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Mestre em Engenharia de Alimentos. 
 
CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN 
VITRO E EM ALIMENTOS DOS EXTRATOS DE ORÉGANO E 
MANJERONA 
 
Cassiano Busatta 
Março/2006 
 
Orientadores:  José Vladimir de Oliveira 
      Rogério Luís Cansian 
 
O  trabalho  teve  como  objetivo  avaliar  a  atividade  antimicrobiana  in  vitro  e  em 
alimentos  dos  extratos  obtidos  com  dióxido  de  carbono  supercrítico  e  por 
hidrodestilação de orégano e manjerona. Foram também realizados  testes de 
atividade antioxidante e análise sensorial em lingüiça toscana, contendo diferentes 
concentrações  dos  óleos  essenciais.  As  extrações  por  hidrodestilação  foram 
realizadas  através  de  um  extrator  do  tipo  Clevenger,  tendo  sido  obtidos 
rendimentos  de  1,20  e  1,33%  para  manjerona  e  orégano,  respectivamente.  As 
extrações com  dióxido  de carbono supercrítico foram realizadas na  condição de 
200 atm e 40°C, apresentando um rendimento de 1,82% para manjerona e 1,75% 
para o  orégano.  Foram obtidas frações  (F1 e F2) correspondentes ao tempo 
necessário  para  a  extração  da  metade  do  volume  total  e  extrações  com  tempo 
total,  sendo  realizada  as  análises  cromatográficas  destas  amostras,  usando  um 
cromatógrafo gasoso (CG/FID). Não se verificou diferenças significativas do perfil 
químico  entre  as  frações  e  a  amostra  total  de  cada  extrato.  Na  atividade 
antimicrobiana  utilizando  o  método de  difusão  em  placas,  os  óleos  essenciais 
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(hidrodestilação) de orégano e manjerona apresentaram atividade sobre a grande 
maioria  das  20  bactérias  testadas,  com  exceção  da  bactéria  Pseudomonas 
aeruginosa.  Os  extratos  obtidos  com  dióxido  de  carbono  supercrítico  não 
apresentaram  atividade  antimicrobiana  sobre  tais  bactérias.  As  concentrações 
inibitórias mínimas in vitro (CIM) determinadas dos óleos essenciais de orégano e 
manjerona  (hidrodestilação)  através  da  densidade  ótica  apresentaram  menores 
valores ao óleo essencial de orégano. Em análise da atividade antimicrobiana dos 
óleos  essenciais  sobre  bactérias  aeróbias  heterotróficas  e  Escherichia  coli  em 
lingüiça toscana, foram obtidos melhores resultados com o óleo essencial de 
manjerona.  Análises  antioxidantes  (TBA)  realizadas  nas  amostras  de lingüiça 
toscana  mostraram  uma  auto-oxidação  dos  óleos,  sendo  ocasionado 
provavelmente pelo contato com o cloreto de sódio durante a formulação do 
produto.  Na  análise  sensorial  os  resultados  mostraram  diferenças  significativas 
entre as amostras padrões e as amostras com diferentes concentrações dos óleos 
essenciais. 
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Abstract  of  Dissertation  presented  to  Food  Engineering  Program  as  a  partial 
fulfillment of the requirements for the Master in Food Engineering 
 
 
 
CHEMICAL CHARACTERIZATION AND IN VITRO AND FOOD 
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ORIGANUM AND MAJORANA 
EXTRACTS 
 
Cassiano Busatta 
March/2006 
 
Advisors:  José Vladimir de Oliveira 
    Rogério Luís Cansian 
 
This work evaluates in vitro and food antimicrobial activity of extracts obtained from 
hydrodistillation  and  supercritical  carbon  dioxide  extraction  of  origanum  and 
majorana. Antioxidant tests and sensory analyses were also conducted in toscana 
fresh  sausage  with  different  concentrations  of  the  extracts  obtained.  The 
hydrodistillation  method  afforded  yields  of  1.20%  and  1.33%  for  origanum  and 
majorana,  respectively,  while  1.82%  and  1.75%  were  verified  for  supercritical 
extraction at 200atm and 40°C. GC/FID chemical analyses were carried out for the 
total,  F1  and  F2  fractions  of  the  hydrodistillation  technique,  with  no  appreciable 
difference  observed  among  them.  The  essential  oils  from  hydrodistillation  of 
origanum  and  majorana  did  not  present  activity  over  the  majority of  20  tested 
bacteria,  except  for  Pseudomonas  aeruginosa.  The  extracts  obtained  from 
supercritical  extraction  did  not  present  antimicrobial  activity  against  the  bacteria 
tested.  It  was  experimentally  observed  that  in  vitro  minimum  inhibitory 
concentration  determined  for  origanum  essential  oil  presented  lower  values 




 
ix

 

compared to majorana. The essential oil from majorana also provided better results 
when tested against aerobic heterotrofic bacteria and Escherichia  coli in toscana 
fresh sausage compared to origanum. Antioxidant analyses performed in toscana 
fresh sausage showed to occur auto-oxidative processes in such oils, due probably 
to  the  contact  with  sodium  chloride  during  product  formulation.  Results  for  the 
sensory analyses demonstrated significant differences between standard and real 
samples for different essential oil concentrations. 
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Capítulo 1 - Introdução  1
 

1. INTRODUÇÃO 
 
  Ao  longo  dos  anos,  tem-se  observado  que  os  condimentos,  além  de 
conferirem  sabor  aos  alimentos,  também  possuem  atividade  antimicrobiana. 
Estudos mostram  que  o  uso de condimentos  (cebola,  cravo,  alho,  gengibre,  noz 
moscada,  entre  outros)  como  conservantes  vêm  aumentando  com  a  aplicação 
desses itens como agentes bactericidas. Um dos maiores problemas da indústria 
avícola e de carnes de um modo geral é a perda de lotes devido à contaminações 
microbianas (Santos et al., 2000). 
Os óleos essenciais são importantes matérias-primas industriais, utilizadas 
na  manufatura  de  produtos  dos  setores  da  perfumaria,  cosmética,  farmacêutica, 
higiene e limpeza,  alimentícia e bebidas (Dierberger, 2001). Esses óleos são 
extraídos  de  diversas  espécies  vegetais,  a  partir  das  suas  folhas,  frutos,  caule, 
raízes,  e  possuem  intensa  propriedade  de  reproduzir  o  odor  e  o  sabor  da  fonte 
vegetal utilizada. Aproximadamente 3.000 óleos são conhecidos, dos quais cerca 
de  300  são  comercializados.  O  processo  de  extração  do  óleo  essencial  requer 
grandes quantidades de massa verde, tendo em vista que o óleo representa cerca 
de 0,05 até 10% da planta, quer seja da folha, caule, casca, raiz ou fruto (Santos 
et al, 2000). 
Os  condimentos  usados,  principalmente  para  tornar  os  alimentos  mais 
agradáveis ao paladar, apresentam ação conservadora por inibirem ou retardarem 
a  atividade  microbiana,  bem  como  por  retardarem  a  autoxidação  de  gorduras. 
Estima-se que pelo menos a metade do total de condimentos utilizados pela 
indústria nos Estados Unidos se dá pela indústria de produtos cárneos (Sharma et 
al., 1981; Oliveira, 1991). 
Apesar da maior  parte  dos  óleos ser  obtida  a  partir  da  produção agrícola, 
aproximadamente 30  tipos  de óleos  são  obtidos comercialmente a  partir  das 
florestas,  gerando  quase  sempre  desequilíbrios ecológicos,  perigo  de  extinção e 
levando  a  uma  produção  não  sustentável.  Exemplos  atuais  no  Brasil  incluem  o 
Sassafrás (Ocotea pretiosa) e o Pau-rosa (Aniba rosaeodora). Os principais óleos 
essenciais  produzidos  e  exportados  pelo  Brasil  são  por  ordem  de  importância: 
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Laranja,  Limão, Eucalipto,  Pau-rosa,  Lima  e  Capim-limão.  Comercialmente, a 
nomenclatura  “óleos  essenciais”  designa  um  amplo  espectro  de  produtos, 
caracterizando-se  como  um  dos principais  fatores que  dificulta  a obtenção de 
dados representativos sobre o setor (Krucken, 2005). 
De acordo com dados do TradeMap – ITC, em 2004 o montante mundial de 
exportação  foi  estimado  em  US$  1,5  bilhões.  O  Brasil  posiciona-se  como  o  4º 
maior exportador, com aproximadamente US$  98,5  milhões, depois dos EUA, 
França  e  Reino  Unido.  Vale  ressaltar  nesta  análise  o  valor  unitário/tonelada 
exportado  por  esses  países.  Enquanto  o  valor  unitário  médio  dos  produtos 
comercializados  pelo  Brasil  é  de  US$  1.340/ton,  os  valores  dos  três  primeiros 
exportadores,  referente  à  tonelada  são  US$  8.337,  US$  33.038  e  US$  16.536, 
respectivamente.  De  maneira  geral,  os  produtos  exportados  pelo  país  são 
caracterizados  por  grande  volume,  baixo  preço  de  mercado  e  com  pouco  valor 
agregado (< http://www.intracen.org/mas/ > Acesso: 11/12/2005). 
Os  condimentos  apresentam-se  como  uma  fonte  promissora  de  agentes 
antimicrobianos,  para  serem  utilizados  em  produtos  cárneos  visando  assegurar 
um  produto  final  de  melhor  qualidade  microbiológica  com  conseqüente  aumento 
da vida-de-prateleira. 
Embora os  óleos essenciais  sejam  bastante estudados, o  seu uso em 
alimentos  como  substâncias  antimicrobianas  é  bastante  limitado  devido  à 
avaliação dos sabores, pois doses eficazes contra microrganismos podem mudar 
a  aceitabilidade  do  produto.  Como  conseqüência,  há uma  demanda  crescente 
para conhecer as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) dos óleos essenciais, 
para que possa atingir um balanço entre a eficácia como agente antimicrobiano e 
a aceitabilidade sensorial (Koutsoumanis et al., 1998). 
O  estado  da  arte  mostra  que  estudos  relacionados  à  atividade 
antimicrobiana dos óleos essenciais de orégano e manjerona, principalmente em 
alimentos, são pouco relatados na literatura, porém, percebe-se que este assunto 
desperta grande interesse a nível industrial e comercial. 
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Vários estudos citam a capacidade que os óleos essenciais apresentam em 
agir  como  agente  antioxidante,  porém,  também  há  poucos  estudos  realizados, 
citando a aplicação de óleos em alimentos, objetivando a atividade antioxidante. 
Tendo em vista a relevância de estudos visando abranger esses assuntos, 
o  presente  trabalho  teve  como  objetivo  realizar  um  estudo  para  avaliar  o  perfil 
químico e  a atividade antimicrobiana in vitro e em alimentos dos extratos de 
Origanum  vulgare  e  Origanum  manjorana,  obtidos  pelos  métodos  de 
hidrodestilação e fluido supercrítico. 
Objetivando  enriquecer  os  resultados  deste  trabalho,  também  foram 
realizadas  avaliações  sensoriais  e  análises  da  atividade  antioxidante  para 
acompanhar  a  possível  ação  antioxidante  desses  óleos  sobre  o  produto 
alimentício. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Óleos Essenciais 
 
