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RESUMO

Os óleos essenciais (OEs), tam-
bém chamados de óleos voláteis ou 
etéreos, são produtos do metabólis-
mo secundário dos vegetais. Tanto 
os óleos como os seus componen-
tes são utilizados como produtos 
nas indústrias de alimentos, pois 
possuem comprovada atividade 
antimicrobiana. As Concentrações 
Mínimas Inibitórias (CMI) desses 
óleos para diversas bactérias devem 
ser determinadas. As CMI variam 
de acordo com o óleo utilizado, dos 
compostos majoritários e da fisio-
logia da bactéria em estudo. Neste 
trabalho, os OEs das plantas Me-
laleuca alternifolia, Cinnamomum 
zeylanicum e Cymbopogon martini 
foram testados quanto à atividade 
antimicrobiana (através da CMI) 
contra as bactérias patogênicas 

Escherichia coli e Staphylococcus 
aureus. Neste estudo, verificamos 
que E. coli e S. aureus foram sensí-
veis aos três OEs em todas as con-
centrações. Os resultados in vitro 
sugerem que os três OEs possuem 
potencial para utilização, como 
uma alternativa aos antimicrobia-
nos e conservantes sintéticos.

Palavras-chave: Escherichia 
coli. Staphylococcus aureus. 
Antimicrobianos naturais. 
Alimentos.

ABSTRACT

Essential oils (EOs) also known 
as volatile or ethereal oils, are 
products of plants secondary me-
tabolism. Both oils as their prod-
ucts are used as components in 
food industries, as they have proven 

antimicrobial activity. The Mini-
mum Inhibitory Concentrations 
(MIC) of these oils for various bac-
teria must be determined. The MIC 
will vary depending on the oil used, 
the major compounds and physiol-
ogy of the bacteria under study. In 
this work, the Melaleuca alternifo-
lia plant EO, Cinnamomum zeylani-
cum and Cymbopogon martini were 
tested for antimicrobial activity (by 
MIC) against pathogenic bacteria 
Escherichia coli and Staphylococ-
cus aureus. In this study, we found 
that E. coli and S. aureus were sen-
sitive to the three EOs in all concen-
trations. In vitro results suggest that 
the three EOs are potentially useful 
as an alternative to synthetic pre-
servatives and antimicrobials.

Keywords: Escherichia coli. 
Staphylococcus aureus. Natural 
antimicrobial. Food. 
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INTRODUÇÃO

Ó leos essenciais (OEs) são 
produtos voláteis pre-
sentes em vários órgãos 
vegetais (partes aéreas, 

cascas, troncos, raízes, frutos, flores, 
sementes e resinas) e estão relaciona-
dos ao metabolismo secundário das 
plantas exercendo diversas funções 
importantes à sobrevivência vegetal, 
como por exemplo na defesa con-
tra micro-organismos (LIMA et al., 
2006), antivirais, antifúngicos, inse-
ticidas e também contra o ataque de 
herbívoros (SIMÕES e SPITZER, 
2004). O mercado mundial de OEs 
gira em torno de US$ 1,8 bilhão, sen-
do a participação do Brasil de apenas 
0,1%, deste 80% refere-se ao comér-
cio de óleo essencial de laranja, cujo 
principais consumidores estão inclu-
ídos nos setores de higiene pessoal, 
perfumaria e cosmética.

As propriedades antimicrobianas 
dos OEs de plantas condimentares e 
medicinais têm despertado interes-
se pela perspectiva de constituírem 
uma alternativa quanto à utilização 
de aditivos químicos em alimentos. 
Nos últimos anos tem sido relatado 
que alguns OEs são capazes de inibir 
bactérias de origem alimentar e pro-
longar a vida de prateleira de alimen-
tos processados (SMITH-PALMER 
et al. 1998). A atividade antibacte-
riana vai depender do tipo, compo-
sição e concentração da espécie ou 
do OE, a composição do substrato, 
o processamento e condições de es-
tocagem e tipo do micro-organismo 
em questão (BERTINI et al., 2005). 
Eles apresentam ação contra bacté-
rias Gram positivas e Gram negati-
vas (PEREIRA 2008, MILLEZI et 
al., 2012a; MILLEZI et al. 2013), 
fungos (HASHEM et al., 2010), le-
veduras (PRASHAR et al., 2003) e 
também contra biofilmes bacterianos 
(MILLEZI et al., 2013a, MILLEZI et 
al., 2012b).

O óleo essencial de canela (C. 

zeylanicum Blume - Lauraceae) é 
utilizado como flavorizante, aro-
matizante e conservante natural de 
alimentos. Estudos mostraram a 
capacidade de inibir o crescimento 
de fungos (LIMA et al., 2006) e de 
bactérias (MATAN et al., 2006). O 
eugenol normalmente é identifica-
do como composto que apresenta 
maior percentual (60%) (LIMA et 
al., 2005). 

