentrações 

máximas permitidas de metabissulfito de sódio (sozinho ou associado), sendo de 0,01 a 0,03 

g.100 mL-1 como conservante e 0,005 g.100 mL-1 como antioxidante em alimentos. 

 

 

2.6 ASSOCIAÇÃO DE PRODUTOS NATURAIS COM AGENTES ANTIMICROBIANOS 

 

 

A segurança e garantia de produtos bem conservados, está relacionada com a ação 

que o conservante fornece para a não deterioração desses produtos frente a micro-organismos 

indesejáveis. A partir disso, para se atender a demanda para a conservação de atributos 

nutricionais e de qualidade, a substituição dos conservantes tradicionais de origem sintética, 

pelos naturais vem crescendo constantemente na aplicação de produtos. Esses conservantes 

                                                           
3 MACHADO, R. M; TOLEDO, M. C. Sulfitos em alimentos. Brazilian J. Food Technol, v. 9, n. 4, p. 265-275, 
2006. 
4 LUCK, E.; JAGER, M. Conservación química de los alimentos, caracteristicas, usos, efectos. Zaragoza, 2º 
ed, 1995. 
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naturais são destacados por serem utilizados isolados ou em associação com outras 

substâncias (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011). 

O uso de associações de substâncias conservantes e antibióticos com produtos 

naturais de plantas medicinais, que apresentam potencial sinérgico sobre micro-organismos 

resistentes, se destaca por algumas vantagens, tais como uma nova estratégia para o 

tratamento de infecções e a redução da toxicidade relacionada à dose utilizada do antibiótico 

ou substância sintética, já que possibilita o uso de dosagens reduzidas ao ser combinado, sem 

comprometer sua ação antimicrobiana (ROCHA, 2012). 

Os efeitos resultantes das interações entre substâncias (drogas e agentes 

antimicrobianos) são descritas como, efeito aditivo, indiferente, antagônico e sinérgico (OGA, 

CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). 

O efeito aditivo é evidenciado quando o resultado da combinação é igual à soma dos 

efeitos de cada substância separadamente. O efeito de indiferença ocorre quando o resultado 

da associação não difere do resultado obtido da substância mais eficaz quando testada 

sozinha. O antagonismo ocorre quando o resultado da combinação das substâncias é menor 

que o resultado obtido de cada substância separadamente. O sinergismo é evidenciado quando 

o resultado da combinação das substâncias é maior que a soma dos efeitos de cada agente em 

separado, ou seja, o efeito sinérgico de uma substância quando testada proporciona uma maior 

ação antimicrobiana do que a esperada (ENDO, 2007; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO 

2008). 

A partir da ação benéfica que as substâncias naturais apresentam, quando associadas 

a um agente antimicrobiano convencional, vários estudos são realizados para evidenciar tais 

efeitos. Betoni et al. (2006) realizaram um estudo com diferentes extratos de plantas 

combinados com agentes antimicrobianos convencionais, observando um potencial sinérgico 

entre dois agentes antimicrobianos quando testados ao extrato de gengibre e onze agentes 

associados ao extrato de cravo-da-índia, frente a cepas de Staphylococcus aureus.  

No estudo realizado por Probst (2012), foi evidenciado sinergismo entre o óleo 

essencial de cravo contra a bactéria Escherichia coli e óleo esencial de canela contra 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli, quando combinados com diferentes antibióticos, 

resultando em valores menores de concentração inibitória mínima que quando testados 

sozinhos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 MATERIAL 

 

 

3.1.1 Obtenção das amostras 

 

 

As amostras de romã utilizadas foram coletadas no dia 06 de Outubro de 2014, em 

uma propriedade rural da região Sul da cidade de Toledo, Paraná. 

Os óleos essenciais de citronela (lote 1286), cravo (lote 2009), eucalipto (lote 1522), 

lavanda (lote 1668) e louro (lote 1320) foram obtidos comercialmente da empresa Laszlo 

Aromaterapia LTDA, certificada na comercialização destes produtos naturais.  

Esses óleos foram selecionados de acordo com sua composição química e diversas 

aplicações que oferecem para aromaterapia, cosmética e alguns em especial para indústria 

alimentícia. Foram adquiridos da empresa os certificados de análise química de cada óleo 

contendo os cromatogramas (ANEXO A, B, C, D e E), realizado por Cromatografia Gasosa 

de Alta Resolução, a fim de identificar os principais constituintes responsáveis pelas várias 

aplicações desses óleos essenciais.  

Algumas informações sobre os óleos essenciais estão apresentados na Tabela 1, tais 

como, nome científico, parte da planta utilizada na extração e principais constituintes da 

composição química do óleo. 
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Tabela 1 – Informações sobre o nome científico, parte da planta utilizada e principais constituintes da 
composição química dos óleos essenciais 

Óleos essenciais Nome científico Parte da planta Composição química (%) 

Citronela Cymbopogon nardus Folhas Citonelal (43,24); 
geraniol (19,98); 
citronelol (9,56). 

Cravo Syzygium aromaticum Folhas 
Eugenol (88,50); 
cariofileno (8,60); 

Acetato de eugenila (1,70). 

Eucalipto Eucalyptus globulus Folhas 

1,8-cineol (85,40); 
α-pineno (8,30); 
β-pineno (2,40); 
mirceno (0,70). 

Lavanda Lavandula angustifolia Flores 

Acetato de linalila (30,20); 
Linalol (22,50); 

1,8-cineol (4,80); 
Acetato de lavandulila (4,20); 

α-terpineol (2,90); 
Cânfora (2,60). 

Louro Laurus nobilis Folhas 

1,8-cineol (50,40); 
α-pineno (12,90); 

Linalol (7,60); 
acetato de terpinila (6,50); 

sabineno (4,00); 
α-terpineol (3,10); 

Eugenol (2,50). 
 

 

3.1.2 Micro-organismos 

 

 

Os micro-organismos utilizados neste trabalho são comumente veiculados por 

alimentos. Foram adquiridos na forma liofilizada do Instituto Nacional de Controle de 

Qualidade em Saúde (INCQS). Foram utilizadas as bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus 

(ATCC 11778) e Staphylococcus aureus (ATCC 14458) e bactérias Gram-negativas: 

Escherichia coli (ATCC 10536) e Salmonella typhi (ATCC 06539). 

 

 

3.1.3 Conservantes sintéticos 

 

 

Os conservantes sintéticos utilizados neste trabalho foram metilparabeno Biotec (lote 

32343) e metabissulfito de sódio Vetec (lote 33495). 
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3.1.4 Reagentes e meios de cultura 

 

 

Os reagentes utilizados foram: Metanol P.A (Alphatec) Etanol P.A (Alphatec) 

Clorofórmio P.A (Alphatec), Ácido sulfúrico P.A (Alphatec), Cloreto de bário (Vetec), 

Cloreto de sódio (Proquímios), DMSO - dimetilsulfóxido (Nuclear), Trolox - ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (Aldrich) e DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila 

(Aldrich). 

Os meios de cultura utilizados foram: Ágar Mueller-Hinton (Himedia) e caldo 

Mueller-Hinton (Himedia). 

 

 

3.2 MÉTODOS 

 

 

As análises deste trabalho foram realizadas nos laboratórios de Química Orgânica, 

Análise Instrumental e Microbiologia da Universidade Tecnológica Federal do Paraná – 

UTFPR, câmpus Toledo. 

 

 

3.2.1 Preparo das amostras de romã 

 

 

As amostras de frutos de romã foram coletadas da romãzeira e após previamente 

lavadas. Em seguida, foram removido os arilos, de forma asséptica para evitar contaminações 

com as sementes (Figura 7). Após, as sementes foram secas à temperatura ambiente, em local 

escuro. 
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Figura 7- Ilustração da romãzeira (A), fruta (romã) (B), sementes com arilo (C) e sementes secas sem arilo 
(D)  
Fonte: autoria própria (2015). 

 

 

3.2.2 Determinação da umidade da amostra de sementes de romã 

 

 

A análise de umidade foi realizada conforme o método 935. 29 da AOAC 

(CUNNIFF, 1998). Primeiramente, a amostra já seca a temperatura ambiente foi triturada em 

um micro moinho de facas (modelo SL 30 – SOLAB) para aumentar a eficiência na 

determinação de umidade e extração do óleo.  

Cadinhos de porcelana foram previamente calcinados em um forno mufla 

(FORNITEC) a 600ºC e após colocados em um dessecador para serem resfriados. Em 

seguida, foram pesados, em balança analítica (± 0,1000 g), aproximadamente 3,0 g de 

A B 

C D 
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amostra, nos cadinhos de porcelana. Esses foram levados a estufa e mantidos a 105ºC por 4 

horas. Em seguida, foram transferidos para um dessecador e resfriados por aproximadamente 

30 minutos e novamente pesados. O experimento foi realizado em triplicata e o cálculo de 

porcentagem de umidade foi realizado de acordo com a equação 1. 