  Os  óleos  voláteis  são  conhecidos  como  um  conjunto  de  substâncias 
orgânicas  de  estrutura  química  heterogênea  que  ocorrem  em  determinados 
gêneros  de plantas superiores  e  inferiores  e microrganismos  (Bell  e  Charlwood, 
1980). São líquidos viscosos e podem ou não exalar odor. 
   O nome “óleo volátil” (Guenther, 1948; OMS, 1992; Tyler et al.,1996) tem 
sido mais usado devido à relação com as propriedades físico-químicas da planta, 
já que “óleo essencial” pode designar também produtos odorantes não formados 
anteriormente  no vegetal,  que são as  “essências  heterosídicas”,  obtidas  através 
da  hidrólise  enzimática  de  heterosídeos  (Guenther,  1948;  Dominguez,  1973; 
Bruneton, 1992). 
 Os óleos essenciais constituem, de uma maneira geral, uma mistura muito 
complexa de hidrocarbonetos, álcoois e aromáticos, encontrados  em todo tecido 
vivo  de plantas,  em geral  concentrados na  casca,  nas  flores,  nas folhas,  nos 
rizomas e nas sementes (Araújo, 1995). 
  Conforme Simões e Spitzer (1999), embora todos os órgãos de uma planta 
consigam  acumular  óleos  voláteis,  sua  composição  pode  variar  segundo  a 
localização,  como  por  exemplo, o  óleo  das  cascas  de  canela  é  rico  em  aldeído 
cinâmico, enquanto que o das folhas e das raízes desse mesmo vegetal são ricos 
em eugenol e cânfora, respectivamente. A composição química de um óleo volátil, 
extraído  de  um  mesmo  órgão  de  uma  mesma  espécie  vegetal,  pode  variar 
significativamente, de acordo  com  a época  de coleta, condições  climáticas e  de 
solo. Os óleos voláteis são muito conhecidos desde a Antigüidade por possuírem 
atividade  biológica,  por  suas  propriedades  antibacteriana,  antifúngica  e 
antioxidante. 
As antigas civilizações já tinham por hábito o uso de ervas e aromas como 
recurso  terapêutico,  principalmente  na  medicina  chinesa.  Os  óleos  voláteis  têm 
sido utilizados por mais  de 2000  anos, devido  a sua propriedade bactericida, 
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sendo usados como condimento associado à higiene alimentar. Na atualidade são 
usados  como  aromatizantes,  edulcorantes,  odoríferos,  em  perfumaria,  indústria 
alimentícia e farmacêutica (Braga,1971; Craveiro et al., 1990; Rogers, 1981; Ikan, 
1991; Bruneton, 1992; Tyler et al., 1996). 
 Os  óleos  voláteis  podem  ser  encontrados  em  várias  partes  das  plantas, 
sendo mais freqüente em flores (Jasminum officinale – jasmim, Rosa sp – rosa), 
folhas (Eucaliptus – eucalipto, Laurus nobilis – louro), frutos (Citrus sp – cítricos, 
Pimpinella anisum – anis) e menos freqüentes em raízes (Vetiveria zizanioides – 
vetiver), rizomas (Zingiber officinale – gengibre), lenhos (Sassafras albidum – 
sassafrás),  córtex  (Cinnamomun  sp  –  canela)  ou  sementes  (Miristica  fragrans  – 
noz  moscada).  A  composição  química  de  uma  espécie  pode  ser  totalmente 
diferente,  de  acordo  com  a  parte  da  planta  utilizada,  como  exemplo,  o  óleo  de 
laranja amarga (Citrus aurantium) quando obtido de flores é rico em nerol – “óleo 
nerol”, quando obtido dos talos e folhas é rico em linalol e acetato de linalila – óleo 
“petit  grain”  e  quando  obtido  dos  frutos  é  rico  em  limoneno  –  “óleo  de  laranja 
amarga” (Dominguez, 1973; Rogers, 1981). 
 Devido a sua origem biossintética, os óleos voláteis, que são substâncias 
complexas  de  estrutura  de  baixo peso  molecular,  podem  ser  classificados  em 
duas  séries:  a  terpênica  e  a  aromática  e,  dependendo  da  técnica  de  extração 
podem  ter  a  presença  de  estruturas  de  maior  peso  molecular  como  cumarinas, 
homólogos superiores de terpenos e fenilpropanos (Defer e Defer, 1981; Rogers, 
1981; Bruneton, 1992; Tyler et al., 1996). 
Apesar de o termo terpenóide designar os derivados saturados, sulfurados 
ou nitrogenados dos oligômeros isoprênicos, o termo terpeno além de ser aplicado 
a hidrocarbonetos insaturados, também se estende a esses derivados, desde que 
sigam as unidades isoprênicas (Derfer e Derfer, 1981). 
Quando  uma  espécie  é  exposta  a  diferentes  condições  como:  clima, 
natureza  do  solo,  práticas  de  cultivo,  podem  apresentar  diferença  na  sua 
constituição química (Guignard, 1996; Oliveira et al., 1996; Souleles, 1991). Porém 
Rogers (1981) e Tyler et al. (1996), citam que uma mesma espécie desenvolvida 
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em diferentes locais pode apresentar os mesmos constituintes no seu óleo volátil, 
mas em proporções variadas. 
Os óleos podem ser líquidos à temperatura ambiente, e, em alguns casos 
semi-sólidos.  São  normalmente incolores  e amarelados quando recém  obtidos 
(adquirem coloração quando oxidam), e alguns possuem cor naturalmente. A série 
terpênica  apresenta  densidade  inferior  à  da  água,  e  as  substâncias  aromáticas 
apresentam densidade superior. Possuem odor característico e são diferenciados 
pelo índice de refração. São solúveis em álcool e em solventes orgânicos e muito 
pouco solúveis em água (Bruneton, 1992; Tyler et al., 1996). 
Atualmente,  as  aplicações  dos  óleos  essenciais  são  muito  variadas:  são 
largamente  empregados  em perfumaria,  como  flavorizantes  de alimentos e na 
medicina.  Cada  um  de  seus  componentes  pode  também  ter  uma  aplicação 
específica, como  por exemplo, 1,8-cineol  - medicinal e  cosmético;  p-cimeno  - 
aditivo  na  indústria  de  perfumaria,  solvente  e  material  de  partida  para  síntese 
orgânica; farnesol - bactericida;  linalol  - perfumaria e  flavorizante; acetato  de 
geranila - perfumaria (Ugaz, 1994). 
De  acordo  com  Araújo  (1995),  a  utilização  de  extratos  de  plantas 
aromáticas  como  condimentos  vem  despertando  um  grande  interesse  pelas 
indústrias,  pois quando comparados aos vendidos  em forma  de  pó, garantem 
maior  vida  de  prateleira,  manutenção  do  aroma  e  dificilmente  sofrem 
contaminação  microbiológica,  garantindo  assim  a  qualidade  de  produtos 
processados. 
 
2.2. Manjerona 
 
O  Origanum  majorana  L.  (Majorana  hortensis  Moench)  é  uma  planta 
perene, cuja porção subterrânea é formada por um sistema de raízes fibrosas. O 
caule é muito ramificado, de cor meio avermelhada, que alcança entre 30 e 60 cm. 
Os ramos são lenhosos, frágeis e quadrangulares, formando uma touceira (Ken, 
1951). 
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Suas  folhas  são  opostas,  ovais,  inteiras,  pecioladas,  de  cor  verde 
acinzentada. As flores são  pequenas, em  espigas oblongas, de cor branca  a 
rosada, com 4 fileiras de brácteas finas, arredondadas e de cor verde claro (Quer, 
1988; Ken, 1951). 
O  termo  vernacular  manjerona  compreende  várias  plantas  aromáticas  da 
família  das Labiadas  de diferentes  espécies (Kokkini, 1993;  Guenther, 1949). 
Existe certa confusão quanto ao  óleo essencial obtido da manjerona e quanto à 
classificação botânica das espécies dessa planta (Guenther, 1949). 
De  acordo  com  Fischer  et  al.  (1987),  parece  ser  questionável  classificar 
manjerona de diferentes espécies conforme  o composto majoritário  usando a 
composição  de  diferentes  espécies  conforme  o  composto  do  óleo  essencial. 
Efeitos secundários tais como conteúdo mineral (cinzas), paredes mais finas das 
células excretoras e idade da planta entre outros fatores, podem levar a reações 
de rearranjos, como por exemplo, a terpineol-4 ou outro monoterpeno. O teor de 
cis-sabineno hidratado deveria ser aumentado, pois é ele o responsável pelo 
aroma agradável de manjerona, conseqüentemente, diminuir o do terpineol-4, que 
é citado como sendo responsável por deteriorar o aroma. 
Além da extração com  arraste a vapor ou com solventes orgânicos, outra 
técnica de extração dos compostos responsáveis pelo aroma e sabor é a extração 
com fluido supercrítico. 
Vários trabalhos citados  por Reverchon et al.  (1992)  e Reverchon (1997), 
fazem  referência  ao  estudo  do  processo  de  extração  com  CO
2 
supercrítico  de 
folhas e flores de manjerona, verificando a influência dos parâmetros temperatura 
e  pressão.  A extração  supercrítica  com fracionamento,  que usa dois  ou mais 
separadores, permite obter o óleo essencial livre dos resíduos do tecido vegetal, 
tais como ácidos graxos, pigmentos, cumarinas, flavonas e esteróis, entre outros. 
A atividade  antioxidante de  algumas  plantas aromáticas da família das 
Labiadas  é muito  estudada, especialmente  porque os  extratos dessas  plantas 
exibem alta atividade em baixas concentrações (Baratta et al., 1998; Sarer et al., 
1985).  Segundo  Dapkevicius  et  al.  (1998),  os  antioxidantes  sintéticos  podem 
causar alguns problemas como a instabilidade em altas temperaturas. 
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2.3. Orégano 
 