Melaleuca alternifolia é empre-
gada em grande parte por suas pro-
priedades antimicrobianas, seu OE é 
incorporado como ingrediente ativo 
em muitas formulações tópicas usa-
das para tratar infecções cutâneas. A 
maioria das bactérias é susceptível 
ao OE de M. alternifolia em concen-
trações de 1,0% ou menos, MICs aci-
ma de 2% foram relatados para esta-
filococos, micrococos, Enterococcus 
faecalis e Pseudomonas aeruginosa 
(BANES-MARSHALL et al., 2001).

A palmarosa (C. martini) é uma 
gramínea cujo óleo essencial contém 
um importante componente, o ge-
raniol, de largo uso na indústria de 
produtos aromáticos (SOUZA et al., 
1976). Duarte et al, (2007) testaram 
diversos OES contra bactéria Gram 
positivas e Gram negativas, sendo o 
OE de C. martini o mais eficiente, 
principalmente contra P. aeruginosa.

Diversas bactérias causam proble-
mas de ordem econômica e de saúde 
pública devido à contaminação dos 
alimentos. Escherichia coli é um dos 
mais versáteis encontrados na natu-
reza; sendo, em consequência da fre-
quente precariedade das condições 
higienicossanitárias da produção de 
alimentos, que sua presença se dá 
principalmente por contato com ma-
terial fecal ou contato com superfí-
cies contaminadas (NASCIMENTO 
& STAMFORD, 2000). 

Staphylococcus aureus está pre-
sente em humanos e animais, na mu-
cosa naso-faríngea, onde forma parte 
da microbiota normal. Organismos 
presentes no nariz podem contaminar 

facilmente a pele e, assim, portadores 
nasais podem ser portadores cutâne-
os. Millezi et al. (2007) verificaram 
níveis de 1,5x103 UFC/mão em ma-
nipuladores de alimentos de uma in-
dústria de processamento de cárneos, 
após a higienização das mãos. Este 
fato é preocupante já que o micro-
-organismo é reconhecido como um 
importante agente patogênico, por 
sua capacidade de produzir toxinfec-
ções alimentares (JORGENSEN et 
al., 2005).

Dessa forma, o objetivo do pre-
sente trabalho foi avaliar a atividade 
antibacteriana dos óleos essenciais 
de C. zeylanicum, C. martini e M. 
alternifolia determinando a concen-
tração mínima inibitória (CMI) sobre 
S. aureus e E. coli.

MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado no 
Laboratório de Microbiologia de 
Alimentos, Departamento de Ciên-
cia dos Alimentos, na Universidade 
de Lavras, Lavras – MG.

Os OEs de C. zeylanicum, C. mar-
tini e M. alternifolia foram adquiri-
dos da empresa Ferquima Indústria 
e Comércio Ltda, (Vargem Grande, 
SP), extraídos das folhas de plantas 
por hidrodestilação e de acordo com 
a empresa, contendo os compostos 
majoritário o eugenol (86%), ge-
raniol (86%) e terpine-4-ol (48%), 
respectivamente.

Micro-organismos utilizados, 
padronização do inóculo e estoca-
gem

Os micro-organismos utiliza-
dos foram Eschericha coli ATCC 
25922 e Staphylococcus aureus 
25923. A padronização do inóculo 
foi realizada mediante curva de cres-
cimento, relacionando-se absorbância 
a 600 nm e UFC mL-1. Durante a re-
alização de todo experimento, a cepa 
foi estocada em meio de congelamen-
to (por 100 mL de água destilada: 
15 mL de glicerol; 0,5 g de peptona 
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bacteriológica, 0,3 g de extrato de 
levedura; 0,5 g de NaCl; pH 7,3) e 
estocada a -12ºC. A cepa foi reati-
vada pela transferência de alíquotas 
do meio de congelamento para tubos 
de ensaio contendo caldo triptona de 
soja (TSB), sendo realizados dois 
repiques consecutivos com incuba-
ção a 37 °C, por 24 horas. Após a 
reativação, uma alçada da cultura foi 
retirada e transferida para frasco Er-
lenmeyer contendo 200 mL de TSB 
e incubado a 37 ºC. As leituras de 
absorbância foram realizadas perio-
dicamente, até obterem-se 108UFC 
mL-1.