 

 

                                    % Umidade =
(CV+ AU) - CS

(CV + AU) - CV
x 100                                          (1) 

 
Onde, CV: cadinho vazio (g); AU: amostra umida (g) e CS: cadinho contendo 

amostra seca (g). 

 

 

3.2.3 Extração do óleo das sementes de romã 

 

 

O método utilizado para a extração do óleo foi de acordo com Bligh e Dyer (1959). 

Após ter obtido o teor de umidade das sementes, foi calculada a quantidade necessária em 

massa de semente para extração.  

Aproximadamente 22,78 g da amostra moída foi colocada em um béquer, e após 

adicionado água destilada para corrigir a umidade (80%) da amostra.  

Em seguida foram homogeneizados 100 mL de clorofórmio P. A. com 200 mL de 

metanol P. A.. Em seguida, foram adicionados 100 mL de clorofórmio P. A. e agitado por 

mais 30 segundos, e posteriormente, 100 mL de água destilada e agitado por mais 30 

segundos. 

A mistura foi filtrada em um funil de Buchner com papel filtro quantitativo. Em 

seguida, foram adicionados 100 mL de clorofórmio P. A. e foi agitado vigorosamente por 2 

minutos. O filtrado foi transferido para um funil de separação.  

A fase inferior (clorofórmio) foi coletada em um balão previamente pesado em 

balança analítica (± 0,0001 g). Por fim, foi realizada a evaporação do solvente em um 

evaporador rotatório, a 36ºC e determinado gravimetricamente o teor de óleo obtido das 

sementes. 
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Após a extração, foi realizado o cálculo do rendimento de extração de acordo com a 

equação 2. O óleo obtido foi colocado em tubos de centrifugação estéreis e conservados em 

congelador (modelo F 32- BOSCH) sob temperatura de -18 ºC. 

 

                  Rendimento (%) =
MO

MS
 x 100                                                            (2) 

 

Onde, MO: massa de óleo obtido na extração (g) e MS: massa das sementes utilizadas 

para extração (g). 

 
 

3.3 ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

 

3.3.1 Determinação da atividade antioxidante dos óleos pelo método de DPPH 

 

 

Para a determinação da atividade antioxidante dos óleos foi utilizado o método de 

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), segundo a metodologia proposta por Choi et al (2002). 

Inicialmente foram realizados alguns testes com concentrações variadas para 

verificar em qual concentração aproximadamente os óleos essenciais e o óleo vegetal extraído 

de sementes de romã apresentavam capacidade de inibição de 50% do radical DPPH. Em 

seguida, foram realizadas as análises com seis concentrações diferentes para cada óleo. 

Os óleos foram pesados em balão volumétrico de 10,0 mL e diluídos em etanol P.A.. 

Para a reação, foram coletados 2,5 mL de cada balão contendo a amostra de óleo e foram 

adicionados em tubo de ensaio. Logo em seguida foram adicionados aos tubos 1,0 mL da 

solução de DPPH 3,0x10-4 mol L-1 (solução metanólica). Os tubos de ensaio foram agitados 

em agitador de tubos tipo Vortex (modelo AP56 - PHOENIX) e deixados em repouso por 30 

minutos à temperatura ambiente e na ausência de luz. Preparou-se um controle negativo 

contendo 2,5 mL de etanol em 1,0 mL da solução de DPPH 3,0x10-4 mol L1. Para o branco foi 

utilizado etanol P. A. 

Após o período de 30 minutos em repouso, realizou-se a leitura das amostras nas 

diferentes concentrações em um espectrofotômetro UV/Vis (modelo T80+ PG Instruments) 

em 517 nm, onde a solução de DPPH apresentou um máximo de absorção. O experimento foi 
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realizado em triplicata e o resultado foi expresso em IC50, ou seja, a concentração de óleo 

necessária para reduzir 50% do radical livre DPPH. O IC50 de cada óleo foi encontrado 

através da equação da reta obtida pela curva de porcentagem de inibição versus a 

concentração de óleo. 

O percentual de inibição foi calculado de acordo com a equação 3. 

 

 

                             % Inibição =
(A0 - A1)

A0
 × 100                                           (3)   

 
Onde, A0: absorbância do controle negativo (DPPH + Etanol) e A1: absorbância da 

amostra em solução. 

Outra forma de expressar os resultados de atividade antioxidante é pelo Índice de 

Atividade Antioxidante (AAI). Considera-se ação antioxidante fraca quando o AAI for menor 

que 0,5, ação moderada quando o AAI estiver entre 0,5 e 1,0, ação antioxidante forte quando 

o AAI for de 1,0 a 2,0, e ação muito forte para valor de AAI for superior a 2,0 (SCHERER; 

GODOY, 2009). 

O Índice de Atividade Antioxidante (AAI) é obtido através da equação 4. 

 

 

                       AAI =
concentração final de DPPH (mg mL-1)

IC50(mg mL-1)
                                (4) 

 

 

Como controle positivo foi utilizado o antioxidante padrão Trolox (ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico). A solução padrão de Trolox foi preparada de acordo 

com Rufino et al. (2007b), onde dissolveu-se 25,0 mg de Trolox em etanol P.A num balão de 

50,0 mL, resultando em uma solução 2,0x10-3 mol.L-1. Em seguida foi determinada a 

atividade antioxidante com o padrão Trolox pelo método de DPPH conforme realizado para as 

amostras de óleo. Plotou-se as concentrações de Trolox no eixo X e as respectivas 

absorbâncias no eixo Y e então, obteve-se  a equação da reta. Os resultados da atividade 

antioxidante foram expressos em TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox), em 

µmol ET por grama de amostra.  
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Para a determinação da curva padrão do DPPH (concentração de DPPH x 

absorbância), foi utilizada a metodologia de acordo com Rufino et al. (2007a). Preparou-se 

em balões volumétricos de 10,0 mL, soluções de DPPH em metanol com concentrações de 

(10 µmol.L-1, 30 µmol.L-1, 50 µmol.L-1, 70 µmol.L-1, 90 µmol.L-1 mol.L-1) em triplicata. Em 

ambiente escuro e temperatura ambiente, transferiu-se aproximadamente 4,0 mL de cada 

solução de DPPH para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em espectrofotômetro a 517 

nm. Metanol foi usado como branco. Em seguida, plotou-se as concentrações de DPPH no 

eixo X e as respectivas  absorbâncias no eixo Y e então, calculou-se a equação da reta. 

 

 

3.4 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 
 

 

3.4.1 Preparo das soluções de óleo e conservantes sintéticos 
 

 

Para a realização dos testes de Concentração Inibitória Mínima (CIM) e testes de 

associação, foram pesados 10,0 mg de cada óleo e em seguida adicionou-se 100 µL de DMSO 

e 900 µL de caldo Mueller-Hinton, resultando em uma solução com concentração de 10 mg 

mL-1. 

O preparo das soluções dos conservantes sintéticos se procedeu da mesma forma, só 

variando as concentrações de cada conservante sendo 15 mg mL-1 para metilparabeno e 30 mg 

mL-1 para o metabissulfito de sódio. 

 

 

3.4.2 Preparo do inóculo bacteriano 
 

 

O inóculo utilizado para os testes de microdiluição foi preparado de acordo com a 

escala McFarland, que obtém uma turvação correspondente a 0,5. Esse padrão é equivalente a 

aproximadamente 1,5x108 UFC.mL-1 (CLSI, 2012). 

Para padronizar a densidade da suspenção bacteriana, utilizou-se um controle de 

turbidez de BaSO4 (sulfato de bário), equivalente a uma solução padrão McFarland de 0,5. 



35 

 

Para o preparo da solução padrão McFarland 0,5, primeiramente em um tubo de 

ensaio acrescentou-se uma alíquota de 0,5 mL de cloreto de bário (BaCl2 de 0,048 mol.L-1) 

em 99,5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4 de 0,18 mol.L-1), agitando constantemente para manter 

a suspensão da solução. Em seguida, foi realizada a leitura dessa solução em 

espectrofotômetro UV/Vis (modelo T80+ PG Instruments) em um comprimento de onda de 

625 nm, obtendo uma absorbância de 0,089. Por fim, a solução McFarland 0,5 foi transferida 

para tubos de ensaio com tampa e foram armazenados em local escuro sob temperatura 

ambiente. A cada duas semanas de testes foi realizada a leitura da absorbância do padrão, para 

certificar-se que não sofreu degradação. A absorbância em 625 nm da solução padrão 

McFarland com turvação 0,5 deve estar entre 0,08 e 0,10 equivalente a aproximadamente 

1,5x108 UFC.mL-1 (CLSI, 2012). 