Conforme Ken (1951), o orégano (Origanum vulgare Linneus) é uma planta 
perene que se adapta bem em solos secos e calcários. Pode ser distinguido da 
manjerona  por  suas  brácteas  de  cor  púrpura  e  por  suas  folhas  ovais  e 
pontiagudas. 
  De acordo com Von Hertwig (1986), seu caule é ereto, geralmente com uma 
coloração  vermelho  pardo,  quadrangular,  peludo,  ramificando-se  nas 
extremidades  superiores,  formando  touceiras.  Suas  folhas  são  pecioladas, 
inteiras,  verde-escuras  ou  ligeiramente  acinzentadas,  apresentam  pêlos  finos  e 
curtos  na  face  inferior  de  cada  folha.  As  flores,  dependendo  da  espécie, 
apresentam diversas cores como vermelhas, púrpuras e rosadas. 
  O  orégano  é  um  dos  condimentos  mais  populares  do  mundo.  É  utilizado 
diariamente  na  culinária,  mas  apresenta  um  sério  problema  para  o 
estabelecimento da identidade de sua fonte botânica, pois o gênero possui trinta e 
nove espécies (Fleisher, 1988). A grande maioria das espécies Origanum é nativa 
das  regiões  do  Mediterrâneo  (Grécia,  Irã,  Turquia),  mas  também  são  cultivadas 
por  toda  Europa,  ao  leste  e  centro  da  Ásia,  até  Taiwan  (Kokkini  et  al.,  1994). 
Também  é  encontrado  na  América  do  Norte,  onde  foi  introduzido  pelo  homem 
como planta culinária (Vokou et al., 1993). 
  Orégano tem um aroma característico, próprio, produzido por espécies de 
plantas  que produzem  óleo  essencial com  um conteúdo  relativamente  alto de 
carvacrol (fenol não cristalizável). Essas espécies são largamente empregadas e 
têm  diferentes  nomes  vernaculares,  denominadas  de  orégano  grego  (Origanum 
vulgare  L.  ssp.  Hirtum),  orégano  turco  (Origanum  onites  L.),  orégano  espanhol 
(Coridothymus  capitatus  L.)  e  o  orégano  mexicano  (Lippia  graveolens  HBK) 
(Kokkini et al., 1994; Vokou, 1993; Harvala et al., 1987). 
  Segundo  Kokkini  (1993),  o  orégano  mexicano  é  da  família  das 
Verbenáceas,  mas  é  considerado  como  condimento  "orégano".  Essas  espécies 
diferem  entre  si  na  morfologia,  principalmente  na  cor  das  flores,  tipo  de  cálice, 
corola  e  tamanho  dos  ramos  e  do  arbusto.  Folhas  secas  e  inflorescências  das 
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diferentes plantas chamadas de orégano são conhecidas como tempero de pizzas, 
sendo  também  largamente  empregadas  como  agente  flavorizante  de  alimentos 
como em  saladas, batata frita,  molhos,  salsichas,  legumes cozidos  e enlatados, 
entre  outros.  O  Origanum  dictamnus,  uma  espécie  endêmica  da  Ilha  de  Creta, 
Grécia, é empregado como flavorizante em bebidas alcoólicas como o Martini. 
  O Origanum vulgare é uma planta conhecida pelo seu valor medicinal, 
sendo aceita oficialmente em  inúmeros países. Suas flores e folhas  são usadas 
extensivamente  em  homeopatia.  Seu  óleo  essencial  é  usado  na  tradicional 
medicina indiana como um aroma estimulador e fortificante. Entretanto, tem  uso 
limitado em perfumaria e cosméticos (Fleisher e Sneer, 1982). 
  A importância do estudo dessas plantas não está só relacionada ao seu uso 
como  condimento,  mas  também  na  medicina,  principalmente  devido  as  suas 
propriedades microbiológicas (antibacteriana, antifúngica e antioxidante) (Daouk et 
al., 1995). 
Outros estudos citados por Banias et al. (1992) e Vekiari et al. (1993) sobre 
a atividade antioxidante das folhas de Origanum vulgare, foram realizados através 
de sucessivas extrações com vários solventes, constatando que a fração em éter 
etílico  foi  a  que  apresentou  o  maior  efeito  antioxidante,  devido,  segundo  os 
autores, aos flavonóides presentes neste extrato. 
  Dentre essas propriedades tão destacadas do orégano, pode-se citar ainda 
sua atividade antimutagênica, estudada por Kanazawa et al. (1995), entre outros. 
Os  autores  destacam  em  seus  estudos  a  atividade  de  compostos  presentes 
(flavonóides - quercetina e galangina) em extratos obtidos em ultra-som, que 
agem  como  anti-mutagênico,  neutralizando  a  Trp-P-2  (3-amino-1-metil-5H-
pirido[4,3-b]indol), um dos 10 pirolisatos identificados como carcinogênicos. 
  A atividade antifúngica foi investigada quando os autores Banias et al. 
(1992)  extraíram  o  óleo  essencial de  folhas  e  flores  de Origanum  syriacum  e 
testaram  a atividade antifúngica com três tipos de fungos,  sendo  que esse  óleo 
apresentou forte ação inibitória frente aos três. 
  Conner et al. (2002), em estudos envolvendo 32 óleos essenciais extraídos 
de condimentos, demonstrou que os óleos de pimenta-da-jamaica, canela, cravo, 
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cebola, alho, orégano, segurelha e tomilho foram, em ordem decrescente, os 
maiores inibidores de oito gêneros de levedura. 
  Os  condimentos  da  família  das  Labiadas,  que  contêm  os  compostos 
fenólicos  carvacrol e/ou  timol como  por  exemplo,  o orégano grego  (Origanum 
vulgare Linneus ssp. Viride), orégano turco (Origanum onites), orégano espanhol 
(Coridothymus capitatus) e o orégano  mexicano (Lippia graveolens HBK)  têm 
grande  importância  comercial,  especialmente  na  Europa  e  na  América.  Ravid  e 
Putievsky  (1986)  estudaram  uma  série  dessas  ervas,  entre  elas  Coridothymus 
capitatus Linneus e Origanum vulgare, e encontraram, em uma mesma espécie, 
variedades com alto teor de cavacrol e outras, de timol. Também constataram que 
o conteúdo de fenóis é sempre mais alto durante o estágio de florescência do que 
no período de crescimento. 
Rodrigues (2002) comparou diferentes métodos de extração e a influência 
da estação do ano (colheita da planta) no perfil químico dos extratos das plantas 
de orégano e manjerona. 
  De acordo com Kokkini et al. (1991), a variação geográfica pode influenciar 
nos caracteres morfológicos e  químicos (óleos essenciais)  do  Origanum vulgare 
Linneus, a espécie mais comum do gênero na Grécia. Este estudo levou a sugerir 
a  presença  de  três  subespécies:  vulgare,  hirtum  e  viridulum  que  estão 
relacionadas  com  os  caracteres  morfológicos  diferenciados,  como  por  exemplo, 
glândulas  visíveis  ou  não  nas  folhas,  tamanho  das  brácteas  e  cálice,  cor  das 
brácteas  e  corolas,  etc.  Por  outro  lado  a  composição  química  (qualitativa  e 
quantitativa) do óleo essencial varia muito de uma espécie para outra. 
 
2.4. Extração e Caracterização de Compostos de Matrizes Vegetais 
 
Os  óleos  voláteis  podem  ser  obtidos  através  de  diferentes  processos, 
dependendo  da  localização  no  vegetal,  da  quantidade  e  das  características 
requeridas para o produto final. As técnicas usuais são a prensagem ou expressão 
–  no  caso  de  matérias  primas  ricas  em  óleo  volátil  e  quando  estão  em  tecidos 
periféricos,  como  em  casca  de  citros;  extração  com  solvente  orgânico  ou  com 
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gorduras (“enfleurage” ou enfloração) –  para  matérias-primas delicadas  como 
pétalas de flores; extração com fluido supercrítico (EFS) – no  caso de interesse 
em  determinada  fração  de  óleo,  e  destilação  por  arraste  de  vapor  –  para 
substâncias termoresistentes (Guenther, 1948; Dominguez, 1973). 
Usando  diferentes  técnicas  extrativas  é  possível  obter  uma  grande 
variedade de produtos a partir de plantas medicinais e aromáticas. De acordo com 
Serafini et al. (2001), três processos merecem atenção especial no que se refere à 
obtenção  de óleos  em  níveis laboratoriais:  arraste a  vapor,  hidrodestilação e 
extração  com  fluidos  supercríticos.  Geralmente,  em  indústrias  as  essências  são 
extraídas  por  arraste  a  vapor,  e  em  escala  laboratorial,  por  hidrodestilação  das 
plantas ou parte das plantas (folhas, flores, sementes e raízes). 
Alguns  autores  têm  destacado  estudos  em  relação aos  rearranjos  que 
ocorrem  nos  esqueletos  das  cadeias  carbônicas  que  representam  os 
monoterpenos (Fischer, 1988). 
O método de extração por arraste a vapor é um dos processos mais usados 
no  Brasil  em  nível  industrial.  A  destilação  por  arraste  de  vapor  de  água  se 
caracteriza pela sua extrema simplicidade: o material  a ser extraído, geralmente 
moído  ou triturado,  é  colocado  em  um  recipiente  através  do  qual  se  faz  passar 
uma corrente de vapor de água, com ou sem pressão. Como os óleos essenciais 
têm pressão de vapor mais elevada que a água, acabam sendo arrastados pelo 
vapor de água e a mistura de vapores é conduzida a um condensador, onde os 
compostos são recolhidos em um separador. 
  O  princípio  de  hidrodestilação  consiste  em  submergir  o  material  vegetal 
diretamente na água, onde após a ebulição os compostos voláteis existentes são 
carregados  até  o  condensador,  resfriados  e  separados  na  água.  Em  escala 
laboratorial  este  processo  ocorre  em  aparelho  denominado  Clevenger 
(Mechkovski e Akerele, 1992). 
  Neste  método  pode-se  medir  o  volume  do  óleo  destilado  e  facilmente 
calcular  o  conteúdo,  expresso  em  teor  de  óleo  essencial  (%v/p).  Sua  maior 
importância reside  no  fato de  que  as  informações  de  processo  servem  de base 
para o desenvolvimento do processo industrial de destilação por arraste a vapor. 
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Por  outro  lado,  essa  metodologia  pode  proporcionar  degradação  de  alguns 
compostos presentes no óleo essencial, visto que a matéria prima permanece em 
contato  com  a  água  à  elevada  temperatura  por  longos  períodos  (Serafini  et  al., 
2002). 
  Trabalhos  citados  por  Ondarza  e  Sanchez  (1990),  utilizando  folhas  ou  o 
óleo essencial de orégano, destacam o estudo do processo de extração com CO
2
 
supercrítico,  verificando  a  influência  dos  parâmetros  temperatura  e  pressão.  A 
extração por fracionamento, que usa dois ou mais separadores, permite  obter o 
óleo essencial livre dos resíduos do tecido vegetal, tais como ácidos graxos, 
pigmentos, cumarinas, flavonas e esteróides, entre outros (Köse et al., 2000; 
Kubat et al., 2001). 
Segundo Reverchon e Senatore (1994), o uso dos fluidos supercríticos na 
extração  de  compostos  orgânicos  de  matrizes  complexas  traz  vantagens  sobre 
métodos tradicionais, evitando a degradação térmica que ocorre  na destilação a 
vapor e a poluição causada pelo uso de solventes orgânicos utilizados na extração 
com solventes, as quais, apesar  de serem largamente empregadas, apresentam 
várias desvantagens que podem  influenciar de forma  negativa a  eficiência  da 
extração  e  a  composição  final  do  extrato,  levando  a  perda  ou  degradação  do 
analito. 
  A extração com CO
2
 supercrítico é uma técnica que utiliza o poder solvente 
do dióxido de carbono (CO
2
) em temperatura e pressão nas vizinhanças do ponto 
crítico.  O  CO
2
  é  o  solvente  mais  largamente  empregado  em  processos  de  EFS 
devido ao seu baixo custo, a sua temperatura crítica amena, ligeiramente superior 
a  sua temperatura ambiente (31,1°C), a sua pressão crítica facilmente alcançável 
(72,85 atm), não é inflamável, é inodoro, quimicamente inerte e não causa risco 
ambiental  (Luque  et  al.,  1994;  McHugh  e  Krukonis,  1986;  Hawthone,  1990). 
Conforme  Luque  et  al.  (1994),  a  extração  com  fluido  supercrítico  (EFS)  é  uma 
técnica de extração cujo solvente extrator encontra-se em um estado denominado 
supercrítico.  Neste  estado,  as  substâncias  são  mantidas  acima  da  sua 
temperatura e pressão críticas. 
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  A EFS é uma técnica de interesse analítico, sendo utilizada pela indústria 
de  alimentos,  na  manufatura  de  produtos  descafeinados  (chá,  café), 
desengordurados e desodorizados (óleos vegetais, batatas fritas, salgadinhos, 
etc.), na refinação de óleos vegetais, etc. (Jalsenjak et al., 1987). 
  Esta técnica, também tem sido aplicada na análise de alimentos, conforme 
citam Blanch et al. (1994), principalmente para determinar a composição química 
de diferentes produtos, como a análise de aditivos e contaminantes dos alimentos. 
A EFS tem sido usada mais recentemente  como técnica de extração em Escala 
Analítica, trazendo um incremento para a química analítica, como um método de 
preparação de amostra para cromatografia, tanto para preparação da amostra (off-
line),  como  para  substituir  o  processo  normal  de  injeção  de  amostra  no 
cromatógrafo (on-line ou acoplado). 
Outros métodos podem ser utilizados para a obtenção de óleos, como por 
exemplo, extração com  Soxhlet,  extração  com maceração e  extração com  ultra-
som. 
  Para a avaliação da composição química dos óleos essenciais observa-se 
que os  avanços das técnicas  analíticas instrumentais, aliados à simplicidade, 
rapidez e precisão, tornaram a cromatografia gasosa (CG) uma das técnicas mais 
difundidas para análises químicas, por apresentar  um processo de separação 
eficiente na  elucidação de  uma determinada estrutura, quer seja na indústria ou 
nos laboratórios de pesquisa científica. Vários autores destacam a cromatografia 
gasosa entre as melhores ferramentas analíticas e de extrema utilidade na análise 
de  misturas  complexas  (Jalsenjak  et  al.,  1987;  Kustrak  e  Pepeljnjak,  1989; 
Velickovic  et  al.,  2002;  Radulescu  et  al.,  2004;  Tepe  et  al.,  2004;  Sahin  et  al., 
2004; Bagamboula et al., 2004; Vagi et al., 2005; Nickavar et al., 2005; Avato et 
al., 2005). 
  Esta  metodologia  (CG) tem  sido  aplicada  na  determinação  do  teor  de 
gases, moléculas orgânicas complexas, pesticidas, alguns metais e ânions, é 
extremamente sensível, determina o número de componentes de uma mistura, a 
presença  de  impurezas  em  uma  substância  e,  muitas  vezes,  numa  primeira 
aproximação,  informa  sobre  a  identidade  de  um  composto,  sendo  a  técnica 
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preferida  para  o  estudo  das  composições  dos  óleos  essenciais  (Moyna  et  al., 
2002). 
  O  parâmetro  utilizado  para  a  determinação  de  compostos  é  o  tempo  de 
retenção transcorrido desde a injeção da amostra até o máximo do pico gerado. 
Na  análise  quantitativa, a  área  de  cada  pico  do cromatograma  é  proporcional  à 
concentração  do  componente  na  amostra  e  usada  na  determinação  da 
concentração  de  um  ou  mais  componentes  de  uma  mistura  (Simões  e  Spitzer, 
2000). 
  O sistema de injeção da amostra permite a introdução de amostras líquidas, 
gasosas ou  sólidas no  sistema cromatográfico (CG/DIC),  com volumes  de 0,1  a 
10µL de amostra. No injetor a amostra líquida evapora-se instantaneamente e é 
arrastada em  forma de  vapor até  a coluna. Para  conduzir  a amostra através  da 
coluna até o detector, é necessário que o gás de arraste possua pureza e inércia 
química. A coluna é o coração do sistema cromatográfico, pois é nela que ocorre a 
separação dos  componentes presentes na amostra.  O detector indica e mede a 
quantidade  dos  componentes  individuais  separados  na  coluna  cromatográfca 
(Cienfuegos e Vaitsman, 2000). 
   
