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Resumo 

O uso de aditivos alimentares é necessário para a distribuição de alimentos, porém devido à preocupação dos 

consumidores com a alimentação, a indústria alimentícia procura diminuir cada vez mais o uso de aditivos sintéticos, 

sem reduzir a qualidade de seus produtos. Sendo assim, esse trabalho objetivou avaliar o efeito antimicrobiano de 

óleos essenciais pelo método de disco-difusão, da concentração inibitória mínima (CIM) em microplacas e seu 

possível sinergismo com antimicrobianos sintéticos normalmente utilizados pela indústria pelo método 

“checkerboard”. Dentre os óleos avaliados (Alecrim, Manjericão, Tangerina, Hortelã-Pimenta e Copaíba), o de 

Manjericão apresentou as maiores atividades antimicrobianas no teste de disco-difusão e o de Copaíba, as menores. 

Na análise de CIM observou-se que o de Alecrim e Copaíba foram mais eficazes contra L. monocytogenes e S. aureus 

(0,31 mg.mL-1); Manjericão contra S. Typhimurium e L. monocytogenes (0,62 mg.mL-1); Tangerina contra L. 

monocytogenes (0,31 mg.mL-1) e Hortelã-Pimenta contra B. cereus (0,62 mg.mL-1). Os antimicrobianos sintéticos 

foram efetivos contra todas as bactérias e variaram sua concentração entre 15 e 1,5 mg.mL-1. Ao analisar o teste de 

sinergismo foi verificado que o óleo que mais apresentou associações predominantes sinérgicas foi o Manjericão, 

enquanto os outros óleos tiveram mais associações indiferentes ou aditivas. Sendo assim, a presente pesquisa conclui 

que há sinergismo in vitro entre os antimicrobianos sintéticos e os óleos essenciais, criando uma possibilidade para 

que a indústria de alimentos reduza o uso dos aditivos sintéticos aplicando essas associações em seus produtos. 

Palavras-chave: Óleo essencial; Antimicrobiano sintético; Sinergismo. 

 

Abstract 

The use of food additives is necessary for the distribution of food, but due to the concern of consumers with food, the 

food industry increasingly seeks to reduce the use of synthetic additives, without reducing the quality of its products. 

Therefore, this work aimed to evaluate the antimicrobial effect of essential oils by the disk-diffusion method, the 

minimum inhibitory concentration (MIC) in microplates and their possible synergism with synthetic antimicrobials 

normally used by the industry by the "checkerboard" method. Among the evaluated oils (Rosemary, Basil, Tangerine, 

Peppermint and Copaíba), Basil showed the highest antimicrobial activities in the disk diffusion test and Copaíba, the 

lowest. In the MIC analysis, it was observed that Rosemary and Copaíba were more effective against L. 

monocytogenes and S. aureus (0.31 mg.mL-1); Basil against S. Typhimurium and L. monocytogenes (0.62 mg.mL-1); 

Tangerine against L. monocytogenes (0.31 mg.mL-1) and Peppermint against B. cereus (0.62 mg.mL-1). Synthetic 

antimicrobials were effective against all bacteria and their concentration varied between 15 and 1.5 mg.mL-1. When 
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analyzing the synergism test, it was verified that the oil that presented the most predominant synergistic associations 

was Basil, while the other oils had more indifferent or additive associations. Therefore, the present research concludes 

that there is in vitro synergism between synthetic antimicrobials and essential oils, creating a possibility for the food 

industry to reduce the use of synthetic additives by applying these associations in their products. 

Keywords: Essential oil; Synthetic antimicrobial; Synergism. 

 

Resumen 

El uso de aditivos alimentarios es necesario para la distribución de alimentos, pero debido a la preocupación de los 

consumidores por los alimentos, la industria alimentaria busca cada vez más reducir el uso de aditivos sintéticos, sin 

mermar la calidad de sus productos. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano de los aceites 

esenciales por el método de difusión en disco, la concentración mínima inhibitoria (CMI) en microplacas y su posible 

sinergismo con los antimicrobianos sintéticos normalmente utilizados por la industria por el método "checkerboard". 

Los aceites evaluados (romero, albahaca, mandarina, menta piperita y copaíba), la albahaca mostró las actividades 

antimicrobianas más altas en la prueba de difusión en disco y Copaíba, la más baja. En el análisis de CMI se observó 

que Romero y Copaíba fueron más efectivos contra L. monocytogenes y S. aureus (0,31 mg.mL-1); Albahaca contra S. 

Typhimurium y L. monocytogenes (0.62 mg.mL-1); Mandarina contra L. monocytogenes (0.31mg.mL-1) y Menta 

contra B. cereus (0.62 mg.mL-1). Los antimicrobianos sintéticos fueron efectivos contra todas las bacterias y su 

concentración varió entre 15 y 1,5 mg.mL-1. Al analizar la prueba de sinergismo se verificó que el aceite que presentó 

asociaciones sinérgicas más predominantes fue la Albahaca, mientras que los demás aceites presentaron asociaciones 

más indiferentes o aditivas. La presente investigación concluye que existe sinergismo in vitro entre los 

antimicrobianos sintéticos y los aceites esenciales, creando una posibilidad para la industria alimentaria de reducir el 

uso de aditivos sintéticos mediante la aplicación de estas asociaciones en sus productos. 