Para os testes de microdiluição foram realizados os ajustes da turbidez das 

suspensões bacterianas, com uma solução salina 0,85% previamente estéril, de modo a obter-

se uma turbidez ótica comparável à solução padrão McFarland 0,5. Em seguida, foram 

realizadas diluições de 1:20 (950 µL de caldo Mueller-Hinton e 50 µL da cultura de cada 

bactéria) já padronizada em salina 0,85% com o padrão McFarland 0,5, em microtubos de 

centrifugação estéreis, para a obtenção de uma solução com aproximadamente 0,75x107 UFC. 

mL-1. 

 

 

3.4.3 Avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos óleos e conservantes sintéticos 

 

 

A determinação Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada de acordo com 

a metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2012), pelo teste de 

microdiluição para bactérias. 

Os testes de microdiluição foram realizados em microplacas (KASVI) para cultura de 

células, estéreis, com 96 poços, em câmara de fluxo unidimensional (BIOENG09). 

Inicialmente, adicionou-se 100 µL de caldo Mueller-Hinton, com o auxílio de um 

micropipetador multicanal, em todos os poços da microplaca. As soluções de óleo a serem 

testados, na concentração de 10 mg.mL-1 foram adicionados nos primeiros poços da linha A. 

Em seguida, realizaram-se as diluições seriadas dos óleos em sentido vertical, aspirando e 

soltando continuamente as soluções em cada poço da microplaca, com exceção da linha H, 

sendo que o poço seguinte apresentava a metade da concentração do poço anterior. Inoculou-
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se, com auxílio de um micropipetador monocanal, 10 µL da suspensão bacteriana padronizada 

1:20 em todos os poços da coluna 1, 3, 5, 7, 9 e 11 (7,5 x 104 UFC/poço). Os outros poços 

foram utilizados como controle de cada óleo (óleo + caldo Mueller-Hinton). A linha H foi 

utilizada como controle negativo (bactéria + caldo Mueller-Hinton). Foi realizado também um 

controle de esterilidade do caldo e um controle com DMSO, para a certificação que não 

apresentasse potencial de inibição frente às bactérias testadas. 

Por fim, as microplacas foram cuidadosamente agitadas e incubadas em uma estufa 

BOD (modelo TE371 – Tecnal) a temperatura de 35ºC, por um período de 24 horas. Após 

este período, realizou-se a leitura dos resultados, observando a presença ou ausência de 

crescimento bacteriano visível na microplaca. Para isso, observou-se qual o último poço de 

cada coluna isento de crescimento bacteriano, ou seja, os poços que apresentaram ausência de 

turvação visível, são considerados como a concentração inibitória mínima frente à bactéria 

testada.  

O procedimento foi o mesmo para os conservantes sintéticos, só variando as 

concentrações iniciais de cada um, sendo 15 mg.mL-1 para metilparabeno e 30 mg.mL-1 para 

metabissulfito de sódio. O experimento com os óleos e conservantes sintéticos foi realizado 

em triplicata. 

 

 

3.4.4 Avaliação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) para os óleos e conservantes 

sintéticos 

 

 

Para a determinação da concentração bactericida mínima dos óleos e conservantes 

sintéticos, foram retiradas alçadas com auxílio de alças bacteriológicas, dos poços 

correspondentes à concentração inibitória mínima e as concentrações anteriores a esta. O 

método utilizado foi o de espalhamento em estrias sobre a superfície de Ágar Mueller-Hinton 

contido em placas de Petri. 

Em seguida, as placas foram incubadas a uma temperatura de 35ºC por 24 horas. 

Após este período realizou-se a leitura verificando se houve ou não crescimento visível sobre 

o ágar. Considerou-se a concentração bactericida mínima a menor concentração de óleo ou 

conservante sintético capaz de causar a morte ou redução no crescimento bacteriano igual ou 

superior a 99,9%. 
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3.4.5 Teste de associação dos óleos com conservantes sintéticos pela técnica de 

“checkerboard” 

 

 

Os óleos que apresentaram melhor desempenho frente às bactérias foram associados 

com os conservantes sintéticos metilparabeno e metabissulfito de sódio, que são comumente 

utilizados em alimentos e cosméticos. A técnica utilizada foi a de  “checkerboard” em 

microplacas de 96 poços. 

Inicialmente foram adicionados 100 µL de caldo Mueller-Hinton nos poços da 

microplaca, com exceção do poço 12A, que recebeu 200 µL da solução de óleo na 

concentração de 10 mg mL-1. Os demais poços da coluna 12 receberam 100 µL da solução de 

óleo na concentração de 10 mg mL-1 cada. Realizou-se uma diluição seriada em sentido 

horizontal até a coluna 2 da microplaca. Em seguida, foram adicionados 100 µL da solução de 

conservante sintético (15 mg mL-1 de metilparabeno ou 30 mg mL-1 de metabissulfito de 

sódio) e, seguiu-se a diluição seriada em sentido vertical até a linha G da microplaca. A linha 

H e a coluna 1 foram os controles do óleo e conservante sintético, respectivamente. Cada poço 

da microplaca apresentava combinações de diferentes concentrações de óleo e conservante 

sintético. Em seguida, foram adicionados a todos os poços da microplaca 10 µL da suspensão 

bacteriana padronizada em escala McFarland 0,5 diluídas 1:20. Por fim, a microplaca foi 

agitada cuidadosamente e incubada a uma temperatura de 35ºC durante 24 horas. 

Após este período foi realizada a leitura através da observação de inibição ou 

crescimento visível na microplaca. O crescimento foi evidenciado através de turvação. 

A análise dos resultados é feita através do cálculo do Índice de Concentração 

Inibitória Fracionada (FICI) dos óleos e conservantes sintéticos, a partir da equação 5. 

 

 

       FICI = FICA+FICB =
CIMA em combinação

CIMA isolado
+

CIMB em combinação

CIMB isolado
               (5) 

 

 

Onde, FICI: Índice de Concentração Inibitória Fracionada; FICA: Concentração 

Inibitória Fracionada do óleo; FICB: Concentração Inibitória Fracionada do conservante 

sintético; CIMA: Concentração Inibitória Mínima do óleo e CIMB: Concentração Inibitória 

Mínima do conservante sintético. 
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Desta forma, os resultados de cada óleo em associação ao conservante sintético 

foram classificados, de acordo com o FICI, em sinérgicos (FICI ≤ 0,5), aditivos (FICI entre 

0,5 e 1,0), indiferentes (FICI entre 1,0 e 4,0) ou antagônicos (FICI ≥ 4,0) (LEWIS et al., 

2002). 

Os resultados do teste de “checkerboard” também foram interpretados pelo padrão 

formado pela construção de gráficos denominados isobologramas, onde uma das substâncias 

testadas fica ao longo do eixo X e a outra ao longo do eixo Y. Ao realizar a conexão da série 

de pontos referentes à combinação do óleo e conservante sintético, obtém-se o isobolograma 

onde ocorre inibição do crescimento microbiano (SHIN; LIM, 2004; ENDO, 2007). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Obtenção do óleo vegetal de sementes de romã 

 

 

Foi realizada inicialmente a extração do óleo vegetal contido nas sementes de romã, 

através do método de Bligh e Dyer (1959). Para determinar a quantidade em massa de 

amostra a ser extraída, foi necessária a determinação do teor de umidade, pois o método de 

extração realizado é aplicado para amostras com até 80 % de umidade. As sementes de romã 

apresentaram uma umidade de 12,15 % (± 0,14). De acordo com a ANVISA (1978), os 

cereais, incluindo grãos e sementes devem apresentar no máximo 15 % de umidade, devido 

aos riscos de contaminação que podem ocorrer. Um alto teor de umidade em sementes pode 

ocasionar um aumento na respiração, promovendo o aparecimento de micro-organismos e 

como consequência a perda de matéria-prima (MOHLER, 2010). 

Segundo Lansky e Newman (2006), o teor de lipídeos presentes nas sementes de 

romã, compreende de 12 a 20 % do peso total da semente, apresentando um alto teor do ácido 

graxo (ácido punícico) em sua composição. O rendimento obtido pela extração do óleo neste 

trabalho foi de aproximadamente 13,43 %. Esse valor está próximo ao rendimento encontrado 

por Jardini e Mancini Filho (2007), que foi de 14,06 % de óleo nas sementes da fruta. No 

entanto, o rendimento e a composição dos ácidos graxos extraídos de óleos vegetais podem 

apresentar variações de acordo com a maturação do fruto, localização, época de colheita, 

condições climáticas, dentre outros vários fatores (MELO, 2012a). 