2.5. Atividade Antimicrobiana de Óleos Essenciais 
 
Estudos  demonstraram  que  compostos  fenólicos  e  terpenóides  inibem  o 
crescimento de uma grande variedade de microrganismos. Este mesmo potencial 
foi detectado de forma natural em algumas plantas medicinais, ervas e temperos, 
quando  avaliados  seus  óleos  essenciais,  apresentando  entre  outras  funções 
biológicas a atividade antimicrobiana (Kim et al., 1995; Cowan, 1999; Kalemba e 
Kunicka, 2003; Bagamboula et al., 2004). 
  Os  óleos  essenciais  extraídos  de  vegetais  têm  sido  avaliados  como 
inibidores  de  crescimento  de  patógenos  em  alimentos  e  em  humanos  como 
Escherichia  coli,  Staphylococus,  Bacillus,  Streptococus,  Salmonella, 
Mycobacterium, Vibrio vulnificus, dentre outros (Cowan, 1999; Kalemba e Kunicka, 
2003; Bagamboula et al., 2004; Sivropoulou et al., 1996). 
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  Dentre  as  plantas  aromáticas  com  atividade  antimicrobiana  destacam-se 
aquelas  da  família  Lamiaceae,  como  Origanum  vulgare  (orégano),  Thymus 
vulgaris  (tomilho), Rosmarimus  officinalis  (alecrim),  Mentha  piperita  (menta) e 
Salvia  officinalis  (sálvia),  entre  outras.  Espécies  do  gênero  Salvia  são 
extensivamente usadas pela medicina popular, e muitas pesquisas farmacológicas 
têm  pretendido  identificar  compostos biologicamente  ativos  responsáveis  pelos 
seus efeitos terapêuticos (Marino et al., 2001; Radulescu et al., 2004). 
Segundo Lambert et al. (2001) e Altman (1989), na composição dos óleos 
essenciais há  compostos que apresentam maior atividade antimicrobiana, sendo 
que  a  mistura  de  dois  ou  mais  compostos  em  quantidades  adequadas,  podem 
apresentar  atividade  antimicrobina  sobre  as  bactérias  mais  resistentes.  Além 
disso, o sinergismo entre compostos do óleo deve ser levado em conta (Kustrak e 
Pepeljnjak, 1989; Savelev et al., 2003; Delamare et al., 2005). 
Embora haja  exceções  na literatura, em  geral as  bactérias gram-positivas 
são  mais  susceptíveis  do  que  as  bactérias  gram-negativas  aos  compostos 
lipofílicos dos óleos essenciais. Uma possível explicação para esta atividade pode 
estar relacionada à  dificuldade  dos óleos essenciais em  difundir  a membrana 
externa,  pois  existe  uma  barreira  hidrofílica  que  impede  a  passagem  de 
macromoléculas  e  combinações  hidrofóbicas,  embora  não  seja  totalmente 
impermeável.  Devido  a  isso,  as  bactérias  gram-negativas  são  relativamente 
resistentes  a  combinações  de  antibióticos  hidrofóbicos  e  drogas  tóxicas.  Da 
mesma  forma,  observa-se  que  os  fungos são  mais  susceptíveis  aos  compostos 
lipofílicos  dos  óleos  essenciais  do  que  as  bactérias  (Helander  et  al.,  1998; 
Kalemba e Kunicka, 2003; Bagamboula et al., 2004). 
Nas  bactérias  gram-positivas,  aproximadamente  90%  da  parede  é 
constituída  por  compostos  de  peptidioglicano.  Além  desta  macromolécula, 
encontram-se  proteínas  e  ácidos  teicóicos  que  podem  representar  até  50%  da 
massa seca da parede. O termo ácido teicóico inclui todos os polímeros formados 
por  resíduos  de glicerol  ou  ribitol unidos  por  ligações  fosfodiéster,  sejam  eles 
encontrados  na  parede,  sejam  encontrados  na  membrana  plasmática  da  célula. 
Todavia, os ácidos teicóicos têm sido divididos em dois tipos: ácidos teicóicos de 
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parede  ligados ao  peptidioglicano e  ácidos  lipoteicóicos  (LTA) que,  apesar de 
serem  encontrados ao  longo da  parede,  encontram-se intimamente ligados à 
fração lipídica da membrana plasmática (Trabulsi e Alterthum, 2004). 
Segundo Tortora et al. (2000), na  maioria das bactérias  gram-positivas,  a 
parede  celular consiste  de  muitas camadas de peptidioglicano, formando  uma 
estrutura espessa e rígida (em contraste, as paredes celulares de gram-negativas 
contêm  somente  uma  camada  fina  de  peptidioglicano).  Esta  é  uma  das  razões 
pela qual  as bactérias gram-positivas são mais sensíveis à penicilina  do que  as 
bactérias gram-negativas. 
Embora  o  mecanismo  de  ação  dos  óleos  essenciais  não  seja  totalmente 
conhecido,  sua  atividade  biológica  é  avaliada  de  diferentes  formas,  na  ativação 
e/ou  inativação  de  compostos,  que  ao  romper  ou  desestruturar  as  membranas 
celulares,  por  ação sobre  os  compostos  lipofílicos, causam  perdas  de  várias 
enzimas  e  nutrientes  e  perda  do  controle  quimiostático.  Em  alimentos  os 
componentes hidrofóbicos do óleo essencial podem impedir o contato de regiões 
do  alimento  com  as  células  bacteriológicas  hidrofílicas  em  crescimento  e  ainda 
interferir no sistema respiratório bacteriano  (Kim et  al., 1995; Svoboda e Deans, 
1995; Baratta et al., 1998a; Baratta et al., 1998b; Cowan, 1999; Cox et al., 2000; 
Kalemba e Kunicka, 2003; Bagamboula et al., 2004; Sivropoulou, 1996). 
 
2.5.1. Antibiograma em Meio Sólido   
   
A  susceptibilidade  dos  microrganismos  a  determinado  óleo  essencial 
depende  das propriedades deste  óleo,  como  sua  composição  química e  suas 
concentrações,  bem  como  dos  microrganismos  utilizados  (Kalemba  e  Kunicka, 
2003). 
Para  a  avaliação  da  atividade  antimicrobiana  de  óleos  essenciais, 
geralmente  são  utilizadas  duas  metodologias:  método  de  difusão  em  placas 
(utilizando discos de papel) e de microdiluição em caldo (utilizando microplacas) 
(NCCLS, 1997; Devienne e Raddi, 2002; Kalemba e Kunicka, 2003). 
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  O método de difusão em placas fornece informações sobre a sensibilidade 
ou  resistência  de  um  microrganismo  a  um  determinado  agente  antimicrobiano. 
Para o teste, um disco de papel filtro é impregnado com o agente antimicrobiano 
(óleo  essencial) em  concentrações  apropriadas e  aplicados sobre o  meio  de 
cultura recém semeado com  a  bactéria a  ser testada.  O agente difunde-se  pelo 
meio, formando um gradiente decrescente de concentração a partir do disco. Se a 
bactéria for sensível ao agente, seu crescimento será inibido, formando um halo 
de  inibição  em  torno  do  disco,  caso  contrário,  a  bactéria  crescerá  normalmente 
(Barbosa e Torres, 1998; Black, 2002). 
  O  diâmetro  da  zona  de  inibição  de  crescimento  bacteriano  dependerá  da 
habilidade  da  substância  em  teste  de  se  difundir  uniformemente  pelo  meio  de 
cultura. A maioria dos óleos essenciais e suas combinações ativas são altamente 
voláteis e de baixa solubilidade em fase aquosa, fato que limita a utilização desta 
técnica (Bagamboula et al., 2004). 
  Este método é reconhecido e satisfatório para determinar a sensibilidade de 
muitos  microrganismos  a  determinados  fármacos  e  suficientes  quando  o 
mecanismo  de  resistência  decorre  da  degradação  enzimática  do  agente 
antimicrobiano  pelo  organismo,  embora  forneça  resultados  semi-quantitativos,  e 
de acordo com alguns autores, qualitativos e nem sempre reprodutíveis (Katzung, 
2003; Kalemba e Kunicka, 2003). 
  Assim  sendo, este  método deve ser  utilizado  com cautela, previamente  a 
outros  mais  precisos.  Apesar  das  suas  limitações,  é  a  técnica  mais  empregada 
para  a  avaliação  de  atividade  antibacteriana  e  antifúngica  de  óleos  essenciais, 
dado que é de fácil execução e requer pequenas quantias da amostra (Janssen et 
al., 1987; Kalemba e Kunicka, 2003). 
 