Palabras clave: Aceite esencial; Antimicrobiano sintético; Sinergismo. 

 

1. Introdução 

Com os avanços da sociedade observa-se um aumento do consumo de alimentos processados, de conveniência e de 

prateleira e inevitavelmente elevou-se o consumo de aditivos alimentares, gerando uma preocupação na população quanto à 

ingestão exacerbada de produtos que contenham conservantes (Daltoé et al., 2020). A priori, os conservantes alimentares têm 

como função adiar ou impedir a ação de microrganismos e seu uso está relacionado a diversas características dos alimentos 

(pH, Aw, componentes nutricionais), como também o impacto no paladar, custo, eficácia e o tipo de microrganismo a ser 

combatido (Copetti, 2019). 

É inquestionável a importância dos aditivos antimicrobianos para a geração de alimentos, pois os dados estatísticos 

das doenças transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil, mostram que foram notificados no ano de 2017, 598 surtos de DTAs 

com 9426 enfermos, 1.439 hospitalizados e 12 óbitos (Ministério da Saúde, 2019). Nos Estados Unidos, o Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC), estima que anualmente aproximadamente 48 milhões de casos são registrados, com 128 mil 

internações e 3 mil óbitos provocados por doenças causadas por alimentos (CDC, 2020). 

Apesar da regulamentação existente pela ANVISA (Brasil, 1988), não se tem certeza sob as quantidades utilizadas 

pelas indústrias, pois não existe obrigatoriedade legal em declarar as quantidades presentes, somente a relação de aditivos 

utilizados. Porém, mesmo que os alimentos estejam dentro das normas estabelecidas pela ANVISA ou pelo Codex 

Alimentarius, a ingestão diária aceitável (IDA) não é avaliada, sendo assim a toxidade dessas substâncias a longo prazo é 

desconhecida, principalmente em crianças, visto que seu menor peso corpóreo, quando comparado com um adulto, provoca 

uma maior suscetibilidade às reações atribuladas provocadas pelos aditivos alimentares (Pereira et al., 2015). 

Sendo assim, uma alternativa para a substituição ou redução do uso dos antimicrobianos sintéticos tradicionalmente 

utilizados é a utilização de óleos essenciais, que são compostos presentes naturalmente em plantas e especiarias, responsáveis 

por funções biológicas relacionadas aos seus mecanismos de defesa. São antimicrobianos naturais com potencial para serem 

usados como aditivos alimentares (Reis et al., 2020). 

A atividade antimicrobiana de óleos essenciais de especiarias tem sido demonstrada em alimentos por diferentes 

estudos (Castorani & Figueiredo, 2018; Freire et al., 2014; Monteiro, 2015) e, aliados à busca atual dos consumidores por 
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produtos mais saudáveis e “naturais”, esses compostos surgem como uma alternativa aos conservantes tradicionais. Essa 

atividade antimicrobiana vem da presença de álcoois, aldeídos e fenóis, porém em alguns casos acontece graças ao sinergismo 

de diferentes classes de compostos encontrados na sua composição (como fenóis, aldeídos, cetonas, álcoois, ésteres e 

hidrocarbonetos) (Bassolé et al., 2012; Bakkali, et al., 2008; Raut et al., 2014). 

Entretanto, estudos indicam que o maior empecilho da indústria na introdução de óleos essenciais com foco na 

segurança dos alimentos são as altas concentrações, pois limitam a aceitabilidade sensorial dos produtos, cerca de 75% dos 

consumidores rejeitam um produto com odor/sabor forte de óleo essencial, sendo assim o uso apenas de óleo é inviável para a 

indústria, visto que apenas 25% indicam vontade de consumir esses produtos, sendo o sinergismo com antimicrobianos 

sintéticos já conhecidos uma possibilidade (García-Díez et al., 2016). 

Esse sinergismo já foi observado por diversos autores, como Gutierrez et al. (2008) que relataram que os óleos 

essenciais quando combinados com outras substâncias podem ter o mesmo potencial antimicrobiano evidenciado quando 

utilizados isoladamente, contudo, em menores concentrações. Os estudos realizados por Zago et al. (2009) deram origem à 

possibilidade de utilização de óleos essenciais combinados aos antimicrobianos tradicionais, com um aumento no potencial 

antimicrobiano. Os autores relataram que mesmo óleos essenciais que não demonstraram muita eficiência na inibição do 

crescimento microbiano, ao serem associados a produtos sintéticos, apresentaram sinergismo. 

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano já conhecido de óleos essenciais 

utilizados em aromaterapia, bem como o possível sinergismo com conservantes químicos utilizados pela indústria de 

alimentos.  

 

2. Metodologia 

Nesse estudo foi utilizada metodologia quantitativa conforme explicado por Pereira et al. (2018). 