Desta forma, faz-se necessário realizar um controle das condições do fruto e da 

umidade, para que não ocorra perda da amostra e dos principais compostos presentes, como 

também para se obter uma quantidade considerável de lipídios ao final da extração. 

 

 

4.2 Determinação da atividade antioxidante pelo método de DPPH  

 

 

Para a determinação da atividade antioxidante dos óleos em estudo, utilizou-se o 

método do DPPH. A atividade antioxidante é determinada pelo grau de descoloração da 

solução metanólica de DPPH, que inicialmente é violeta e torna-se amarela 
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proporcionalmente à capacidade do antioxidante em sequestrar o radical livre (POVH, 2008). 

Os resultados foram expressos através da quantidade de antioxidante capaz de sequestrar 

metade (50 %) dos radicais livres DPPH presentes na solução. 

A curva padrão de DPPH encontra-se na Figura 8. 

 

 

 
Figura 8- Curva padrão de DPPH 

 

 

A metodologia utilizada para a construção da curva padrão foi proposta por Rufino et 

al. (2007a) com algumas modificações. Conforme o coeficiente de determinação obtido pela 

curva (Figura 8) obteve-se uma boa linearidade. 

Para as análises com os óleos, foram realizados testes para obter concentrações que 

apresentassem capacidade abaixo e acima de 50% na inibição do radical DPPH, para a 

construção de uma curva linear entre a concentração do antioxidante e sua a porcentagem de 

inibição (Figura 9). A partir disso, todos os óleos apresentaram concentrações diferentes na 

capacidade de inibição. O cálculo do IC50 foi realizado pela equação 3. 
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Figura 9– Exemplo de curva utilizada para a determinação da equação da reta para os óleos 

 

 

De acordo com a Figura 9, a medida que aumenta a concentração do óleo utilizado, 

aumenta a capacidade de inibir o radical DPPH. 

Foi realizado também, como controle positivo uma análise com o reagente Trolox, 

que é um antioxidante padrão conhecido pela inibição de radicais livres. 

A curva padrão de Trolox encontra-se na Figura 10. 

 
Figura 10 - Curva padrão de Trolox 

 

 

Conforme a Figura 10 observa-se que quando se aumenta a concentração de Trolox a 

absorbância diminui, ou seja, ocorre a inibição do radical DPPH. Desta forma, os resultados 
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também foram apresentados em TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox), em 

µmol ET por grama de óleo. 

Os resultados de IC50, Índice de Atividade antioxidante e capacidade antioxidante em 

equivalente Trolox para cada óleo, são apresentados na Tabela 2. 

 

 

Tabela 2 – Valores de IC50, Índice de Atividade Antioxidante (AAI) e capacidade antioxidante em 
equivalente Trolox (TEAC) obtidos para cada óleo na determinação do potencial antioxidante pelo 
método de DPPH  

 
Óleos 

 
IC50 (mg.mL-1) ± DP 

 
                 AAI 

 
    TEAC (µmol.g-1) 

Citronela 0,99 ± 0,010 0,03 28,50 

Cravo 0,008 ± 0,010 3,93 3125,70 

Eucalipto  > 15,00 ± 0,000 < 2,25x10-3 - 

Lavanda > 15,00 ± 0,000 < 2,25x10-3 - 

Louro 0,24 ± 0,019  0,14 109,62 

Semente de romã 2,32 ± 0,015  0,01 11,99 

Nota: Os símbolos < e > representam menor e maior respectivamente; (-) Não determinado. 
DP: Desvio padrão 
 

 

Dentre os óleos testados, os óleos essenciais de lavanda e eucalipto foram os menos 

eficazes na ação antioxidante, pois não apresentaram inibição de 50% do radical DPPH 

mesmo com a maior concentração testada (15,00 mg.mL-1). Desta forma, a utilização desses 

óleos essenciais como antioxidantes se torna inviável, devido à grande quantidade de óleo 

necessária para promover a redução do radical livre. 

A partir disso, não foi possível calcular os valores reais de IC50, AAI e TEAC para 

esses óleos, mas  estimou-se que estes óleos essenciais apresentavam valores de IC50 maiores 

que 15,00 mg.mL-1 e AAI menores que 2,25x10-3.  

Malinowski (2010) realizou um estudo da capacidade antioxidante com o óleo 

essencial de espécies de eucalipto e também verificou que esse óleo não apresentou 

capacidade de reduzir o radical DPPH, como também não apresentou variações na coloração 

permanecendo na cor violeta escuro, mesmo na maior concentração testada (6,0 mg.mL-1). 

O principal composto presente no óleo essencial de eucalipto utilizado nesse estudo 

foi o 1,8-cineol, presente em aproximadamente 85,4 %. De acordo com Toscan (2010), que 

avaliou a atividade antioxidante de terpenoides, esse composto precisa de um IC50 muito alto 
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(86,07 µL.mL-1) para a inibição do radical DPPH, constatando sua baixa atividade 

antioxidante. 

Os principais constituintes presentes na composição do óleo essencial de lavanda 

utilizado neste trabalho são; acetato de linalila (30,2 %), linalol (22,5 %) e 1,8-cineol (4,8 %). 

Com relação a este óleo essencial, são poucos os estudos voltados na determinação da 

atividade antioxidante pelo método de DPPH, por ser considerado um fraco antioxidante na 

inibição do radical. No entanto são evidenciadas outras propriedades para esse óleo, tais 

como, para fins terapêuticos, aplicações em cosméticos e perfumes e também como 

antimicrobiano, sendo que tais propriedades devem-se pela presença de linalol e acetato de 

linalila em sua composição (CAVANAGH; WILKINSON, 2002; SILVEIRA, 2012). 

Dentre os outros óleos apresentados na Tabela 2, o óleo essencial de cravo foi o mais 

eficaz na inibição de 50% do radical DPPH, com uma concentração de 0,008 mg.mL-1 e AAI 

de 3,93 classificado como um antioxidante de ação muito forte, seguido do óleo essencial de 

louro (0,24 mg.mL-1), citronela (0,99 mg.mL-1) e do óleo vegetal extraído de sementes de 

romã (2,32 mg.mL-1) com AAI de 0,138, 0,034, 0,014 respectivamente, classificados como 

antioxidantes de ação fraca.   

O valor de IC50 obtido para o óleo essencial de cravo neste trabalho está próximo ao 

encontrado por Scherer et al. (2009) que foi de 0,0078 mg.mL-1, confirmando seu alto 

potencial antioxidante. 

Com relação aos valores de capacidade antioxidante equivalente ao padrão Trolox, 

observa-se que quanto menor o IC50, maior é a concentração de TEAC. Dentre os óleos 

avaliados, o óleo essencial de cravo apresentou a maior concentração (3125,70 µmol TEAC.g-

1
). 

A alta atividade antioxidante do óleo essencial de cravo deve-se principalmente ao 

eugenol, composto encontrado em maior quantidade nas folhas dessa planta (88,5 %). A ação 

desse composto está relacionada a sua estrutura química, ou seja, o anel fenólico que permite 

a doação de um próton (H+) ao radical livre, estabilizando e interrompendo o mecanismo de 

oxidação do mesmo (RAMALHO; JORGE, 2006).  

O óleo essencial de louro foi o segundo óleo mais eficaz no sequestro de radicais 

livres do DPPH. O resultado obtido neste trabalho foi superior ao encontrado por Morais et al. 

(2009), que analisaram o potencial antioxidante desse condimento adquirido comercialmente, 

resultando em um IC50 de 0,76 mg.mL-1. Seu potencial contra radicais livres deve-se por 

apresentar em sua composição compostos fenólicos, como o eugenol, linalol e α-terpineol, 

que apresentam alta ação antioxidante. No entanto, esse óleo essencial apresenta 
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concentrações de eugenol menores que o óleo essencial de cravo, o que justifica um valor 

maior IC50 e consequentemente foi classificado como um antioxidante com uma menor ação. 

O óleo essencial de citronela utilizado neste estudo possui como constituintes 

majoritários o citronelal (43,24 %), geraniol (19,98 %) e citronelol (9,56 %). O resultado de 

IC50 obtido (0,99 mg.mL-1) foi maior que o encontrado por Scherer et al. (2009) que foi de 

0,74 mg.mL-1 pelo método do DPPH. Entretanto, o óleo essencial também apresentou um 

AAI abaixo de 0,5, sendo classificado como um antioxidante com ação fraca.  

A ação antioxidante dos óleos essenciais deve-se principalmente pela presença de 

compostos fenólicos em sua composição. No entanto, os compostos como flavonóides e 

terpenoides também oferecem alto potencial sobre os óleos. Essas substâncias, tem o poder de 

neutralizar os radicais livres, impedindo que ocorra a oxidação lipídica (HUI, 1996; 

JARDINI, 2005). 