2.5.2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
   
A  concentração  inibitória  mínima  (CIM)  é  definida  como  a  menor 
concentração de óleo essencial em caldo que resulta na falta de crescimento de 
microrganismos visíveis (Tortora et al., 2000). 
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   Métodos  de  diluição  oferecem  resultados  quantitativos,  podendo-se 
determinar as concentrações inibitórias mínimas (CIM), ainda que dependentes de 
muitos  fatores  como  temperatura,  dispersão  em  meios  aquosos,  tempo  de 
incubação e a quantidade do inóculo utilizado no teste (Bagamboula et al., 2004). 
  Após  a  inoculação  de  concentrações  iguais  de  bactérias  e  incubação  em 
tempo e temperatura adequados, a menor concentração, que inibir o crescimento 
bacteriano corresponde à CIM. As medidas de densidade óptica ou absorbância 
são  feitas  em  espectrofotômetros.  Este método  é  considerado eficiente  sendo 
bastante  utilizado  devido  a  sua  rapidez  e  facilidade  de  execução,  porém,  mede 
células vivas  e mortas,  sofrendo  interferências  de substâncias  presentes que 
absorvam luz (Barbosa e Torres, 1998; Black, 2002; Kalemba e Kunicka, 2003). 
  A concentração inibitória mínima pode ser determinada através de métodos 
de  contagem  diretos,  tais  como,  microscopia  e  câmaras  eletrônicas  ou  por 
métodos  de contagem  indiretos  como  plaqueamento e  contagem  de unidades 
formadoras de colônias (UFC) e também em princípios baseados  na turbidez 
óptica, pelas medidas de absorbância em meio líquido adequado ao crescimento 
do  microrganismo  selecionado,  juntamente  com  o  agente  antimicrobiano  em 
concentrações diferentes. Pesquisadores que utilizam o método de diluição estão 
normalmente interessados na determinação da CIM e somente em alguns casos 
utilizam  CLM  (concentração  letal  mínima)  (Pelczar  et  al.,  1996;  Kalemba  e 
Kunicka, 2003). 
  Segundo  Barbosa  e  Torres  (1998),  a  determinação  da  concentração 
inibitória mínima é um teste  adequado para  conhecer a concentração de um 
antimicrobiano  capaz  de  inibir  o  crescimento  de  um  dado  microrganismo.  Esta 
concentração  é  um  parâmetro  orientador  da  conduta  terapêutica,  especialmente 
nos  casos  de  pacientes  imunodeprimidos.  Também  é  útil  em  levantamentos 
epidemiológicos de resistência e para a avaliação de novos antimicrobianos. 
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2.6. Aplicação de Óleos Essenciais em Alimentos 
 
De acordo com Ismaiel e Pierson (1990), o interesse renovado no uso de 
especiarias como agentes antimicrobianos é atribuído basicamente a duas razões: 
a  primeira  é  devido  à  segurança  dos  aditivos  químicos,  que  é  constantemente 
questionada, havendo uma tendência ao uso de substâncias naturais obtidas de 
plantas; a segunda é cogitação na redução do sal ou do açúcar em alimentos por 
razões diabéticas, procurando aumentar o uso de outros condimentos.  
Os condimentos  usados (compostos  por óleos essenciais), principalmente 
para  tornar  os  alimentos  mais  agradáveis  ao  paladar,  apresentam  ação 
conservadora  por inibirem  ou retardarem  a  atividade microbiana, bem como por 
retardarem a autoxidação  de gorduras. Estima-se que  pelo menos a metade do 
total de condimentos utilizados  pela  indústria nos  Estados Unidos  se dá pela 
indústria de produtos cárneos (Sharma et al., 1981; Oliveira, 1991). 
Kokkini (1993) relata que óleo essencial da manjerona espanhola é rico em 
1,8-cineol e é empregado como agente flavorizante de alimentos, mas em menor 
escala  que  o  da  manjerona  doce.  As  folhas  secas  dessa  manjerona  doce  são 
largamente usadas como agente flavorizante em sopas, queijos, pratos prontos de 
legumes e ovos, temperos para saladas, cozidos, salsicha polonesa, entre outros. 
Carmo  (1999),  ao  testar  os  efeitos  dos  condimentos  alho,  cravo,  noz-
moscada e pimenta-branca sobre Listeria monocytogenes e seis culturas starters 
em embutidos cárneos, observou que o patógeno apresentou-se mais sensível ao 
cravo e à noz-moscada. As concentrações de 0,1% e 0,2% de cravo foram mais 
efetivas  na  inibição de Listeria, quando  associadas  aos  ingredientes  geralmente 
usados na formulação de salame tipo italiano. 
   
2.7. Considerações a Respeito do Estado da Arte 
 
Os óleos  essenciais  são  estudados  há muitos  anos, tendo em  vista a 
bibliografia  consultada,  percebendo-se  que  é  fundamental,  antes  de  realizar 
estudos sobre um determinado óleo, avaliar o seu perfil químico, pois a utilização 
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de uma mesma planta não significa que ela tenha as mesmas propriedades, ou 
seja, pode apresentar perfis químicos distintos. 
Muitos  são  os  trabalhos  já  realizados  visando  avaliar  a  atividade 
antimicrobiana  dos  óleos  essenciais  in  vitro,  porém,  testes  realizados  em 
alimentos são pouco comuns na  literatura atual, motivo pelo qual o presente 
trabalho vem contribuir nessa linha de pesquisa. 
Através do estado da  arte percebe-se que a indústria e  o consumidor 
tendem  a  direcionar  a  produção  e  o  consumo  de  produtos  alimentícios 
industrializados  com  produtos  naturais,  porém  são  poucos  os  trabalhos  que 
relatam a introdução destes compostos na formulação  do produto  alimentício. 
Neste  contexto,  este  trabalho  se  torna  muito  relevante  buscando  contribuir  com 
resultados direcionados nessa linha de pesquisa. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Materiais 
 
  Para  a  realização  deste  trabalho  foram  utilizadas  amostras  foliares  de 
Origanum  vulgare  procedentes  do  Chile  e  amostras  foliares  de  Origanum 
manjorana  procedentes  do  Egito,  às  quais  foram  adquiridas  da  empresa 
TecPharma  Importação  de  Produtos  Químicos  e  Farmacêuticos  LTDA.  Para  as 
extrações  em  fluido  supercrítico  (EFS)  foram  utilizados  CO
2
  Ultra-Puro  99,99% 
(White Martins). Para caracterização química dos óleos e extratos foram utilizados 
padrões  cromatográficos  como  timol,  sabineno  hidratado,  α-terpineno  e  γ-
terpineno  da  marca  Fluka  e  os  padrões  α-terpineol,  canfeno,  4-carvomentenol, 
limoneno, α-pineno, carvacrol, β-pineno, myrceno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, 
terpinoleno e linalol da marca Sigma-Aldrich. Nas análises microbiológicas foram 
utilizados:  Agar  Muller-Hinton,  Triptona,  Cloreto  de  Sódio,  Caseína,  Peptona, 
Caldo  Lauril  Sulfato  de  Sódio  e  Caldo  EC,  todos  da  marca  Merck.  Para  a 
formulação  da  lingüiça toscana  foram  utilizados carne  suína  (paleta,  pernil  e 
papada) e condimentos de acordo com as normas da legislação vigente. 
 
3.1.1. Condições de Armazenagem 
 
  As  amostras  foliares  de  orégano  e manjerona  foram armazenadas  em 
embalagens  metálicas  flexíveis  a  vácuo  em  lotes  contendo  200  g  de  amostra. 
Antes de embalar as amostras, foi realizado o teste de umidade relativa através do 
determinador automático  de  umidade  marca  Marte  modelo ID 200.  As  amostras 
foram  embaladas  com  umidade  média  relativa  de  6,8%,  sendo  posteriormente 
armazenadas sob refrigeração até o momento da realização das extrações. 
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3.2. Extração por Hidrodestilação  
 
3.2.1. Aparato Experimental 
 
  Para  a extração  dos  óleos  essenciais por hidrodestilação foram  utilizados 
aparelhos  tipo  Clevenger  conforme  modelo  citado  na  Farmacopéia  Brasileira 
(1999),  os  quais  foram  interligados  em  série  conforme  mostra  a  Figura  3.1.  O 
aparato  era  composto  por  cinco  mantas  aquecedoras  com  controlador  de 
temperatura, cinco balões de fundo redondo com capacidade de 5000 mL, cinco 
extratores  Clevenger  e  um  banho  termostático  Marca  Nova  Ética  Mod.  321/3D 
para refrigeração nos condensadores. 
 
Figura  3.1.  -  Aparato  utilizado  para  extração  de  óleos  essenciais  por 
hidrodestilação. 
 
3.2.2. Procedimento Experimental 
   
  Para  a  obtenção  dos  óleos  essenciais  das  plantas  estudadas,  foram 
utilizadas 400 g de amostra para cada balão de extração juntamente com 2500 mL 
de água destilada, os quais foram submetidos a uma temperatura de extração de 
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aproximadamente 100°C  durante um período de  90 minutos após  o início da 
ebulição, sendo a temperatura de refrigeração dos condensadores programada a 
4°C. Para a determinação do rendimento foram utilizadas 100 g das amostras nas 
mesmas condições. 
  Após a construção da curva cinética de extração (triplicata), foi determinado 
o rendimento e o tempo necessário para a obtenção da metade do volume total de 
extração,  separando  assim  a  Fração  1  com  tempo  de  extração  de  8,5  minutos 
para a manjerona e  7,8 minutos para o orégano, a  Fração  2 com o  restante do 
tempo correspondente e a extração Total com os 90 minutos de extração, as quais 
posteriormente  foram  analisadas  separadamente.  As  amostras  foram  coletadas 
em frascos âmbar sendo concentradas em N
2
 (ultra puro, 99,99%, White Martins) 
e  armazenadas  em  temperatura  de  -4°C,  sendo  posteriormente  analisadas  por 
cromatografia gasosa (CG/FID).  
 
3.3. Extração com Fluido Supercrítico 
 
3.3.1. Aparato Experimental 
 
A Figura 3.2 mostra um sistema de extração com CO
2
 supercrítico, formado 
basicamente de cinco componentes: reservatório de CO
2
, bomba de alta pressão, 
cela de extração, restritor de pressão e coletor, além dos sistemas controladores 
de temperatura e pressão. 
 
Figura 3.2.  -  Esquema  de funcionamento  do sistema de  extração com fluido 
supercrítico (EFS). 
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As extrações foram realizadas em uma unidade laboratorial, composta por 
um cilindro de CO
2
 (99,99% UP – White Martins), dois banhos termostáticos (Nova 
Ética), uma bomba de alta pressão (ISCO 260D), um reator em ácido inoxidável 
(250mL), um transdutor (SMAR, LD301), equipado com um sistema para aquisição 
de dados (SMAR, HT 201) com uma precisão de ±0,31 bar. 
Neste sistema de extração, o CO
2
 do cilindro é transportado à bomba, onde 
é  comprimido  à  pressão  desejada.  Na  cela  extratora  o  fluido  é  aquecido  à 
temperatura  pré-estabelecida  e  um  sistema  de  válvulas  permite  a  extração  no 
modo estático e/ou dinâmico. 
  No modo estático, uma quantidade fixa do fluido é usada para interagir com 
o soluto/matriz, mantendo a amostra sob pressão constante, a uma temperatura e 
tempo  determinados.  No  modo  dinâmico,  o  fluido  supercrítico  passa 
continuamente  através  da  matriz,  que  é  mantida  à  temperatura  e  pressão 
constantes, a uma velocidade (fluxo) previamente selecionada. 
  Dessa maneira,  a passagem do  fluido  pela amostra,  dissolve  e arrasta 
alguns  de seus componentes, que são então  direcionados  para  o  restritor  onde 
ocorre a expansão (Luque et al., 1994; Araújo e Krukonis, 1986). 
 
3.3.2. Procedimento Experimental 
 
As  condições  de  extração  foram  estabelecidas  de  acordo  com  o  estudo 
realizado por Rodrigues et al. (2004), onde se determinou a temperatura de 40°C 
e  a  pressão  de  200  atm  como  a  melhor  condição  de  extração  para  se  obter  o 
maior rendimento em extrato. 
As  amostras  foram  colocadas  no  extrator  (100g)  e  em  seguida  fez-se 
passar  o  CO
2
,  deixando  em  contato  com  a  amostra  por  60  minutos  para  que 
houvesse estabilização do sistema.  Após, a válvula micrométrica  era aberta e o 
extrato  era  coletado,  acompanhando  o  fluxo  de  CO
2
  através  do  registrador  da 
bomba  de  alta  pressão.  O  extrato  coletado  era  pesado  em  intervalos  de  tempo 
definidos  (20min),  um  outro  tubo  conectado  ao  equipamento  e  a  extração 
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continuava até que não mais se obtivesse quantidade significativa do extrato ou, 
em alguns casos, quando não excedia um tempo pré-determinado. 
O extrato resultante foi separado  em  duas  frações (F1 e  F2), sendo a 
Fração  1  determinada  pelo  tempo  necessário  para  coletar  a  metade  do  volume 
total  de  extrato  extraído  (42min)  e  a  Fração  2  com  um  tempo  de  extração  de 
aproximadamente 138 minutos. O tempo total de extração em cada experimento 
foi  de  aproximadamente  180  minutos,  isotermicamente,  à  pressão  constante 
caracterizando o modo dinâmico. Cada experimento consumiu em média 8 horas, 
incluindo pesagem da amostra, carga do extrator, estabilização da temperatura do 
extrator e dos banhos, extração, despressurização e descarga do extrator. 
   