 

Óleos essenciais, aditivos alimentares e cepas bacterianas 

Os óleos essenciais de Alecrim (Lote: 2029311X), Manjericão (Lote: 2023310X), Tangerina (Lote: 2211601BR), 

Copaíba (Lote: 202615X) e Hortelã-Pimenta (Lote: 2212140BR) foram obtidos da empresa DoTERRA. Os antimicrobianos 

sintéticos Metabissulfito de Sódio (GRILLO-WERKAG, lote:GFI590608), Sorbato de Potássio (NINGBO WANGLONG 

TECH CO, LTD, lote: 1032005102) e Benzoato de Sódio (Tianjin Dongda Chemical Group CO, LTD, lote: 20191223) foram 

gentilmente cedidos pela Cooperativa Agroindustrial dos Irrigantes do Projeto Bananeira (COOPAIBA/SE) e as cepas 

bacterianas utilizadas para avaliar a atividade antimicrobiana foram: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus 

(ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) 

e Salmonellla Typhimurium (ATCC 14028). 

 

Preparo das soluções e inóculo bacteriano 

As soluções de óleos essenciais foram preparadas em eppendorfs estéreis. Para o preparo dessa solução foi adicionado 

1mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 10mg de óleo essencial, resultando em uma solução com concentração de 10 mg.mL -1 de 

óleo essencial. As soluções de antimicrobianos sintéticos foram preparados em água destilada nas concentrações de 30 mg.mL-

1 para o Metabissulfito de Sódio (BRASIL, 2013) e 20 mg.mL-1 para o Sorbato de Potássio e Benzoato de Sódio (BRASIL, 

2013). 

Os inóculos bacterianos, para o método de difusão em disco, foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion 

(KASVI) com densidades ajustadas para coincidir com o padrão de turvação de 0,5 unidades de Mc Farland (108 UFC.mL-1). 
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Os inóculos para o teste de concentração inibitória mínima (CIM) e para o método de “checkerboard” de sinergismo foram 

preparados da mesma maneira para os óleos e o antimicrobiano Metabissulfito de Sódio. Para os antimicrobianos Sorbato de 

Potássio e Benzoato de Sódio os microrganismos foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion (KASVI) acidificado com 

ácido clorídrico P.A (NEON) até pH 5, com densidades ajustadas para coincidir com o padrão de turvação de 0,5 unidades de 

Mc Farland (108 UFC.mL-1). 

 

Método de difusão em disco 

Para a confirmação da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais foi escolhido o método de disco-difusão proposto 

por Jing-En et al. (2015), no qual 100 µL da suspensão bacteriana foram semeados em placas contendo 20 mL de Agar Mueller 

Hilton (KASVI), previamente preparado, esterilizado, dispensado sobre as mesmas e solidificado. Após a semeadura, cinco 

discos de papel de filtro de 5 mm foram alocados na superfície do meio, no qual um disco foi adicionado do controle positivo 

(clorexidina 0,12%), e um do controle negativo (DMSO) e em três deles foram adicionados de 10 µL das soluções de óleos 

essenciais. A zona de inibição (ZI) do crescimento microbiano foi avaliada pelo diâmetro do halo de inibição em mm ao redor 

dos discos após 24 horas de incubação a 37 ± 1 °C. Os ensaios foram realizados em triplicatas, e os resultados expressos pela 

média aritmética dos valores dos halos obtidos nas repetições. 

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

O teste da Concentração Inibitória Mínima (CIM) seguiu conforme protocolo proposto pelo National Committee for 

Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). Para análise do CIM foram utilizadas microplacas de poliestireno estéreis de 

96 poços. Foram adicionados 100 μL de caldo BHI em concentração dupla em todos os poços da placa. O óleo essencial ou o 

antimicrobiano sintético testado foi adicionado à primeira linha de poços da microplaca. Em seguida, foram realizadas 

diluições seriadas das soluções, sendo que o poço seguinte apresentou a metade da concentração do poço imediatamente 

anterior. Foram inoculados 10 μL da suspensão bacteriana em cada poço das respectivas microplacas, com exceção da fileira 

onde foi feito o controle da esterilidade do caldo. As microplacas foram incubadas a 35ºC, por 24 horas. Após este período, 

foram adicionados 20 µL de TTC (Trifeniltetrazolio-2,3,5 Cloreto) a 0,5% (v/v) em cada poço e em seguida as placas foram 

reincubadas por mais 2 horas. A mudança de incolor para coloração vermelha indicou a presença de microrganismos, e assim a 

menor concentração para a qual não houve crescimento das bactérias foi definida como a CIM. O valor CIM foi registrado 

como a concentração média da triplicata. 

 

Associação do óleo essencial com conservante químico 

Os óleos essenciais e os antimicrobianos sintéticos que apresentaram ação antimicrobiana foram submetidos ao teste 

de sinergismo entre si, através da técnica de “checkerboard”, para derivação do índice de concentração inibitória fracionada. 