Determinação da concentração 
mínima inibitória 

A concentração mínima inibitória 
dos OEs foi determinada através da 
técnica de Disco-Difusão conforme 
NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003) 
com modificações. (5µl). Os óleos 
essenciais foram diluídos em dime-
tilsufóxido (DMSO) obtendo-se as 
concentrações de 7,81; 15,62; 31,25; 
62,5; 125; 250 e 500 µL mL-1. O 
volume de 5µL de cada OE foi dis-
pensado sobre discos de papel filtro 
com 6 mm de diâmetro, que foram 

colocados sobre Agar Triptona de 
Soja (TSA) inoculado em concen-
tração de108 UFC mL-1 E. coli, em 
placas de Petri e incubadas a 37 ºC, 
por 24 horas. O controle negativo foi 
preparado usando somente o solvente 
(DMSO). Os halos de inibição foram 
medidos com paquímetro digital.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Diversas pesquisas publicadas re-
latam a atividade antimicrobiana de 
OEs (MILLEZI et al., 2013a, MIL-
LEZI et al., 2013b, PEREIRA et al., 
2008). Bactérias patogênicas como 
E. coli e S. aureus além de causarem 
doenças, são responsáveis por gran-
des perdas financeiras em contami-
nação de alimentos. É importante a 
busca por novas estratégias, como o 
uso de antimicrobianos naturais, os 
OEs, na composição de sanitizantes 
utilizados nas indústrias de processa-
mento de alimentos, entretanto, para 
isso, os OEs devem demonstrar ativi-
dade contra os micro-organismos em 
questão.

Neste estudo, verificou-se que E. 
coli e S. aureus foram sensíveis aos 

três OEs em todas as concentrações. 
Na Tabela 1 podem-se observar os 
valores de halos inibitórios para S. 
aureus em função da atividade dos 
OEs.

Somente nas maiores concentra-
ções (25 e 50%) houve diferença 
significativa (p > 0,05) entre os OEs, 
sendo que o óleo de M. alternifolia 
foi mais eficiente que o óleo de C. 
zeylanicum na concentração de 25% 
e também mais eficiente que o óleo 
de C. martini na concentração de 
50% (Tabela 1). Staphylococcus au-
reus foi mais sensível ao OE de M. 
alternifolia, na maior concentração, 
na qual houve formação de halo ini-
bitório de 13,19 mm (Figura 1).  Mil-
lezi et al. (2013b) relataram sensibili-
dade de S. aureus a óleos essenciais, 
sendo que a bactéria maior sensibi-
lidade ao OE de C. limonia a partir 
da concentração de 10% esse óleo 
mostrou-se mais eficiente que os 
outros, já o óleo de S. montana teve 
atividade antimicrobiana somente a 
partir da concentração de 5%.  No 
presente estudo, verificou-se que 
nas menores concentrações, 1,5% e 
2,5% os valores de halos inibitórios 

Tabela 1 - Sensibilidade (halos de inibição em mm) de Staphylococcus aureus aos OEs de C. zeylanicum, M. alternifólia e C. martini em 
diferentes concentrações. 

Bactéria Staphylococcus aureus

Concentrações (%) C. zeylanicum M. alternifolia C. martini

1,5 1,5 a 0,81 a 2,26 a

2,5 2,17 a 1,29 a 3,06 a

5,0 4,8 a 2,95 a 3,73 a

10,0 5,01 a 3,29 a 4,49 a

15,0 5,17 a 4,97 a 6,24 a

25,0 4,39 b 8,56 a 6,43 ab

50,0 5,28 b 13,19 a 4,38 b

a, b, c Teste Tukey a 95% de significância para diferença de médias das zonas de inibição (mensuradas em milímetros), médias 
seguidas de mesma letra não diferem entre si significativamente na mesma linha. 
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foram maiores para o OE de C. mar-
tini, apesar de não haver diferença 
estatística significativa em relação os 
outros dois OEs. 

Outros autores, relataram sensi-
bilidade de E. coli e S. aureus a di-
ferentes OEs, Pereira et al. (2008) e 
Duarte et al. (2007) consideram que 
os constituintes majoritários dos óle-
os essenciais de plantas do gênero 
Cymbopogom, os monoterpenos ge-
ranial e neral, são responsáveis pela 
ação antibacteriana. O OE C. zeyla-
nicum também foi descrito recente-
mente como potente antimicrobiano, 
podendo ser usado para a preservação 
de alimentos (FLINT et al, 2001). O 
OE de C. zeylanicum possui cerca 
de 100 diferentes componentes, in-
cluindo o eugenol, que geralmente é 
o componente majoritário desse óleo 
(WANG et al., 2009). 

Há recentemente também a pers-
pectiva de uso dos componentes ma-
joritários isolados de cada OE, pois 
alguns autores atribuem a atividade 
biológica a tais componentes. Por 
outro lado, há pesquisadores que de-
fendem o uso OE em sua composição 

completa, argumentando que o efeito 
antimicrobiano é devido ao sinergis-
mo dos constituintes presentes no 
OE. Budzynska et al. (2011) relata-
ram atividade antibacteriana do OE 
de M. alternofolia e seu composto 
majoritário terpinen-4-ol contra S. 
aureus. Millezi et al. (2014) utiliza-
ram OE e compostos majoritários 
isolados contra bactérias plancktôni-
cas, relatam maior sensibilidade das 
bactérias quando usados os OEs.