O óleo vegetal extraído de sementes de romã foi selecionado devido aos estudos 

relacionados à alta atividade antioxidante do fruto, como também por possível potencial 

antimicrobiano. A concentração inibitória de 50 % do radical DPPH pelo óleo foi de 

aproximadamente 2,32 mg.mL-1. Esse valor de IC50 foi inferior ao encontrado por Melo 

(2012), que avaliou a capacidade antioxidante na redução do DPPH do óleo de semente de 

romã em comparação ao óleo de linhaça, obtendo um IC50 de 3,77 mg de óleo de romã para a 

redução do radical.  

No estudo realizado por Nascimento et al. (2013), a capacidade antioxidante do 

extrato etanólico de sementes de romã contendo arilo foi avaliada, obtendo-se um valor de 

23,33 µmol TEAC.g-1 de amostra. O potencial antioxidante deste óleo deve-se aos ácidos 

graxos presentes nas sementes, chegando a até 95% de sua composição. No entanto, o ácido 

punícico, presente em maior quantidade se destaca, por possuir uma longa cadeia carbônica 

com algumas insaturações, que em contato com o radical livre promove a sua estabilização 

(LANSKY; NEWMAN, 2006; MELO et al., 2014). 

Entretanto, no estudo realizado por Silva et al. (2012), que avaliou a atividade 

antioxidante do óleo extraído de sementes de romã aplicando a técnica de prensagem a frio, 

encontrou um resultado de IC50 de aproximadamente 37,98 µg.mL-1, ou seja, um valor bem 

abaixo comparado com o obtido neste trabalho. Contudo, a questão da variação nos valores 

encontrados da capacidade antioxidante deste óleo, como também para os óleos essenciais, 

está diretamente relacionada a alguns fatores como, método de extração do óleo, umidade das 

amostras, condições climáticas, espécie, época de colheita (nível de maturação), entre outros 

(ANDRADE et al., 2012; MELO, 2012a). 
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Além disso, outro ponto importante é a caracterização do óleo, ou seja, caracterizar e 

quantificar os principais ácidos graxos presentes nas sementes responsáveis por seu potencial 

antioxidante. Desta forma, por não ter as informações quantificadas sobre a composição do 

óleo vegetal extraído das sementes, através da técnica de Cromatografia Gasosa (CG), acabam 

dificultando a análise da eficácia do óleo, como também as comparações com outros 

trabalhos. 

 

 

4.3 Determinação da atividade antimicrobiana dos óleos e conservantes sintéticos pelas 

técnicas de CIM e CBM 

 

 

A técnica utilizada para quantificar a atividade antimicrobiana dos óleos e 

conservantes sintéticos contra as bactérias patogênicas, foi através da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM). 

Os resultados obtidos para os óleos nas técnicas de CIM e CBM estão apresentados 

na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Valores de concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) 
para os óleos testados contra bactérias patogênicas Gram-posivas e Gram-negativas 

 
 
Micro-organismos 

Citronela Cravo Eucalipto  Lavanda Louro Semente de 
romã 

CIM/CBM (mg.mL-1) 

Bacillus cereus 1,25/2,50 1,25/2,50 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 

Escherichia coli 2,50/2,50 1,25/1,25 0,00/0,00 5,00/0,00 5,00/5,00 0,00/0,00 

Salmonella typhi 0,00/0,00 1,25/1,25 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 

Staphylococcus 

aureus 
2,50/2,50 2,50/2,50 0,00/0,00 5,00/0,00 5,00/0,00 0,00/0,00 

 

 

Conforme os resultados apresentados na Tabela 3 pode-se perceber que o óleo 

essencial de eucalipto e o óleo vegetal de sementes de romã não apresentaram potencial na 

inibição de nenhuma das bactérias utilizadas. 

Estanislau et al. (2001) avaliaram a atividade antibacteriana de cinco espécies de 

eucalipto frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Dentre as espécies avaliadas, o 
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óleo essencial de Eucalypto microcorys pode ser comparado com a espécie globulus, utilizada 

neste trabalho, devido possuir aproximadamente 86,72% do composto 1,8-cineol em sua 

composição. Dentre as espécies, essa foi a menos eficaz no efeito antibacteriano, 

evidenciando uma fraca ação do terpenoide 1,8-cineol, conforme o resultado obtido neste 

trabalho. No entanto o óleo essencial da espécie Eucalypto citriodora (82,33% citronelal e 

0,93% 1,8-cineol), foi ativo frente a todas as bactérias. 

Contudo, a maior pesquisa com o óleo essencial de eucalipto é sobre fungos. Alguns 

estudos evidenciaram a sua ação frente a Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, 

considerados patógenos de plantas e alimentos e também produtores de aflatoxinas (VILELA, 

2007). 

O óleo de sementes de romã não apresentou atividade mesmo na maior concentração 

testada de 5,0 mg.mL-1, se tornando ineficaz para as possíveis associações com conservantes. 

Entretanto, é evidenciada alta atividade antimicrobiana em extratos da casca deste fruto. 

Alguns estudos evidenciaram sua ação frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Proteus vulgaricus (AHMED; ABOOD; AL-JANABI, 2012; SILVA, 2008). 

O óleo essencial das folhas de cravo foi o mais eficaz apresentando potencial 

bacteriostático e bactericida frente às quatro bactérias testadas. Dentre os micro-organismos 

em teste, Bacillus cereus, Escherichia coli e Salmonella typhi foram as mais sensíveis ao óleo 

essencial, ambas com CIM de 1,25 mg.mL-1, seguido por Staphylococcus aures (2,5 mg.mL-

1). Com relação à concentração bactericida mínima, ou seja, a concentração mínima do óleo 

essencial suficiente para causar a morte da célula bacteriana, o óleo essencial de cravo 

apresentou maior CBM frente à Escherichia coli e Salmonella typhi (1,25 mg.mL-1, seguido 

por Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (2,5 mg.mL-1). 

O principal composto responsável pela alta ação antimicrobiana deste óleo é o 

eugenol presente em 88,5 % de sua composição total. Os resultados positivos corroboram 

com os encontrados por Scherer et al. (2009), que evidenciaram a atividade do óleo essencial 

de cravo para as mesmas bactérias utilizadas neste trabalho. 

Rabêlo (2010), também encontrou resultados satisfatórios para o óleo essencial de 

cravo, sendo o eugenol composto majoritário apresentando ação frente a cepas de Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosas e Salmonella spp.  

A atividade antimicrobiana do eugenol pode ser atribuída à sua estrutura química, em 

especial ao anel fenólico. Estudos indicam que esse composto fenólico é ativo frente às 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas provocando a degeneração das proteínas da 
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membrana resultando em um rompimento da parede celular ou lise da célula bacteriana (DI 

PASQUA et al., 2007; DEVI et al., 2010). 

O óleo essencial de citronela também apresentou potencial antimicrobiano, sendo 

mais eficaz para a bactéria Gram-positiva Bacillus cereus com CIM de 1,25 mg.mL-1, seguido 

por Staphylococcus aureus e Escherichia coli, com CIM de 2,50 mg.mL-1. O potencial 

bactericida do óleo foi evidenciado para as três bactérias na concentração de 2,50 mg.mL-1. A 

única bactéria que não apresentou inibição ao óleo foi Salmonella typhi se mostrando 

resistente na maior concentração testada (5,0 mg.mL-1). As bactérias Gram-negativas 

apresentam uma maior resitência, quando comparadas com as Gram-positivas por possuírem 

além da camada de peptideoglicano, uma membrana externa rica em lipopolissacarídeos e 

lipoproteínas que conferem uma maior impermeabilidade de alguns agentes antimicrobianos 

(DORMAN; DEANS, 2000). 

Scherer et al. (2008) e Silveira et al. (2012) avaliaram a ação do óleo essencial de 

citronela (Cymbopogon winterianus) frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

obtendo resultados satisfatórios. A ação desse óleo essencial se deve por possuir ricos 

monoterpenoides como, citronelal (43,24%), citronelol (9,56%) e geraniol (19,98%) em sua 

composição. Os compostos citronelal e citronelol diferem entre si apenas em suas funções 

químicas, uma vez que o primeiro é um aldeído e o segundo um álcool (TOSCAN, 2010).  

Os óleos essenciais de lavanda e louro apresentaram potencial antimicrobiano 

somente para as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ambos na maior 

concentração testada (5,0 mg.mL-1). Com relação à concentração bactericida mínima, o óleo 

essencial de louro apresentou potencial somente contra cepas de Escherichia coli na 

concentração de 5,0 mg.mL-1. O óleo essencial de lavanda não apresentou CBM para 

nenhuma das bactérias. 