Foram utilizadas as soluções de óleos essenciais de acordo com as respectivas CIM. Primeiramente, foram adicionados às 

microplacas estéreis de 96 cavidades 100 μL de caldo BHI estéril em concentração dupla. Posteriormente, foram transferidas 

alíquotas de 100 μL das soluções de óleo essencial a serem testadas nos sete primeiros poços da primeira linha, na 

concentração de 8xCIM, onde foi diluída no sentido vertical, de modo a ter concentrações nas colunas com os respectivos 

valores de CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4, CIM/8.  

Em seguida, foram adicionados, da primeira coluna até a sétima, 100 μL da solução conservante, mantendo a 

concentração fixa no sentido vertical, sendo que do primeiro poço até o último poço da primeira coluna foi adicionado a 

solução de conservante químico CIM/8, até CIMx8 na última coluna de óleo essencial, respectivamente. Por fim, foram 
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adicionadas alíquotas de 10 μL da suspensão bacteriana já padronizada, nos poços das microplacas. Estas foram incubadas por 

24 horas a 35ºC. 

Para o cálculo do índice de concentração inibitória fracionada (ICIF), foi realizada a soma da concentração inibitória 

fracionada de A (CIFA) + concentração inibitória fracionada de B (CIFB), sendo que A representa o óleo essencial e B o 

conservante químico. A determinação de CIFA foi feita a partir da divisão da concentração inibitória mínima no teste de 

“checkerboard” (CIM-A combinada) pela concentração inibitória mínima (CIM-A sozinha), assim como CIFB foi obtida 

através do quociente de CIM-B combinada por CIM-B sozinha. Dessa forma, a classificação do ICIF de acordo com a 

atividade dos óleos conjunta ao conservante químico foi classificada em sinérgica (≤ 0,5), aditiva (entre 0,5 e 1,0), indiferente 

(entre 1,0 e 4,0) ou antagônica (>4,0) (Lewis et al., 2002). 

 

Análise Estatística 

Todas as análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos pela média aritmética dos valores 

obtidos nas três repetições. Esses resultados foram submetidos à análise de variância e teste de Tukey (p<0,05), pelo programa 

gratuito Sisvar. 

 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Teste de disco-difusão 

Na Tabela 1 encontram-se os resultados referentes à análise de disco-difusão dos óleos essenciais.  

 

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos óleos essenciais pelo método disco-difusão em mm. 

 

Microrganismo 

Óleos Essenciais (10mg.mL-1)  

Controle + Alecrim Manjericão Tangerina Hortelã-

Pimenta 

Copaíba 

Salmonella 

Typhimurium 11,16±1,02a 10,83±1,17a 10,33±0,23a 11,66±2,01a 10,00±0,40a 14,50±0,81b 

Salmonella Enteritidis 10,00±0,40a 14,50±0,40b 10,00±0,40a 13,00±1,63b 9,83±0,23a 14,16±0,84b 

Escherichia coli 10,75±0,35b 11,33±0,23b 10,00±0,40ab 12,16±0,94b 8,00±0,70a 11,83±1,88b 

Listeria monocytogenes 10,50±0,40b 15,16±0,47c 10,83±0,23b 11,00±1,08b 7,00±0,81a 11,50±0,70b 

Staphylococcus aureus 10,33±0,62a 17,50±0,81c 10,16±0,23a 12,00±0,40a 10,16±0,23a 14,83±0,84b 

Bacillus cereus 10,83±0,62b 16,50±0,81c 9,83±0,23b 14,16±0,62c 0±0a 14,66±0,23c 

As análises foram realizadas em triplicata e os resultados estão expressos pela média±desvio padrão. Letras iguais na mesma linha não 

diferem significativamente entre si (p<0,05), segundo teste Tukey. Fonte: Autores (2022). 

 

Na Tabela 1 pode se observar que todos os óleos apresentaram atividade antimicrobiana contra os microrganismos 

testados, exceto o óleo de copaíba para o Bacillus cereus. Segundo Mothana e Lingequist (2005), os óleos que apresentam 

halos de inibição entre 8 e 13 mm são classificados como atividade moderada e os halos maiores que 14mm são classificados 

como atividade alta, que foi o caso apenas do óleo de Manjericão contra Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e o óleo de Hortelã-Pimenta contra o último microrganismo citado. Todos os demais 

óleos analisados apresentaram atividade moderada (Tabela 1). Esses resultados são concordantes aos relatados por Cutrim e 
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seus colaboradores (2019), que também avaliaram a atividade antimicrobiana do óleo de Alecrim e o classificaram como 

atividade moderada, já que reportaram halos com 10,7 e 9,7 mm para cepas de S. aureus e E. coli, respectivamente, similar ao 

encontrado nesse estudo (10,30 e 10,75 mm). 