3.4. Caracterização Química 
 
Os  extratos  obtidos  na  extração  com  CO
2
  a  alta  pressão  e  os  óleos 
essenciais obtidos por hidrodestilação das amostras de manjerona e de orégano, 
foram analisadas por Cromatografia Gasosa, sendo analisadas as frações 1 e 2 e 
também  posteriormente a  extração total,  onde  estas foram  comparadas entre si 
para  analisar  diferenças  na  sua  composição.  A  identificação  e  quantificação  de 
alguns compostos (majoritários) foram feitas com base na injeção de padrões e da 
bifenila como padrão interno comparando o tempo de retenção dos padrões com 
os compostos das amostras. Foram preparadas soluções de cada extrato a 5000 
µg.mL
-1
 em diclorometano, sendo injetado 1 µL de cada solução. 
Para a realização das análises cromatográficas dos extratos supercríticos e 
dos  óleos  essenciais  obtidos  por  hidrodestilação, utilizou-se  um  cromatógrafo 
gasoso  com detector  de  ionização  com  chama (GC/FID),  modelo  Shimadzu  GC 
17A,  com  modo  de  injeção  split  1:50,  temperatura  do  injetor  e  do  detector  de 
280°C e da coluna de 40°C, com a seguinte programação de temperatura: 40°C 
(0min) – 2°C min-1 – 100°C – 3°C min-1 – 145°C – 5°C min-1 – 280°C (10min). 
Estas  amostras  foram  enviadas  para  análise  no  Instituto  de  Química  da 
Universidade Federal de Pelotas. 
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3.5. Atividade Antimicrobiana 
 
  Para  a  realização  dos  testes  antimicrobianos,  foram  utilizadas  duas 
metodologias: difusão em placas e concentração inibitória mínima (CIM). 
 
3.5.1. Difusão em Placas 
 
Com  o objetivo de selecionar 10  microrganismos  para a  determinação da 
Concentração Inibitória Mínima dos óleos essenciais e dos extratos de orégano e 
manjerona, foram avaliados 20 microrganismos, passíveis de serem encontrados 
em produtos cárneos, da coleção do Laboratório de Microbiologia da Universidade 
Regional Integrada - URI - Campus de Erechim, através do antibiograma em meio 
sólido.  Os  microrganismos  testados  foram:  Acinetobacter  sp,  Aeromonas  sp, 
Bacillus  subtilis,  Citrobacter  freundii,  Enterococcus  faecalis,  Escherichia  coli, 
Klebsiella pneumonae, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, 
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Salmonella choleraesius, Sarcina sp, 
Serratia  sp,  Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus  epidermidis,  Streptococcus 
mutans, Xanthomonas campestris e Yersinia enterocolitica. 
A seleção foi realizada a partir da análise de difusão em placas onde foram 
utilizados  discos  de  papel  Watmann  número  3  com  7  mm  de  diâmetro  sobre  o 
meio de cultura Agar Muller-Hinton (Merck). Para cada microrganismo foi testado 
uma massa correspondente a 5 µL dos óleos e dos extratos em cada disco, sendo 
que em cada placa de Petri foram utilizados dois discos. O teste foi realizado em 
duplicata sendo que o critério de seleção foi o diâmetro dos halos de inibição de 
crescimento  e  sua  importância  como  agente  patógeno  e  contaminante  de 
alimentos. 
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3.5.2. Concentração Inibitória Mínima 
 
  Para  determinar  a  Concentração  Inibitória  Mínima  (CIM) foi  utilizado  o 
método indireto de crescimento bacteriano através da densidade óptica em meio 
de cultura líquido. 
  Após  a  análise  e  seleção  dos  microrganismos  a  partir  dos  resultados 
obtidos das análises do Antibiograma em Meio Sólido, tendo como critério a 
melhor atividade antibiograma (diâmetro do halo) dos óleos avaliados e a relação 
dos  microrganismos  com  produtos  cárneos,  as  10  bactérias  selecionadas, 
Aeromonas sp, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumonae,  Salmonella  choleraensius,  Serratia  sp,  Shigella  flexneri, 
Staphylococcus aureus e  Streptococcus mutans foram cultivadas em  meio de 
cultura caldo Lúria Bentani - (LB) à temperatura de 37°C durante 24 horas. 
Após o crescimento prévio das culturas, inoculou-se em tubos de ependorff 
10  µL  de  pré-inóculo  (10
8
  UFC.mL
-1
)  em  caldo  LB  contendo  diferentes 
concentrações de  óleos essenciais,  utilizando juntamente com o  meio de cultivo 
(Caldo  LB)  o  volume  correspondente  a  1%  de  Dimetilsulfóxido  (DMSO)  com  o 
objetivo de facilitar a homogeneização do óleo essencial no meio líquido (Maloz, 
2005). Posteriormente ao processo de inoculação foram incubados sob agitação 
eletromagnética, por um período de 24 horas à temperatura de 32°C.  
Antes e após o período de incubação, 0 e 24 horas respectivamente, foram 
transferidas alíquotas de 100 µL da cultura bacteriana para microplacas de fundo 
chato, realizando-se três repetições de leitura para cada concentração dos óleos 
estudados. Com o objetivo de avaliar o crescimento bacteriano (densidade ótica) 
para determinar a CIM do óleo essencial sobre determinada bactéria, submeteu-se 
à leitura da microplaca através do leitor automático de microplacas (Marca Bio-Tec 
Instruments  Inc.,  modelo  EL800),  acoplado  em  computador  com  programa 
KcJunior,  com  comprimento  de  onda  pré-selecionado  de  490nm.  As 
concentrações de óleo essencial testados no experimento para os dois óleos e os 
dez  microrganismos  selecionados  foram  de  0;  0,005;  0,0075;  0,01;  0,025;  0,05; 
0,065; 0,075; 0,085; 0,1; 0,25; 0,5%,  sendo que estas correspondem à 0; 0,046; 
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0,069;  0,092;  0,23;  0,46;  0,598;  0,690;  0,782;  0,92;  2,3  e  4,6  mg.mL
-1
, 
respectivamente.  A  densidade  ótica  foi  determinada  pela  diferença  entre  as 
leituras realizadas em 24 horas pela leitura realizada em 0 horas. 
 
3.6.  Avaliação  da  Atividade  Antimicrobiana  e  Antioxidante  em  Lingüiça 
Toscana 
   
  Para a  avaliação  da atividade antimicrobiana foram produzidos  para cada 
óleo essencial (manjerona e orégano), lotes de lingüiça toscana com a presença 
de  diferentes  concentrações  dos  óleos  essenciais,  sendo  analisado  e 
acompanhado  o  desenvolvimento  de  bactérias  aeróbias  heterotróficas.  Além  da 
análise  desses  microrganismos  também  foram  produzidos  lotes  com  inoculação 
da bactéria Escherichia coli com diferentes concentrações dos óleos essenciais na 
sua  formulação,  objetivando  o  acompanhamento  do  desenvolvimento  deste 
microrganismo. 
As amostras para a realização das análises de oxidação foram as mesmas 
utilizadas  para  determinar o  número  de  bactérias  aeróbias heterotróficas, sendo 
que  as  análises  foram  realizadas  no  início  e  no  final  do  período  de  tempo 
estudado. 
 
3.6.1. Modo de Preparo das Amostras 
 
  Para analisar a atividade antimicrobiana dos óleos em alimentos foram 
produzidos  lotes  de  lingüiça  toscana,  de  acordo  com  a  legislação  vigente 
(ANVISA), com três concentrações diferentes dos óleos essenciais de orégano e 
manjerona. Para cada óleo essencial foram produzidos 3 lotes, um formulado com 
a maior CIM determinada sobre todas as bactérias estudadas, outro com 2 vezes 
e meia esta CIM determinada e um com 5 vezes a CIM. Além desses lotes com os 
óleos essenciais, foi produzido um lote sem a presença de óleo como referência, 
totalizando sete lotes produzidos, conforme mostra a Tabela 3.1. 
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Para inserir o óleo essencial na formulação da lingüiça toscana foi utilizado 
como veículo o Cloreto de Sódio (NaCl) desidratado. Nesta primeira produção de 
lotes  foram  analisados  o  crescimento  de  bactérias  aeróbias  heterotróficas. 
Também foram produzidos o mesmo número de lotes com a inoculação prévia de 
1x10
3
  NMP/g  de  Escherichia  coli,  porém  com  concentrações  dos  óleos 
correspondentes à metade da maior  CIM encontrada  sobre as  bactérias,  com o 
valor  da  maior  concentração  da  CIM  e  com  duas vezes  e  meia  a  maior  CIM 
encontrada, com  o objetivo de acompanhar o desenvolvimento desta bactéria 
(Tabela 3.1). 
 
Tabela 3.1. - Concentração de óleo  utilizada para a contagem total de bactérias 
aeróbias heterotróficas e de Escherichia coli em lingüiça toscana. 
  Concentração de óleo 
Lotes
 

Bactérias Aeróbias Heterotróficas  Escherichia coli 
1 
Sem óleo  Sem óleo 
2 
Maior CIM de orégano 
(0,69 mg g
-1
) 
Metade da maior CIM de orégano 
(0,345 mg g
-1
) 
3 
 
2,5 vezes a maior CIM de orégano 
(1,7 mg g
-1
) 
Maior CIM de orégano 
(0,69 mg g
-1
) 
4 
5 vezes a maior CIM de orégano 
(3,45 mg g
-1
) 
2,5 vezes a maior CIM de orégano 
(1,7 mg g
-1
) 
5 
Maior CIM de manjerona 
(2,3 mg g
-1
) 
Metade da maior CIM de manjerona 
(1,15 mg g
-1
) 
6 
2,5 vezes a maior CIM de manjerona 
(5,75 mg g
-1
) 
Maior CIM de manjerona 
(2,3 mg g
-1
) 
7 
5 vezes a maior CIM de manjerona 
(11,5 mg g
-1
) 
2,5 vezes a maior CIM de manjerona 
(5,75 mg g
-1
) 
 
  Os lotes, após serem produzidos, foram armazenados em embalagens em 
ambiente com temperatura de aproximadamente 4°C até o momento da realização 
das análises. 
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3.6.2. Análise de Bactérias Aeróbias Heterotróficas e Escherichia coli 
   
Para  avaliar  a  atividade  antimicrobiana  dos  óleos  essenciais  no  produto 
alimentício, foram realizadas análises de bactérias aeróbias heterotróficas através 
do método de plaqueamento em profundidade, conforme a técnica citada por Silva 
et al. (1997). Estas análises foram realizadas no intervalo de 0, 10, 20, 25, 30 e 35 
dias.   
Para  avaliar  a  ação  antimicrobiana  dos  óleos  essenciais  no  produto 
alimentício sobre a bactéria Escherichia coli foram realizadas análises através do 
método do Número Mais Provável (NMP), conforme o método citado por Silva et 
al. (1997). As análises foram realizadas em intervalo de tempo de 0, 10, 15, 20 e 
30 dias. 
 