Os resultados obtidos neste trabalho apresentaram poucas variações em relação aos 

de Silveira et al. (2012) que avaliaram a atividade antibacteriana do óleo essencial das folhas 

e flores de lavanda observando seu efeito contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

Contudo, os constituintes do óleo essencial de uma mesma espécie de lavanda podem variar 

consideravelmente dependendo do método de extração e forma de cultivo da planta. 

Os principais componentes do óleo essencial das flores de lavanda são o acetato de 

linalila (30,22%) e o linalol (22,50%), no entanto outros terpenos em menor quantidade, como 

α-terpineol, terpinen-4-ol, α-pineno, lavandulol, 1,8-cineol, também auxiliam no potencial 

contra micro-organismos. No óleo essencial de louro estão presentes os constituintes 

principais, 1,8-cineol (50,40%), α-pineno (12,90), linalol (7,60%) e eugenol (2,50%). Estudos 
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revelam que a atividade biológica dos terpenos e terpenoides está relacionada ao grupo hidroxil 

ligado aos aneis fenólicos, como também, a presença de elétrons deslocalizados na estrutura 

(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).  

De acordo com Houghton et al. (2007) muitas vezes a atividade biológica dos óleos 

essenciais não é realizada somente pelos compostos majoritários. Assim, o efeito pode ser 

atribuído às substâncias que estão presentes em menor quantidade ou também pela associação 

destas com outros compostos existentes, promovendo um efeito sinérgico do óleo essencial. 

Na Tabela 4, estão descritos os resultados obtidos pelas técnicas de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) para os conservantes 

sintéticos metilparabeno e metabissulfito de sódio. 

 

 

Tabela 4 – Valores de concentração inibitória mínima(CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) 
para os conservantes sintéticos contra bactérias patogênicas Gram-posivas e Gram-negativas 

                      Metilparabeno                       Metabissulfito de sódio 

     Micro-organismos              CIM/CBM  (mg.mL-1)                   CIM/CBM (mg.mL-1)            

Bacillus cereus 

Escherichia coli 

Salmonella typhi 

Staphylococcus aureus 

                            1,87/3,75                1,87/1,87  

                            0,93/3,75  1,87/1,87  

                          1,87/3,75       1,87/1,87  

                          3,75/7,50      1,87/1,87  

 

 

O conservante sintético metilparabeno apresentou efeito de inibição e lise frente às 

quatro bactérias testadas, mostrando-se mais eficaz para a bactéria Escherichia coli (0,93 

mg.mL-1), seguida por Bacillus cereus e Salmonella typhi (1,87 mg.mL-1) e Staphylococcus 

aureus (3,75 mg.mL-1) que apresentou uma resistência maior ao conservante.  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), estabelece a utilização desse 

conservante em alimentos sob uma concentração máxima de aproximadamente 0,30 mg.mL-1. 

De acordo com os valores obtidos neste trabalho, o conservante metilparabeno utilizado 

apresentou concentrações de inibição superiores ao permitido em alimentos. No entanto, para 

aplicação em cosméticos mostrou eficácia quando testado frente às quatro bactérias, já que a 

concentração máxima permitida é de 4,0 mg.mL-1. 

A atividade antimicrobiana dos parabenos está relacionada ao comprimento da 

cadeia carbônica do substituinte do éster, característica esta indesejável do ponto de vista da 

solubilidade em água, ou seja, o metilparabeno apresenta-se mais solúvel em água, porém 
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com uma ação antimicrobiana menor que o propilparabeno, devido às diferenças na estrutura 

química (FERNANDES; SAVINO; AMARANTE, 2013). Alguns estudos sugerem que estes 

compostos lipofílicos atuam na inibição ou levam a morte os micro-organismos, devido a  

alteração da permeabilidade das membranas celulares, como também pela interferência em 

reações metabólicas essenciais para o desenvolvimento e atividade celular (CARREIRA, 

2008; MELO, 2012b). 

O conservante metabissulfito de sódio apresentou o mesmo valor de CIM e CBM 

para todas as bactérias (1,87 mg.mL-1). Em comum com o metilparabeno apresentou 

concentrações de inibição superiores a concentração máxima da utilização do conservante em 

alimentos. 

Estudos indicam que a atividade bactericida do metabissulfito de sódio está 

relacionada ao pH do meio, por ser caracterizado como um agente oxidante ativo a um pH 

baixo (BOSTAN et al., 2013). 

 

 

4.4 Associação dos óleos com conservantes sintéticos pela técnica de “checkerboard” 

 

 

As associações foram realizadas com o óleo essencial de cravo e citronela, por 

apresentarem os melhores resultados nos testes de CIM frente às bactérias avaliadas. 

Os esquemas de “checkerboard” (APÊNDICE A) representam a microplaca de 96 

poços contendo as combinações diferentes entre o óleo essencial e o conservante sintético. 

Na Tabela 5, estão descritos os valores de Índice de Concentração Inibitória 

Fracionada (FICI) das associações entre óleo essencial de cravo e metilparabeno; óleo 

essencial de citronela e metilparabeno e do óleo essencial de cravo e metabissulfito de sódio, 

contra as bactérias Gram-positivas, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus e Gram-

negativas, Escherichia coli e Salmonella typhi. 
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Tabela 5 – Valores de Índice de Concentração Inibitória Fracionada (FICI) das combinações de óleo com 
os conservantes sintéticos contra bactérias patogênicas e seus respectivos desvios padrões (DP) 

                                  Óleo essencial x Conservante sintético 

 

Micro-organismos 

CRAVO x MTP CITRONELA x MTP CRAVO x MBS 

FICI ± DP 

Bacillus cereus 0,75 ± 0,00 0,62 ± 0,00 0,75 ± 0,09 

Escherichia coli 0,49 ± 0,00 0,75 ± 0,16 0,75 ± 0,00 

Salmonella typhi 0,49 ± 0,00 - 0,62 ± 0,09 

Staphylococcus aureus 0,56 ± 0,04  0,75 ± 0,09 0,75 ± 0,00 
Nota: MTP: metilparabeno e MBS: metabissulfito de sódio. 

 

 

Na associação entre o óleo essencial de cravo e conservante metilparabeno, 

observou-se que os melhores resultados de índice de concentração inibitória fracionada foram 

frente as bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Salmonella typhi (FICI - 0,49), 

evidenciando o efeito sinérgico dessas sustâncias.  

Na associação contra Escherichia coli, foi possível verificar que a CIM do 

conservante metilparabeno reduziu de 0,937 mg.mL-1 para 0,234 mg.mL-1 quando associado 

com 0,312 mg.mL-1 do óleo essencial de cravo. Na combinação com Salmonella typhi a 

redução do conservante também foi visualizada, sendo de 1,87 mg.mL-1 para 0,468 mg.mL-1 

na presença da mesma concentração de óleo. Desta forma, a associação dessas substâncias 

resultou em uma maior atividade antimicrobiana do que a esperada para cada substância se 

utilizada individualmente, como também em uma possível redução do conservante sintético 

na presença de baixas concentrações do óleo essencial. 

Nas associações frente às bactérias Staphylococcus aureus (FICI – 0,56) e Bacillus 

cereus (FICI – 0,75), foi observado efeito aditivo. A partir disso, mesmo com a redução da 

concentração inibitória mínima do conservante sintético na presença do óleo essencial, não se 

torna interessante realizar a associação dessas substâncias frente essas bactérias, por 

apresentarem um potencial de ação em comum se utilizadas isoladamente. O efeito obtido nas 

interações entre o óleo essencial de cravo e metilparabeno frente às quatro bactérias pode ser 

visualizado a partir dos isobologramas da Figura 11. 
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Figura 11- Isobologramas obtidos através da associação entre o óleo essencial de cravo e o conservante 
sintético metilparabeno contra as bactérias (a) Escherichia coli; (b) Salmonella typhi; (c) Staphylococcus 

aureus; (d) Bacillus cereus. A linha pontilhada indica o comportamento aditivo teórico. 
 

A partir dos isobologramas, é possível verificar geometricamente o tipo de efeito 

resultante na associação do óleo e conservante sintético, ou seja, quanto mais distante é a 

curva da linha pontilhada que indica o comportamento aditivo teórico se obtém o efeito de 

sinergismo (a e b). 

Bassolé et al. (2010) observaram forte ação antimicrobiana e a presença de 

sinergismo na combinação dos compostos linalol/eugenol e mentol/eugenol, constando a 

eficácia da associação dessas substâncias frente Escherichia coli. Avaliou também a 

associação dos óleos essenciais de Lippia multiflora e Mentha piperita, observando efeito 

sinérgico frente à bactéria Escherichia coli e efeito aditivo frente à Staphylococcus aureus. 