Ao analisar o óleo de Manjericão, ele apresentou os melhores resultados para S. Enteritidis (14,50mm), L. 

monocytogenes (15,16 mm), S. aureus (17,50 mm) e B. cereus (16,50 mm), sendo classificado com alta atividade 

antimicrobiana, superando até mesmo o antibiótico clorexidina 0,12%, utilizado como controle positivo. Mendonça (2018) 

estudou diversos cultivares de manjericão e reportou que todos eles apresentavam ação antibacteriana contra S. aureus, B. 

cereus, L. monocytogenes, E. coli e S. Typhimurium, assim como Silva & Mello (2021) que encontraram um halo de 14mm 

para S. aureus com o mesmo tipo de óleo. 

O óleo de Tangerina, assim como o de Alecrim, mostrou-se com atividade antimicrobiana moderada, já que 

apresentaram halos variando entre 9,83 mm (B. cereus) e 10,83 mm (L. monocytogenes). Por outro lado, Santos et al. (2016) 

relataram valores inferiores aos encontrados nessa pesquisa, com halos de inibição de 4,88 mm para S. aureus, 5,11 mm para 

E. coli e de 5,38 mm para Salmonella spp., sendo classificado com um óleo de baixa atividade antimicrobiana (< 8mm). A 

diferença observada entre esses resultados pode ser derivada de vários fatores, pois cada óleo apresenta uma composição 

diferente mesmo tendo origem na mesma matéria prima, devido a sua localização geográfica, estágio de maturação do fruto e 

método de extração (Spisni et al., 2020). 

Pode-se verificar que o óleo de Hortelã-Pimenta apresentou alta atividade contra a cepa de B. cereus (14,16 mm) e 

atividade moderada contra todas as outras cepas, tendo resultados entre 11 e 13 mm. Silva et al. (2019) estudaram a atividade 

antimicrobiana desse mesmo óleo de cinco diferentes empresas e observaram que todos apresentaram atividade contra S. 

aureus e E. coli.  

O óleo de Copaíba apresentou os menores valores para todas as cepas testadas. Observou-se baixa atividade 

antimicrobiana contra L. monocytogenes (7,0 mm) e a não formação de halo com o B. cereus (0,0 mm), verificando a maior 

atividade contra S. aureus (10,16 mm). No entanto, Pereira et al. (2018) reportaram alta atividade analisando óleo comercial de 

copaíba para E. coli (17,6 mm) e para S. aureus (11,7 mm). Outros autores reforçam que a variedade dos compostos presentes 

nos óleos pode ser derivada do clima, do tipo de cultivo, da forma de extração e armazenamento podendo aumentar ou 

diminuir o potencial antimicrobiano deles (Santos et al., 2016). 

Apesar dos bons resultados, o método de difusão em disco não é respaldo para a determinação da concentração 

inibitória mínima, pois apresenta fatores que interferem na difusão dos compostos no meio de cultura (espessura do ágar, 

volume, propriedades físico-químicas, hidrossolubilidade, massa molecular e características lipofílicas das amostras), sendo a 

diluição em caldo a técnica mais adequada para determinar a atividade antimicrobiana (Amparo et al., 2018; Alves et al., 

2008).  

 

3.2 Concentração inibitória mínima dos óleos essenciais e dos antimicrobianos sintéticos 

Os resultados obtidos da análise da concentração inibitória mínima dos óleos essenciais estão dispostos na Tabela 2.  

 

 

 

 

 

 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.26535


Research, Society and Development, v. 11, n.3, e32011326535, 2022 

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.26535 
 

 

7 

Tabela 2. Resultados da Análise de Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos óleos essenciais, realizado em triplicata. 

 Óleos (mg.mL-1) 

Microrganismo Alecrim Manjericão Tangerina Hortelã-

Pimenta 

Copaíba 

Salmonella Typhimurium 1,25 0,62 1,25 1,25 5 

Salmonella Enteritidis 1,25 1,25 1,25 1,25 5 

Escherichia coli 1,25 1,25 1,25 2,50 5 

Listeria monocytogenes 0,62 0,62 0,31 2,50 0,31 

Staphylococcus aureus 0,62 1,25 0,62 2,50 0,31 

Bacillus cereus 2,50 1,25 2,50 0,62 - 

Legenda: - não houve inibição. Fonte: Autores (2022). 

 

Aligianis et al. (2001) classificaram a atividade antimicrobiana para materiais vegetais, com relação a concentração 

inibitória mínima, como: Inibição forte até 0,5 mg.mL-1; Inibição moderada entre 0,6 e 1 mg.mL-1; Inibição fraca acima de 1 

mg.mL-1. O estudo da CIM é importante para avaliar a resistência do microrganismo ao óleo testado.  

Sendo assim, na Tabela 2, é possível perceber que o óleo de Alecrim possui inibição fraca contra B. cereus (2,5 mg.mL-1), S. 

Typhimurium, S. Enteritidis e E. coli (1,25 mg.mL-1 para todos) e inibição moderada para L. monocytogenes e S. aureus (0,62 

mg.mL-1). Outros autores também encontraram inibição fraca e moderada para esse óleo, como Silva et al. (2015), que 

reportaram valores de CIM maiores que 1 mg.mL-1 para E. coli e S. aureus e Silva et al. (2018) que relataram valores de CIM 

de 4,39 , 2,27 e 3,29 mg.mL-1 para E. coli, S. aureus e Salmonella ssp., respectivamente. 