3.6.3. Análise da Atividade Antioxidante 
 
  A  técnica  utilizada  para  determinar  a  atividade  antioxidante  dos  óleos 
essenciais foi através do método do Índice de TBA (Ácido Tiobarbitúrico) descrito 
por Araújo  (1999),  o qual cita  que  é o  método  preferido  para se detectar a 
oxidação de lipídios em sistemas biológicos. Este índice é expresso em termos de 
miligramas  de  malonaldeído  por  quilo  de  amostra  (número  de  TBA  ou  valor  de 
TBA). 
  Foram realizadas duas análises  para cada lote de  lingüiça toscana no 
intervalo  de  tempo  de  trinta  e  cinco  dias,  objetivando  assim  acompanhar  o 
processo  de  oxidação  nas  diversas  concentrações  dos  óleos.  As  amostras 
utilizadas foram as mesmas utilizadas nas análises microbiológicas realizadas 
para a contagem de bactérias aeróbias heterotróficas. 
 
3.6.4. Avaliação Sensorial 
   
A  equipe  que participou  das  avaliações  sensoriais  foi  constituída  de  12 
julgadores pré-selecionados (consumidores) em função do hábito de consumo de 
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produtos derivados de carne suína, de ambos os sexos, com idade variando de 20 
a 40 anos.  As características sensoriais (sabor global) da lingüiça toscana com 
adição  de  diferentes  concentrações  do  óleo  essencial  de  orégano  e  manjerona 
foram avaliadas  pelo Método  de diferença  de  controle, constituídas de escala 
estruturada  de  09  pontos  (01-  extremamente  pior  que  o  padrão;  05  –  Igual  ao 
padrão e 09 – extremamente melhor que o padrão, sendo o padrão a amostra de 
lingüiça  toscana  sem  adição  de  óleo  essencial),  conforme  metodologia  descrita 
por Faria e Yotsuyanagi (2002). 
  Para  avaliação  sensorial,  os  julgadores  receberam  as  amostras  em 
recipientes de porcelana codificados com números  aleatórios de 02 dígitos e 
distribuição  balanceada,  na  quantidade  de  aproximadamente  5 gramas, 
juntamente com a ficha de avaliação e em cabines individuais com auxílio de luzes 
coloridas. 
Os  resultados  foram  avaliados  estatisticamente,  mediante  análise  de 
variância  (ANOVA)  e  teste  de  Dunnett,  para  comparação  entre  as  médias  com 
nível de 5% de significância. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Extração e Análise dos Óleos Essenciais Obtidos por Hidrodestilação 
   
Os valores médios dos rendimentos em base seca obtidos na extração por 
Hidrodestilação (Clevenger) dos óleos essenciais de manjerona e orégano foi de 
1,20% ±0,18% e 1,33% ±0,16%, respectivamente, conforme mostram as Figuras 
4.1 e 4.2, valores estes similares aos encontrados por Quer (1988) e Von Hertwig 
(1986). 
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Figura 4.1. - Curva de extração do óleo essencial de Origanum manjorana obtido 
pelo método de Hidrodestilação. 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
1,8
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
t(min)
V (mL)
 
Figura 4.2. - Curva de extração do óleo essencial de Origanum vulgare obtido pelo 
método de Hidrodestilação. 
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  Os volumes extraídos dos óleos essenciais estabilizaram a partir do tempo 
de 60 minutos de extração para ambos os óleos. Foram também determinadas as 
densidades  dos  óleos  extraídos  por  hidrodestilação,  através  da  relação  de  sua 
massa pelo volume (gravimetria). A densidade média determinada para os óleos 
essenciais de orégano e manjerona foi de 0,92 g.mL
-1
. 
Os óleos essenciais obtidos através da extração realizada pelo método de 
hidrodestilação  foram  analisados  por  CG/FID.  A  Figura  4.3  apresenta  os 
cromatogramas obtidos das amostras do óleo de manjerona nas frações 1 (F1) e 2 
(F2), juntamente com a amostra total. Através da comparação dos cromatogramas 
e dos valores das concentrações dos compostos representados nas Tabelas 4.1 e 
4.2,  é  possível  verificar  que  não  há  grande  variação  no  perfil  químico  entre  os 
compostos das amostras (F1, F2 e Total) analisadas do mesmo óleo. 
  Pode-se  observar  pelos  cromatogramas  do  óleo  essencial  de  manjerona 
(Figura 4.3) que o terpineol-4 (pico 21) é  o componente majoritário presente  em 
todas as  amostras com concentração de 30,41% na amostra Total, confirmando 
os resultados obtidos por Rodrigues (2002). 
  Além  do  terpineol-4  pode-se  considerar  os  compostos  γ-terpineol,  α-
terpineno, sabineno, cis-sabineno-hidratado e o α-terpineol como majoritários, pois 
foram encontradas concentrações acima de 4,45% na amostra Total. 
Reverchon et al. (1992) destacaram a influência do método de secagem no 
flavor  do  óleo  essencial.  Para  os  autores,  secando  as  amostras,  tanto  em 
temperatura controlada  como  em ar  quente,  provoca-se a  decomposição dos 
compostos responsáveis pelo flavor, isto é, cis-sabineno hidratado e o seu acetato 
se transformariam em terpineol-4 e α-terpineol. 
Alguns autores também têm destacado estudos em relação aos rearranjos 
que  ocorrem  nos  esqueletos  das  cadeias  carbônicas  que  representam  os 
monoterpenos (Fischer, 1988). 
Segundo Sarer et al. (1982), uma amostra comercial pode conter uma 
mistura de várias espécies de manjerona e não somente de Origanum majorana, o 
que pode explicar diferenças de análise de uma mesma amostra. 
 
 
 




[image: alt]Capítulo 4 - Resultados e Discussão  49
 

 
Figura 4.3. - Cromatogramas das frações F1, F2 e Amostra Total do óleo essencial 
de manjerona. Identificação dos picos apresentadas na Tabela 4.1. 
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Tabela 4.1. - Concentrações (%) dos compostos encontrados nas amostras Total, 
F1 e F2 do óleo essencial de manjerona obtidas por hidrodestilação. 
Pico
 

Compostos  F1 (%)  F2 (%)  Total (%) 
1 
α-tujeno 
1,0071  1,4129  1,1879 
2 
*α-pineno 
0,4098  0,6393  0,5385 
3  *Canfeno  -  -  - 
4  Sabineno  5,7644  5,1108  5,1118 
5 
*β-pineno 
0,3070  0,3907  0,3505 
6  *Mirceno  1,0910  1,4925  1,3021 
7 
α-felandreno 
0,1889  0,3210  0,2611 
8 
*α-terpineno 
6,4593  8,5781  7,7010 
9 
*p-cimeno 
2,3956  2,9018  2,7491 
10  *Limoneno  2,1154  2,9008  2,6017 
11  *1,8-cineol  0,2715  -  - 
12 
Cis/trans-β-ocimeno 
-  -  - 
13 
*γ-terpineno 
10,7878  15,0596  13,9374 
14  Trans-sabineno-hidratado
 

5,2019  1,3619  2,7946 
15  *Terpinoleno  2,2023  3,1303  2,9394 
16  Cis-sabineno-hidratado  18,1608  5,5513  9,6389 
17  *Linalol  3,0643  2,7279  2,8013 
18 
Trans-p-mentenol 
2,1132  2,1551  2,0676 
19  Cis-p-mentenol  1,1755  1,5143  1,2830 
20  Borneol  -  -  - 
21  *4-terpineol  29,2789  34,2692  30,4113 
22 
*α-terpineol 
3,9772  5,3486  4,4671 
23  Trans-piperitol  0,5517  0,5860  0,5528 
24  Cis-piperitol  0,5403  0,7288  0,6202 
25  Metill eter timol  -  -  - 
26  Metil eter carvacrol  -  -  - 
27  Acetato de linalol  -  0,2590  0,2790 
28  Geraniol/nerol  1,4621  0,7158  0,9560 
29  *Timol  -  -  - 
30  *Carvacrol  0,7496  0,8331  0,8652 
31  Acetato geranil/neril  -  -  0,2078 
32 
β-cariofileno 
0,3496  0,8724  2,1663 
33  Germacreno  0,1982  0,5711  1,3646 
34  Espatulenol  -  0,3515  0,5097 
35  Óxido de Cariofileno  -  0,2163  0,3341 
(*) compostos identificados por comparação com padrões; demais compostos identificados 
tentativamente com os cromatogramas de Rodrigues (2002); 
(-) compostos não detectados na amostra. 
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  A concentração do Cis-sabineno-hidratado presente na Fração 1 é maior do 
que  na  Fração  2  e  na  amostra  Total,  provavelmente  pelo  menor  tempo  de 
exposição  ao  calor,  complementando  que  além  da  influência  no  método  de 
secagem das  plantas  citado  por Reverchon et  al. (1992),  o método de extração 
também influencia na transformação e extração dos compostos. Para a obtenção 
de cis-sabineno-hidratado, um dos compostos responsáveis pelo aroma segundo 
Sarer  et  al. (1982), seria  recomendável um  tempo menor de  extração, para  não 
ocorrer influência da temperatura sobre este composto. 
  A presença de 1,8-cineol foi detectada apenas na Fração 1 e em pequenas 
proporções, provavelmente sofrendo influências do calor no decorrer da extração. 
  Compostos  como  β-cariofileno,  Germacreno,  Espatulenol  e  óxido  de 
cariofeleno, por possuírem maior peso molecular, foram encontrados em maiores 
concentrações  na  amostra  Total,  sendo  que  os  últimos  dois  citados  não  foram 
encontrados na Fração 1. 
  Da mesma forma em que foram analisadas as amostras do óleo essencial 
de  manjerona  também  foram  analisadas  as  amostras  de  óleo  essencial  de 
orégano. A  Figura 4.4  mostra os cromatogramas das  amostras Frações 1 e  2 e 
Total. 
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Figura  4.4  -  Cromatogramas  das  Frações  1,  Fração  2  e  amostra  Total  do  óleo 
essencial de orégano. Identificação dos picos apresentadas na Tabela 4.2. 
 
Comparando  os  cromatogramas  e  os  valores  dos  resultados  das 
concentrações  dos  compostos  (Tabela  4.2)  das  amostras  do  óleo  essencial  de 
orégano, foi observado que houve semelhança entre os mesmos. 
 




[image: alt]Capítulo 4 - Resultados e Discussão  53
 

Tabela 4.2. - Concentração (%) dos compostos encontrados nas amostras F1, F2 
e Total no óleo essencial de orégano obtido por hidrodestilação. 
Pico
 