As bactérias mais sensíveis a combinação do óleo essencial de cravo e metilparabeno 

foram as Gram-negativas. A ação do óleo sobre essas bactérias pode ter causado o 

rompimento e degeneração da parede celular possuidora de lipopolissacarídios, devido o óleo 

essencial ser uma substância lipofílica tendo o poder de se acumular e penetrar na membrana 

(DORMAN; DEANS, 2000).  

O potencial antimicrobiano também pode estar relacionado com a atividade do 

eugenol, danificando as propriedades das proteínas da membrana celular bacteriana, quando 
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associado ao conservante sintético metilparabeno. Altas concentrações de eugenol pode 

promover a inibição da ATPase, responsável pela geração de energia da célula, promovendo a 

morte celular da bactéria (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). 

Os parabenos possuem maior potencial antimicrobiano quando não ocorre a sua 

ionização. A forma não ionizada desses compostos lipofílicos facilita a penetração na 

membrana celular da bactéria, sobre os quais é realizado o potencial de inibição do 

conservante (DEVI et al., 2010; SONI5; CARABIN; BURDOCK, 2005 apud MELO, 2012b). 

Contudo, estudos indicam que a utilização dos parabenos associados a outras 

substâncias conservantes proporcionam um excelente efeito sinérgico (SONI4; CARABIN; 

BURDOCK, 2005 apud MELO, 2012b). 

Na associação do óleo essencial de citronela e conservante sintético metilparabeno 

não foi evidenciado efeito sinérgico frente a nenhuma das bactérias. O menor FICI na 

associação dessas substâncias foi para a bactéria Bacillus cereus (0,62), seguido por 

Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com FICI de 0,75. Não foi realizado associação 

frente à bactéria Salmonella typhi, devido a sua resistência mesmo na maior concentração de 

óleo essencial de citronela testada (5,0 mg.mL-1). 

Os isobologramas obtidos a partir da associação do óleo essencial de citronela e o 

conservante metilparabeno estão representados na Figura 12.  

 

 

 
Figura 12- Isobologramas obtidos através da associação entre o óleo essencial de citronela e o conservante 
sintético metilparabeno contra as bactérias (a) Bacillus cereus; (b)  Escherichia coli; (c) Staphylococcus 

aureus. A linha pontilhada indica o comportamento aditivo teórico. 

 

 

                                                           
5 SONI, M. G.; CARABIN,I. G.; BURDOCK, G. A. Safety assessmet of esters of p-hydroxybenzoic acid 
(parabens). Food and Chemical Toxicology, v. 47, n. 7, p. 985-1015, 2005. 
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A patir da Figura 12 pode-se observar que a curva não se distancia muito da linha 

pontilhada, caracterizando um efeito aditivo da associação (óleo essencial de citronela x 

metilparabeno) frente as três bactérias. 

A associação deste óleo essencial com metilparabeno, diferente do óleo essencial de 

cravo, não se mostrou satisfatória. Desta forma, a eficácia de cada óleo essencial pode variar 

de acordo com o pH da solução e principalmente nas concentrações e tipo de componentes 

ativos presentes (BURT, 2004). 

Contudo, o mecanismo de ação antimicrobiana dos parabenos é ainda bastante 

complexo. Alguns estudos relatam  que os parabenos também apresentam ação sobre a síntese 

de DNA e RNA, sobre algumas enzimas essenciais ou, ainda, sobre os mecanismos de 

transporte pelas membranas (FERNANDES; SAVINO; AMARANTE, 2013). 

Na associação do óleo essencial de cravo e conservante metabissulfito de sódio, foi 

evidenciado efeito aditivo frente as quatro bactérias avaliadas, Bacillus cereus (FICI - 0,75), 

Escherichia coli (FICI - 0,75), Staphylococcus aureus (FICI - 0,75) e Salmonella typhi (FICI 

– 0,62). O efeito de cada intereção entre essas substâncias pode ser observado nos 

isobologramas apresentados na Figura 13. 

 
Figura 13- Isobologramas obtidos através da associação entre o óleo essencial de cravo e o conservante 
sintético metabissulfito de sódio contra as bactérias (a) Bacillus cereus; (b) Salmonella typhi; (c) 
Escherichia coli; (d) Staphylococcus aureus. A linha pontilhada indica o comportamento aditivo teórico. 
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A partir da associação do óleo essencial de cravo com o conservante metabissulfito 

de sódio observou-se inibição das bactérias em algumas concentrações quando associados 

(APÊNDICE A), no entanto não ocorreu grandes variações nos valores de FICI  entre as 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, diferente dos resultados obtidos na associação 

com o conservante metilparabeno.  

No estudo realizado por Bostan et al. (2013) evidenciaram a ação bacteriostática e 

bactericida da mistura de antbióticos com o conservante metabisulfito de sódio, obtendo 

resultados satisfatórios na inibição de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

Um fator que pode ter influenciado na ação antimicrobiana desse conservante frente 

às cepas avaliadas é o pH, que se estava próximo da neutralidade. A redução do pH, promove 

a liberação de dióxido de enxofre  molecular (SO2), que também influencia no potencial 

contra micro-organismos (MACHADO; TOLEDO, 2006). 

O conservante metabissulfito de sódio contém em sua composição aproximadamente 

67,4 % de dióxido de enxofre ativo. Quando esse conteúdo de SO2 presente é dissolvido em 

água, ocorre a formação de alguns íons, tais como, o íon bissulfito (HSO3
-) e íon sulfito 

(SO3
2). Esses íons podem reagir com substâncias como aldeídos, proteínas, cetonas, para 

formar compostos adicionais, como o ácido sulfuroso (H2SO3). Desta forma, esse composto 

formado apresenta características com potencial sobre a membrana celular da bactéria e uma 

consequente inibição do micro-organismo. Os alvos mais prováveis da inibição por sulfitos 

incluem a ruptura da membrana citoplasmática, inativação da replicação do DNA, inativação 

de enzimas vinculadas à membrana, entre outros (MACHADO; TOLEDO, 2006; FAVERO; 

RIBEIRO; AQUINO, 2011). 

Portanto, a avaliação de agentes antimicrobianos utilizados isoladamente ou em 

associação é muito importante, devido à resistência e riscos que as bactérias patogênicas 

podem causar à saúde pública, quando presentes em produtos cosméticos, farmacêuticos e, 

principalmente, alimentícios (BARBOSA, 2011; PEREIRA et al., 2014). 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o óleo vegetal extraído das 

sementes de romã obteve um bom rendimento na extração, apresentando atividade 

antioxidante na inibição do radical DPPH, no entanto não se mostrou eficiente no potencial 

antimicrobiano frente a nenhuma das bactérias avaliadas. 

Dentre os óleos essenciais, o óleo de eucalipto não apresentou potencial mesmo nas 

maiores concentrações testadas. Os demais óleos essenciais apresentaram capacidade de 

inibição ao radical DPPH ou atividade contra algumas das bactérias avaliadas. O óleo 

essencial de cravo mostrou-se o mais eficaz apresentando os melhores resultados quando 

isolado, como também, foi evidenciado a presença de sinergismo quando associado à 

metilparabeno reduzindo a concentração deste conservante sintético com baixas 

concentrações do óleo essencial frente às bactérias Gram-negativas avaliadas. A partir disso, 

pode ser considerado um produto natural com propriedades essenciais para conservação de 

produtos. 

Contudo, estudos complementares in vitro e in vivo devem ser realizados para 

verificar uma possível utilização destes produtos naturais em associação, de forma que se 

obtenha uma redução da concentração dos conservantes sintéticos em produtos alimentícios e 

cosméticos. 
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ANEXO A – Cromatograma do óleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus). 

 
Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolução: (a) 
citronelal - 43,24%; (b) citronelol – 9,56%; (c) geraniol – 19,98%. 

 

 

ANEXO B – Cromatograma do óleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum) 

 
Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolução: (a) 
eugenol- 88,5 %; (b) cariofileno- 8,6 %; (c) acetato de eugenila – 1,7 %. 
 

 

(a) 

(b) 

(c) 

(a) 

(c) 

(b) 
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ANEXO C – Cromatograma do óleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus) 

 
Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolução: (a) 
α-pineno – 8,3%; (b) β-pineno – 2,4%; (c) mirceno – 0,7 %; (d) 1,8-cineol – 85,4 %. 
 
 

ANEXO D – Cromatograma do óleo essencial de lavanda (Lavandula angustifolia) 

 
Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolução:  (a) 
α-pineno – 2,1%; (b) β-pineno – 0,5%; (c) 1,8-cineol – 4,8%; (d) cis-ocimeno e trans-ocimeno - 0,5%; 
(e) linalol – 22,5%;  (f) cânfora – 2,6%; (g) α-terpineol – 2,9%; (h) acetato de linalila - 30,2%; (i) 
acetato de lavandulila – 4,2%; (j) β-cariofileno – 0,7%. 