O óleo de Manjericão, apesar de demonstrar os melhores resultados na análise de disco-difusão, apresentou inibição 

fraca para S. Enteritidis, E. coli, S. aureus e B. cereus, com CIM de 1,25 mg.mL-1, e uma inibição moderada contra S. 

Typhimurium e L. monocytogenes (0,62 mg.mL-1). Mendonça (2018) em seu estudo com óleos de manjericão extraídos de 

diversos cultivares, também reportou CIM de 0,62 mg.mL-1 para L. monocytogenes e S. Typhimurium, bem como CIM de 1,25 

mg.mL-1 para cepas de S. aureus. Por outro lado, Oliveira (2015), ao avaliar a incorporação desse óleo em biofilmes relatou 

uma inibição fraca frente às cepas de E. coli e S. aureus (5 mg.mL-1e 2,5 mg.mL-1, respectivamente), provavelmente devido à 

fraca interação dos compostos do óleo com os polímeros presentes no biofilme. 

Observando o óleo de Tangerina, verifica-se uma inibição forte contra L. monocytogenes (0,31 mg.mL-1) e moderada 

contra S. aureus (0,62 mg.mL-1). Com os demais microrganismos apresentou uma inibição fraca, para S. Typhimurium, S. 

Enteritidis, E. coli 1,25 mg.mL-1 e para B. cereus 2,50 mg.mL-1. Por outro lado, Carvalho (2016) não observou atividade 

antimicrobiana desse óleo em seu estudo, enquanto Santos et al. (2016) estudaram a eficácia de diferentes óleos essenciais 

cítricos e reportaram que o CIM foi de 80 uL.mL-1 para E. coli, 40 uL.mL-1 para Salmonella ssp. e 2 uL.mL-1 para S. aureus, 

valores inferiores ao encontrados na presente pesquisa.  

Verificou-se que o óleo de Hortelã-pimenta foi o que as bactérias apresentaram maior resistência, exceto o B. cereus 

(0,62 mg.mL-1). Outros autores estudaram esse óleo essencial frente a outros microrganismos e obtiveram uma inibição fraca, 

como Chouhan et al., (2017), que determinou a CIM de 10mg.mL-1 contra Clostridium perfringens e Rodrigues (2017) que 

estudou esse óleo contra cepas de bactérias Actinobacillus pleuropneumoniae, encontrando também uma inibição fraca.  
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O óleo de Copaíba, assim como no teste de disco-difusão, apresentou os piores resultados para as bactérias gram-

negativas, uma inibição fraca, com CIM de 5mg.mL-1 e não apresentou eficácia contra B. cereus, porém, L. monocytogenes e S. 

aureus apresentaram uma sensibilidade ao óleo, tendo uma CIM de 0,31 mg.mL-1 (uma inibição forte). Essa sensibilidade do S. 

aureus frente ao óleo de copaíba já foi reportado por Guimarães et al. (2016) (0,31 mg.mL-1), bem como por Masson et al. 

(2013) (0,2 mg.mL-1). 

Na Tabela 3 é possível verificar a concentração inibitória mínima dos aditivos utilizados tradicionalmente pela 

indústria de alimentos (Metabissulfito de Sódio, Sorbato de Potássio e Benzoato de Sódio). 

 

Tabela 3. Resultados da Análise da Concentração Inibitória Mínima dos antimicrobianos sintéticos, realizados em triplicata. 

 Antimicrobianos Sintéticos (mg.mL-1) 

Microrganismo Metabissulfito de Sódio Sorbato de Potássio Benzoato de Sódio 

Salmonella Typhimurium 15 1,25 2,5 

Salmonella Enteritidis 15 20 2,5 

Escherichia coli 15 2,5 1,25 

Listeria monocytogenes 30 1,25 2,5 

Staphylococcus aureus 15 5 5 

Bacillus cereus 15 2,5 1,25 

Fonte: Autores (2022). 

 

Observa-se na Tabela 3 é possível observar que todos os antimicrobianos sintéticos inibiram as bactérias testadas. O 

grupo dos sulfitos, presente no Metabissulfito, apresenta um mecanismo de ação que causa a ruptura da membrana 

citoplasmática e inativa a replicação do DNA e das enzimas a ela vinculadas a membrana ou a reações metabólicas, inativando 

o microrganismo independente da composição da parede celular (Favero et al., 2011). O Metabissulfito de Sódio apresentou o 

mesmo valor para quase todos os microrganismos (15 mg.mL-1), exceto para L. monocytogenes, que foi mais resistente, 

necessitando de 30 mg.mL-1 para ser inibida, corroborando com Jay (2005) que indica que a ação desse componente ocorre 

acima de 0,2 mg.mL-1. Ladeira et al. (2017) determinaram 0,2 mg.mL-1 em seu estudo contra S. Enteritidis e Ramos et al. 