Contra E. coli também obteve-se 
atividade antimicrobiana. Na Tabela 
2 são demonstrados os valores de ha-
los inibitórios dos OEs sobre E. coli

Os valores de halos inibitórios fo-
ram variáveis, sendo que nas concen-
trações de 1,5% até 10% os OEs de 
C. martini e C. zeylanicum formaram 
halos significativamente maiores que 
o OE de M. alternifolia. Na concen-
tração de 15% o OE de C. Martini 
formou halos significativamente 
maiores que os outros dois OEs, en-
tretanto, nas concentrações de 25% 
e 50% houve redução na atividade 
desse OE, ocorrendo menores valo-
res de halos de inibição (figura 2). 

Na concentração de 50% o OE de 
M. alternifólia foi significativamente 
melhor formando maior halo inibi-
tórios que os OE de C. martini e C. 
zeylanicum.

Millezi et al. (2014) relataram que 
eugenol e geraniol reduziram mais 
de 90% de células planctônicas de E. 
coli. Devido à natureza hidrofóbica 
e fenólica, eugenol, composto ma-
joritário do óleo de C. zeylanicum, 
interage com a camada fosfolipídica 
da membrana citoplasmática e tam-
bém com as proteínas da membrana 
bacteriana, causando o vazamento do 
material celular, tais como íons, ATP 
e ácidos nucléicos (BURT, 2004). 

A sensibilidade das bactérias 
frente dos óleos de C. martini e M. 
alternifolia às altas quantidades de 
geraniol e terpinen-4-ol, respectiva-
mante. O mecanismo de ação desses 
compostos baseia-se principalmen-
te em efeitos tóxicos na membrana 
celular, como a dissipação da força 
próton motiva, comprometendo a 
função no que diz respeito à perme-
abilidade seletiva (SIKKEMA et al., 
1995).

Figura 1 - Zonas de inibição (mm) em função das concentrações de diferentes óleos essenciais sobre Staphylococcus aureus. Valores 
médios ± Desvio padrão (barras).



121

Higiene Alimentar - Vol.30 - nº 254/255 - Março/Abril de 2016

Tabela 2 - Sensibilidade (halos de inibição em mm) de Escherichia coli aos OEs C. zeylanicum, M. alternifólia e C. martini em diferentes 
concentrações.

Bactéria Escherichia coli

Concentrações (%) C. zeylanicum M. alternifolia C. martini

1,5 1,25 a 1,47 a 1,97 a

2,5 2,26 ab 1,85 a 3,65 b

5,0 3,55 b 1,85 a 5,31 b

10,0 3,84 b 1,75 a 5,84 b

15,0 4,4 b 2,55 a 10,44 c

25,0 4,76 a 6,64 a 5,05 a

50,0 5,73 a 11,37 b 4,71 a

a, b, c Teste Tukey a 95% de significância para diferença de médias das zonas de inibição (mensuradas em milímetros), médias 
seguidas de mesma letra não diferem entre si significativamente na mesma linha. 

Deve-se salientar que para efei-
tos de pesquisa in vitro utilizam-se 
intervalos de concentrações com di-
ferentes valores, englobando baixas 
e altas concentrações. No caso do 
presente estudo, variou-se aleatoria-
mente concentrações de 1,5 % até 
50%, contudo, altas concentrações 
como 25% e 50% tendem a ser inviá-
veis para uso in vivo como aplicação 
em alimentos ou sanificantes. Assim, 

entende-se que o OE mais eficiente 
é aquele em que as bactérias foram 
mais sensíveis em menor concentra-
ção.

CONCLUSÃO

As bactérias E. coli e S. aureus 
foram sensíveis em todas as concen-
trações dos OEs de C. zeylanicum, C. 
martini e M. alternifólia, a CMI foi de 

1,5%. Os resultados in vitro sugerem 
que os três OEs possuem potencial 
para utilização, como uma alternativa 
aos antimicrobianos e conservantes 
sintéticos. Sugere-se como continui-
dade para trabalhos futuros que os 
mesmos OEs sejam testados contra E. 
coli e S. aureus em pesquisas in vivo, 
tais como em alimentos, embalagens 
ou fazendo parte de formulações de 
detergentes e sanificantes.

Figura 2 - Zonas de inibição (mm) em função das concentrações de diferentes óleos essenciais sobre Escherichia coli. Valores médios ± 
Desvio padrão (barras).
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