 
 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(a) 

(b) 

(b) 

(d) 

(e) 

(f) 
(g) 

(h) 

(i ) (j) 
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ANEXO E – Cromatograma do óleo essencial de louro (Laurus nobilis). 
 

 
Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolução: (a) 
α-pineno - 12,9%; (b) sabineno – 4,0 %; (c) 1,8-cineol – 50,4%; (d) linalol – 7,6%; (e) α-terpineol – 
3,1%; (f) acetato de terpinila – 6,5%; (g) eugenol – 2,5%.  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) 

(f) 

(g) 
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APÊNDICE A – Quadros representando o teste de “checkerboard” para as associações do 

óleo e conservante sintético 
Metilparabeno (mg/mL) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

B 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

C 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

D 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

E 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

F 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

G 0,117 
0,00 

0,117 
0,004 

0,117 
0,009 

0,117 
0,019 

0,117 
0,039 

0,117 
0,078 

0,117 
0,156 

0,117 
0,312 

0,117 
0,625 

0,117 
1,25 

0,117 
2,50 

0,117 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 
Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 
o óleo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Salmonella typhi. As setas 
indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da associação 
das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
 

Metilparabeno (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

B 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

C 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

D 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

E 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

F 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

G 0,117 
0,00 

0,117 
0,004 

0,117 
0,009 

0,117 
0,019 

0,117 
0,039 

0,117 
0,078 

0,117 
0,156 

0,117 
0,312 

0,117 
0,625 

0,117 
1,25 

0,117 
2,50 

0,117 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 

Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 

o óleo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Staphylococcus aureus. As setas 
indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da associação 
das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
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Metilparabeno (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

B 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

C 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

D 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

E 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

F 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

G 0,117 
0,00 

0,117 
0,004 

0,117 
0,009 

0,117 
0,019 

0,117 
0,039 

0,117 
0,078 

0,117 
0,156 

0,117 
0,312 

0,117 
0,625 

0,117 
1,25 

0,117 
2,50 

0,117 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 

Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 

o óleo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Escherichia coli. As setas 
indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da associação 
das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
 
 

Metilparabeno (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 7,50 

0,00 
7,50 

0,004 
7,50 

0,009 
7,50 

0,019 
7,50 

0,039 
7,50 

0,078 
7,50 

0,156 
7,50 

0,312 
7,50 

0,625 
7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

B 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

C 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

D 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

E 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

F 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,23 
0,62 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

G 0,117 
0,00 

0,117 
0,004 

0,117 
0,009 

0,117 
0,019 

0,117 
0,039 

0,117 
0,078 

0,117 
0,156 

0,117 
0,312 

0,117 
0,625 

0,117 
1,25 

0,117 
2,50 

0,117 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 

Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 

o óleo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Bacillus cereus. As setas indicam 
a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da associação das duas 
substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
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Metilparabeno (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

B 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

C 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

D 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

E 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

F 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

G 0,117 
0,00 

0,117 
0,004 

0,117 
0,009 

0,117 
0,019 

0,117 
0,039 

0,117 
0,078 

0,117 
0,156 

0,117 
0,312 

0,117 
0,625 

0,117 
1,25 

0,117 
2,50 

0,117 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de citronela (mg/mL) 
 

Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 

o óleo essencial de citronela e do conservante metilparabeno contra Escherichia coli. As setas 
indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da associação 
das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
 

Metilparabeno (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

B 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

C 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

D 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

E 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

F 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

G 0,117 
0,00 

0,117 
0,004 

0,117 
0,009 

0,117 
0,019 

0,117 
0,039 

0,117 
0,078 

0,117 
0,156 

0,117 
0,312 

0,117 
0,625 

0,117 
1,25 

0,117 
2,50 

0,117 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de citronela (mg/mL) 
 
 

Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 

o óleo essencial de citronela e do conservante metilparabeno contra Staphylococcus aureus. As 
setas indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da 
associação das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
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Metilparabeno (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

B 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

C 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

D 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

E 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

F 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

G 0,117 
0,00 

0,117 
0,004 

0,117 
0,009 

0,117 
0,019 

0,117 
0,039 

0,117 
0,078 

0,117 
0,156 

0,117 
0,312 

0,117 
0,625 

0,117 
1,25 

0,117 
2,50 

0,117 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de citronela (mg/mL) 
 
Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 

o óleo essencial de citronela e do conservante metilparabeno contra Bacillus cereus. As setas 
indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da associação 
das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
 

 
Metabissulfito de sódio (mg/mL) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 15,00 

0,00 
15,00 
0,004 

15,00 
0,009 

15,00 
0,019 

15,00 
0,039 

15,00 
0,078 

15,00 
0,156 

15,00 
0,312 

15,00 
0,625 

15,00 
1,25 

15,00 
2,50 

15,00 
5,00 

B 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

C 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

D 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

E 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

F 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

G 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 
Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 
o óleo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sódio contra Bacillus cereus. As setas 
indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da associação 
das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
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Metabissulfito de sódio (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 15,00 
0,00 

15,00 
0,004 

15,00 
0,009 

15,00 
0,019 

15,00 
0,039 

15,00 
0,078 

15,00 
0,156 

15,00 
0,312 

15,00 
0,625 

15,00 
1,25 

15,00 
2,50 

15,00 
5,00 

B 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

C 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

D 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

E 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

F 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

G 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 
Esquema do teste  de “ checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações 

entre o óleo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sódio contra Staphylococcus 

aureus. As setas indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM 
da associação das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
 
 

Metabissulfito de sódio (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 15,00 
0,00 

15,00 
0,004 

15,00 
0,009 

15,00 
0,019 

15,00 
0,039 

15,00 
0,078 

15,00 
0,156 

15,00 
0,312 

15,00 
0,625 

15,00 
1,25 

15,00 
2,50 

15,00 
5,00 

B 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

C 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

D 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

E 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

F 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

G 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 
Esquema do teste  de “checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações entre 

o óleo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sódio contra Escherichia coli. As 
setas indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da 
associação das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
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Metabissulfito de sódio (mg/mL) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 15,00 
0,00 

15,00 
0,004 

15,00 
0,009 

15,00 
0,019 

15,00 
0,039 

15,00 
0,078 

15,00 
0,156 

15,00 
0,312 

15,00 
0,625 

15,00 
1,25 

15,00 
2,50 

15,00 
5,00 

B 7,50 
0,00 

7,50 
0,004 

7,50 
0,009 

7,50 
0,019 

7,50 
0,039 

7,50 
0,078 

7,50 
0,156 

7,50 
0,312 

7,50 
0,625 

7,50 
1,25 

7,50 
2,50 

7,50 
5,00 

C 3,75 
0,00 

3,75 
0,004 

3,75 
0,009 

3,75 
0,019 

3,75 
0,039 

3,75 
0,078 

3,75 
0,156 

3,75 
0,312 

3,75 
0,625 

3,75 
1,25 

3,75 
2,50 

3,75 
5,00 

D 1,875 
0,00 

1,875 
0,004 

1,875 
0,009 

1,875 
0,019 

1,875 
0,039 

1,875 
0,078 

1,875 
0,156 

1,875 
0,312 

1,875 
0,625 

1,875 
1,25 

1,875 
2,50 

1,875 
5,00 

E 0,937 
0,00 

0,937 
0,004 

0,937 
0,009 

0,937 
0,019 

0,937 
0,039 

0,937 
0,078 

0,937 
0,156 

0,937 
0,312 

0,937 
0,625 

0,937 
1,25 

0,937 
2,50 

0,937 
5,00 

F 0,468 
0,00 

0,468 
0,004 

0,468 
0,009 

0,468 
0,019 

0,468 
0,039 

0,468 
0,078 

0,468 
0,156 

0,468 
0,312 

0,468 
0,625 

0,468 
1,25 

0,468 
2,50 

0,468 
5,00 

G 0,234 
0,00 

0,234 
0,004 

0,234 
0,009 

0,234 
0,019 

0,234 
0,039 

0,234 
0,078 

0,234 
0,156 

0,234 
0,312 

0,234 
0,625 

0,234 
1,25 

0,234 
2,50 

0,234 
5,00 

H 0,00 
0,00 

0,00 
0,004 

0,00 
0,009 

0,00 
0,019 

0,00 
0,039 

0,00 
0,078 

0,00 
0,156 

0,00 
0,312 

0,00 
0,625 

0,00 
1,25 

0,00 
2,50 

0,00 
5,00 

Óleo essencial de cravo (mg/mL) 
 
Esquema do teste  de “ checkerboard” em microplaca de 96 poços, representando as combinações 

entre o óleo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sódio contra Salmonella typhi. 
As setas indicam a CIM das substâncias isoladamente,  a região em vermelho evidencia a CIM da 
associação das duas substâncias e a área sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visível. 
 

 

 

 