(2015) verificaram CIM de 1,87 mg.mL-1 para B. cereus, E. coli, S. Typhimuriume S. aureus, todos valores abaixo aos 

encontrados na presente pesquisa, mas dentro do que preconiza a literatura.  

Em relação ao Sorbato de Potássio, S. Typhimurium e L. monocytogenes foram os mais sensíveis a esse 

antimicrobiano (1,25 mg.mL-1), enquanto S. Enteritidis foi o mais resistente (20 mg.mL-1). O mecanismo de ação desse 

conservante ainda não é muito conhecido, porém estudos indicam que ocorre a acidificação intracelular dos microrganismos ou 

o estresse celular, aumentando a produção de toxinas (Mira et al., 2010; Fodil et al., 2018). Ferreira et al. (2020) estudaram 

diversos antimicrobianos sintéticos contra a S. Typhimurium e reportaram valores maiores de CIM quanto comparado à 

presente pesquisa, entretanto Ferreira e colaboradores avaliaram o efeito do Sorbato de Potássio em pH 7, sendo um pH não 

adequado para o uso desse antimicrobiano, pois Segundo Wang et al. (2018), em pH mais próximo de 7 a ação antimicrobiana 

dos sorbatos diminuem, pois apenas a forma não ionizada consegue penetrar nas células. 

O Benzoato de Sódio apresentou os melhores resultados, sendo que inibiu todos os microrganismos com 

concentrações menores ou iguais a 5 mg.mL-1, sendo S. aureus o mais resistente (5 mg.mL-1)e B. cereus e E. coli os mais 

sensíveis (1,25 mg.mL-1). O mecanismo de atuação desse composto é a sua conversão em ácido benzóico acidificando o meio, 
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dessa forma as bactérias precisam liberar prótons extras para o meio extracelular, consumindo ATP e levando a danos e/ou 

morte celular, e assim como os sorbatos, os benzoatos são mais eficazes em pH ácido (Chen & Zhong, 2018). Ferreira e seus 

colaboradores (2020) também verificaram a eficácia do Benzoato de Sódio contra S. Typhimurium e encontraram 2,3 mg.mL-1, 

valor bem próximo ao desse estudo.  

A legislação brasileira preconiza a quantidade máxima de aditivos em diversos alimentos e esse valor é variado de 

acordo com as características dos mesmos. Os antimicrobianos aqui estudados são utilizados principalmente em alimentos de 

origem vegetal e devem seguir a RDC n° 8, de 6 de março de 2013 (Brasil, 2013). Vale ressaltar que a legislação expressa o 

limite de acordo com o composto ativo do conservante, não o conservante em si, por isso esse valor varia de acordo com as 

características do alimento que é aplicado (Ferreira et al., 2020). 

 

3.3 Sinergismo entre os óleos essenciais e os antimicrobianos sintéticos 

Com os dados da CIM dos óleos e dos antimicrobianos pode-se calcular índice de concentração inibitória fracionada 

(ICIF), que corresponde ao sinergismo entre as substâncias. Lewis e seus colaboradores (2002), classificaram a ICIF de 

maneira que ≤ 0,5 é classificado como sinérgica; 0,5 a 1 aditiva; 1 a 4 indiferente e > 4,0 antagônica.  

Na Tabela 4 podemos verificar se ocorreu sinergismo ou não entre os óleos essenciais e os antimicrobianos sintéticos 

frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus e Bacillus cereus. 

É possível verificar, nessa tabela, todas as possibilidades de sinergismo. As combinações que apresentaram 

sinergismo (S) significam que houve uma redução significativa do óleo e do conservante sintético. As combinações que 

apresentaram ação aditiva (A) representam que houve redução somente do óleo ou do conservante sintético. As combinações 

onde se tem indiferença (-) indicam que não houve redução da concentração mínima inibitória do óleo ou do conservante e as 

combinações que aconteceu antagonismo (X) significam que precisou aumentar a concentração do óleo ou do conservante para 

ocorresse a inibição da bactéria.  

 

Tabela 4. Sinergismo entre os óleos essenciais com os antimicrobianos sintéticos. 

Bactérias Óleos  

Alecrim Manjericão Tangerina Hortelã-Pimenta Copaíba 

MS SP BS MS SP BS MS SP BS MS SP BS MS SP BS 

S. Typhimurium - S S A S S - A S S S S S - S 

S.Enteritidis A S S S A S S S S S S A S S A 

E. coli A - A S S A - A A S S S A A A 

L. monocytogenes A - X - S S A - - S A A X - - 

S. aureus - S S S S S X A S S S S - - A 

B. cereus A S - A A - - A - A - - n/d n/d n/d 

Legenda: MS= Metabissulfito de Sódio; SP= Sorbato de Potássio; BS= Benzoato de Sódio; S= Sinergismo; A= Ação aditiva; - = Indiferente; 

X= Antagônico; n/d= Não determinado. Fonte: Autores (2022). 
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O óleo de Alecrim não apresentou sinergismo com o metabissulfito, porém apresentou com o sorbato para S. 

Typhimurium, S. Enteritidis, S. aureus e B.cereus. Por outro lado, foi observado efeito antagônico com o benzoato para L. 

monocytogenes, indiferente para B. cereus, aditivo para E. coli e sinérgico para as demais bactérias.  

Na associação do óleo de Manjericão com o metabissulfito observou-se sinergismo para S. Enteritidis, E. coli e S. 

aureus. Quando associado ao benzoato continuou se observando o sinergismo para as mesmas bactérias além de L. 

monocytogenes, porém ao ser associado ao sorbato, apresentou ação aditiva para S. Enteritidis. Enirger et al. (2017) estudou a 

associação do antimicrobiano metabissulfito com óleo de orégano frente a B. cereus, S. aureus e E. coli, onde encontrou ação 

aditiva para todos os microrganismos, associação semelhante à encontrado nessa pesquisa para os óleos de alecrim, manjericão 

e hortelã-pimenta para B. cereus, ao óleo de tangerina para S. aureus e aos de alecrim e copaíba para E. coli. 

A associação do óleo de Tangerina com os três antimicrobianos foi bem-sucedida para S. Enteritidis, porém a 

associação desse óleo ao metabissulfito mostrou-se antagônica para S. aureus, indiferente para S. Typhimurium, E. coli e B. 

cereus e aditiva para L. monocytogenes. Ao analisar essa associação com o benzoato também foi verificado efeito sinérgico 

para as cepas de S. Typhimurium e S. aureus, entretanto efeito aditivo para E. coli e indiferente para L. monocytogenese, B. 

cereus. O óleo de Hortelã-Pimenta foi o que apresentou a maior quantidade de efeito sinérgico com os antimicrobianos 

sintéticos, não apresentando esse efeito apenas para B. cereus (aditivo e indiferente) independente do conservante sintético. 

Ramos et al. (2015), ao associarem metabissulfito e óleo essencial de Tomilho reportaram resultados semelhantes ao óleo de 

Hortelã-Pimenta desse estudo, pois também observaram efeito sinérgico para B. cereus, E. coli, S. Typhimuriume S. aureus. 

O óleo de Copaíba apresentou sinergismo apenas para as associações com metabissulfito frente às duas cepas de 

Salmonella, sorbato contra S. Enteritidis e benzoato contra S. Typhimurium, enquanto as outras associações foram ou aditivas 

ou indiferentes. Ekhtelat et al. (2019) estudaram o aditivo benzoato junto aos óleos essenciais de hortelã-silvestre, hortelã-

verde e cominho e verificaram a existência de sinergismo para as cepas de E. coli O157:H7 e L. monocytogenes, sendo o 

mesmo resultado para a associação deste antimicrobiano com óleo de manjericão para a L. monocytogenes observado no 

presente estudo. 

Vale ressaltar que a diferença entre a ação sinérgica, aditiva, antagônica ou indiferente observada entre os óleos e os 

conservantes sintéticos na presente pesquisa pode ser justificada pela presença das diferentes classes de compostos 

antimicrobianos que compõe a matéria-prima do óleo essencial, bem como suas interações com os conservantes sintéticos, 

resultando em uma atuação distinta no metabolismo celular dos microrganismos testados. 

 

4. Considerações Finais 

Diante dos resultados obtidos nessa pesquisa, podemos verificar que os óleos essenciais continuam sendo uma ótima 

opção para garantir a segurança de alimentos, entretanto não se deve descartar o estudo da associação com os conservantes 

sintéticos, pois o fator sensorial ainda é um problema relatado pela indústria para a aplicação desses compostos como aditivos 

nos alimentos. Sendo assim, o óleo de Alecrim e de Copaíba necessitaram de uma concentração menor para inibir L. 

monocytogenes e S. aureus, enquanto o óleo de Manjericão inibiu S. Typhimurium e L. monocytogenes em sua menor 

concentração. O óleo de Hortelã-pimenta teve sua menor concentração eficaz somente contra B. cereus, e o de Tangerina 

apenas para L. monocytogenes. No teste de sinergismo foram verificados poucos casos de antagonismos dentre os 

microrganismos testados, predominando o efeito aditivo, dentre as combinações possíveis a que mais apresentou sinergismo 

foi o óleo de Hortelã-Pimenta com Metabissulfito de Sódio, o Sorbato de Potássio associado ao óleo de Alecrim, Manjericão e 

Hortelã-Pimenta, bem como o óleo de Manjericão com o Benzoato de Sódio. Assim, vemos que o sinergismo entre esses 

compostos é possível e uma ótima alternativa para a indústria de alimentos que visa à diminuição do uso de conservantes 

sintéticos em seus produtos. Deste modo, sugere-se para trabalhos futuros, avaliar as combinações entre óleos e conservantes 
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sintéticos in situ para verificar se esses efeitos serão mantidos ao interagirem com as moléculas dos alimentos, bem como 

avaliar o possível sinergismo entre os óleos e extratos vegetais, além da interação entre extratos vegetais e conservantes frente 

a bactérias deteriorantes, aumentando as possibilidades para a indústria de alimentos. 
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