Compostos  F1 (%)  F2 (%)  Total (%) 
1 
α-tujeno 
0,4388  0,5034  0,4540 
2 
*α-pineno 
0,7732  2,3947  1,8811 
3  *Canfeno  -  -  - 
4  Sabineno  2,1741  1,0681  1,4996 
5 
*β-pineno 
-  0,2057  0,1944 
6  *Mirceno  1,0824  1,2670  1,1734 
7 
α-felandreno 
0,2685  0,4427  0,3914 
8 
*α-terpineno 
6,0654  5,1100  5,5847 
9 
*p-cimeno 
3,5799  2,5055  2,9967 
10  *Limoneno  1,7462  2,4832  2,2147 
11  *1,8-cineol  3,8805  1,0497  2,3162 
12 
Cis/trans-β-ocimeno 
0,6910  0,8966  0,8133 
13 
*γ-terpineno 
12,3919  11,9078  12,3212 
14  Trans-sabineno-hidratado  1,2983  -  0,5610 
15  *Terpinoleno  2,0043  1,8340  1,9697 
16  Cis-sabineno-hidratado  8,1760  0,6610  3,3589 
17  *Linalol  4,6076  3,0273  3,4733 
18 
Trans-p-mentenol 
1,6416  1,2146  1,2698 
19 
Cis-p-mentenol 
1,1048  0,9145  0,8979 
20  Borneol  0,4365  0,4405  0,4069 
21  *4-terpineol  25,2793  21,7419  21,4389 
22 
*α-terpineol 
2,7657  3,8836  3,1688 
23  Trans-piperitol  0,4439  0,3778  0,3761 
24  Cis-piperitol  0,4860  0,4051  0,3968 
25  Metill eter timol  0,8104  0,9316  0,8599 
26  Metil eter carvacrol  1,6242  1,7752  1,6579 
27  Acetato de linalol  -  0,5042  0,3627 
28  Geraniol/nerol  2,3528  0,8583  1,3633 
29  *Timol  5,6349  11,7093  9,4445 
30  *Carvacrol  6,2119  14,2319  11,6868 
31  Acetato geranil/neril  0,1912  0,4527  0,3460 
32 
β-cariofileno 
0,6026  2,0500  2,2401 
33  Germacreno  0,2698  1,1051  1,1216 
34  Espatulenol  0,2125  0,5719  0,5132 
35  Óxido de Cariofileno  0,2390  0,5650  0,5189 
(*) compostos identificados por comparação com padrões; demais compostos identificados 
tentativamente com os cromatogramas de Rodrigues (2002); 
(-) compostos não detectados na amostra. 
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Todas as amostras analisadas do óleo essencial de orégano apresentaram 
como compostos majoritários o timol (9,45%), carvacrol (11,68%), ϒ-terpineno 
(12,32%) e 4-terpineol (21,43%). 
O  composto cis-sabineno-hidratado,  apresentou  o mesmo comportamento 
encontrado  no  óleo  essencial  de  orégano,  onde  a  sua  maior  concentração  foi 
confirmada na Fração 1, porém em proporções menores. 
O óleo essencial obtido por hidrodestilação das folhas de Origanum dubium 
foi  analisado  pela  primeira  vez  por  CG  e  CG/EM  por  Souleles  (1991).  Os 
compostos majoritários identificados foram o linalol (35,5%) e 1,8-cineol (32,2%). 
O autor destacou que o óleo essencial de Origanum dubium difere da maioria das 
espécies Origanum, que crescem na região do Mediterrâneo, tanto em relação ao 
quimiotipo,  quanto  na  qualidade  e  quantidades  obtidas,  pois  a  maioria  dos 
oréganos  cultivados  na  Grécia  contém  o  carvacrol  e/ou  timol  como  compostos 
majoritários.  Os  resultados  do  presente  trabalho  mostram  os  compostos  ϒ-
terpineno  (12,32%)  e  4-terpineol  (21,43%)  como  principais  majoritários, 
confirmando a informação citada pelo autor, pois a planta analisada neste trabalho 
é procedente do Chile. 
Os  sete  últimos  compostos  identificados,  dentre  eles  o  timol  e  carvacrol, 
tiveram  um  comportamento  semelhante  aos  de  manjerona,  onde  apresentaram 
concentrações baixas na fração 1 e concentrações mais altas na fração 2 e 
amostra Total,  provavelmente por apresentarem maior peso  molecular, sendo 
necessário maior tempo de extração. 
 
4.2. Extração e Análise dos Extratos Obtidos com CO
2
 Supercrítico 
 
  O rendimento em base seca do extrato de manjerona em fluido supercrítico 
foi  de 1,82% ±0,35%  na  condição de extração com  temperatura de 40°C  e  200 
atm  de  pressão,  condição  esta  estudada  por  Rodrigues  et  al.  (2002),  que 
obtiveram  um  rendimento  de  1,45%,  permitindo  considerar  ótimo  o  rendimento 
obtido neste trabalho. 
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A Figura 4.5  mostra a  curva  de extração obtida a partir da  média de três 
(triplicata)  extrações,  onde  se  obteve  1,963  gramas  de  extrato  a  partir  de  100 
gramas da planta em 180 minutos de extração. 
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Figura 4.5. - Curva de extração de amostras de extrato de manjerona pelo método 
de Extração em Fluido Supercrítico. 
 
  Para  a  extrair  do  extrato  de  orégano  (Figura  4.6),  utilizando  as  mesmas 
condições de temperatura e pressão, foi obtido um rendimento de 1,75 % ±0,25 %, 
sendo que Rodrigues et al. (2002) obtiveram o melhor rendimento de 1,32 % nas 
mesmas condições. 
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Figura 4.6. - Curva de extração de amostras de extrato de orégano pelo método 
de Extração em Fluido Supercrítico. 
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   A Figura 4.7 mostra os cromatogramas das frações F1 e F2 e da amostra 
Total do extrato de manjerona obtido da extração com fluido supercrítico. Através 
desses resultados pode-se observar perfis cromatográficos semelhantes entre as 
frações e a extração Total. 
 
 
Figura 4.7. - Cromatogramas da Fração 1, Fração 2 e Amostra Total do extrato de 
manjerona  com extração fluido supercrítico. Identificação dos picos apresentadas 
na Tabela 4.3. 
 




[image: alt]Capítulo 4 - Resultados e Discussão  57
 

Observando a Tabela 4.3, verifica-se que o composto majoritário do extrato 
de manjerona é o cis-sabineno-hidratado (38,30 %), seguido de acetato de linalila 
(15,41 %), 4-terpineol (7,64%) e trans-sabineno-hidratado (6,96%). 
 
Tabela 4.3. - Concentração (%) dos compostos encontrados nas amostras Total, 
F1 e F2 do extrato de manjerona obtido da extração com fluido supercrítico. 
(*) compostos identificados por comparação com padrões; demais compostos identificados 
tentativamente com os cromatogramas de Rodrigues (2002); 
(-) compostos não detectados na amostra.   
Pico  Composto  F1 (%)  F2 (%)  Total (%) 
1 
α-tujeno 
0,9578  0,7604 
0,8459  

2 
*α-pineno 
0,0372  0,0540 
0,0983  

3  Sabineno  2,1455  2,0540  2,7411 
4 
*β-pineno 
-  0,0544 
0,0927  

5  *Mirceno  0,2292  0,2594 
0,4317  

6 
α-felandreno 
0,1996  0,1528 
0,1492  

7 
*α-terpineno 
1,1880  1,0500 
1,2121  

8 
*p-cimeno 
0,2350  0,3670 
0,3885  

9  *Limoneno  0,9474  0,9376  1,2502 
10  *1,8-cineol  0,0613  0,0796  0,1067 
11 
Cis/trans-β-cimeno 
-  -  - 
12 
*γ-terpineno 
2,9110  2,7026  3,3859 
13  Trans-sabineno-hidratado  6,9156  7,0672  6,9650 
14  *Terpinoleno  0,6305  0,5817  0,6385 
15  Cis-sabineno-hidratado  37,9270  42,1118  38,3075 
16  *Linalol  2,2408  1,9979  2,0943 
17 
Trans-p-mentenol 
0,7435  0,6733  0,6853 
18 
Cis-p-mentenol 
0,6197  0,4329  0,5462 
19  Borneol  -  -  - 
20  *4-terpineol  8,2743  7,5251  7,6401 
21 
*α-terpineol 
4,6300  4,4467  4,2762 
22  Trans-piperitol  0,2837  0,2469  0,2612 
23  Cis-piperitol  0,3741  0,3319  0,3191 
24  Metil eter timol  0,2449  0,1810  - 
25  Metil eter carvacrol  -  -  0,2895 
26  Acetato de linalila  15,6014  14,0708  15,4141 
27  Geraniol/nerol  3,9561  3,6893  3,8052 
28  *Timol  -  -  - 
29  *Carvacrol  1,5784  1,3647  1,3998 
30 
β-cariofenileno 
3,4540  3,4463  3,3127 
31  Germacreno  2,1746  2,2304  2,1190 
32  Espatulenol  0,7826  0,7660  0,7340 
33  Óxido de cariofileno  0,4082  0,3059  0,3477 
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Devido  ao  método  de  extração  (EFS)  não  utilizar  altas  temperaturas, 
observa-se  que  o  composto  cis-sabineno-hidratado  apresentou  concentrações 
semelhantes  em  todas  as  amostras  (F1,  F2  e  Total),  diferindo  das  análises 
realizadas nos óleos essenciais (hidrodestilação). 
  A Figura 4.8 apresenta os cromatogramas das Frações 1 e 2 e da amostra 
Total  do  extrato  de  orégano  obtido  a  partir  da  extração  com  fluido  supercrítico, 
sendo  que não foram  observadas diferenças  consideráveis entre as amostras 
(Tabela 4.4). 
 
Figura  4.8.  -  Cromatogramas  das  Frações  1  e  2  e  Amostra  Total  do  extrato  de 
orégano com extração fluido supercrítico. Identificação dos picos na Tabela 4.4.  
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  O  extrato  de  orégano  apresentou  como  compostos  majoritários  cis-
sabineno-hidratado (31,64%) seguido de carvacrol (14,25%), timol (11,87%) e 4-
terpineol (8,06%), conforme mostra a Tabela 4.4. 
 
Tabela 4.4. - Concentrações (%) dos compostos encontrados nas amostras F1, F2 
e Total do extrato de orégano obtido da extração com fluido supercrítico. 
(*)  compostos  identificados  por  comparação  com  padrões;  demais  compostos  identificados 
tentativamente com os cromatogramas de Rodrigues (2002); 
(-) compostos não detectados na amostra. 
Pico  Compostos  F1 (%)  F2 (%)  Total (%) 
1 
α-thujene 
0,4268  0,3196  0,2883 
2 
*α-pineno 
0,3935  0,3334  0,3374 
3  Sabineno  1,7746  1,2837  1,2121 
4 
*β-pineno 
0,1103  0,0873  0,0833 
5  *Mirceno  0,7823  0,5854  0,5768 
6 
α-felandreno 
0,1062  0,0680  0,0573 
7 
*α-terpineno 
0,4894  0,4726  0,8045 
8  *p-cimeno  2,5168  2,5704  2,1093 
9  *Limoneno  1,2398  0,9980  0,9606 
10  *1,8-cineol  0,6561  0,6886  0,6493 
11 
Cis/trans-β-cimeno 
0,6477  0,4735  0,5073 
12 
*γ-terpineno 
3,5440  3,0355  3,9611 
13  Trans-sabineno-hidratado  2,9719  3,5023  4,1984 
14  *Terpinoleno  0,2363  0,2285  0,3215 
15  Cis-sabineno-hidratado  38,9939  35,6385  31,6438 
16  *Linalol  2,1521  2,1159  2,0112 
17  Trans-p-mentenol  0,4782  0,5103  0,5373 
18  Cis-p-mentenol  0,3874  0,3795  0,3215 
19  Borneol  0,3367  0,3748  0,3592 
20  *4-terpineol  4,9255  6,2425  8,0631 
21 
*α-terpineol 
2,2628  2,2274  2,2211 
22  Trans-piperitol  0,1942  0,1879  0,1741 
23  Cis-piperitol  0,2109  0,2109  0,2167 
24  Metil eter timol  0,9532  0,7821  0,8012 
25  Metil eter carvacrol  1,8232  1,7010  1,6558 
26  Acetato de linalila  -  -  - 
27  Geraniol/nerol  4,6710  4,1472  3,8837 
28  *Timol  10,6759  11,8285  11,8784 
29  *Carvacrol  9,9206  13,4586  14,2540 
30 
β-cariofenileno 
2,9019  2,7614  2,8407 
31  Germacreno  1,2579  0,9008  1,3818 
32  Espatulenol  0,8006  0,8514  0,7107 
33  Óxido de cariofileno  0,6051  0,5790  0,5674 
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  Ao comparar as concentrações dos compostos encontrados nas amostras 
totais  dos  óleos  essenciais  (hidrodestilação)  com  as  concentrações  dos 
compostos  encontrados nas amostras  totais dos  extratos (EFS), verifica-se a 
presença de vários compostos em proporções maiores (Tabela 4.5). 
 
Tabela 4.5. - Concentração (%) dos compostos encontrados nas amostras Totais 
dos extratos e dos óleos essenciais de orégano e manjerona. 
  Hidrodestilação  EFS 
Composto  Manjerona  Orégano  Manjerona  Orégano 
α-thujene 
1,1879  0,4540 
0.8459  

0.2883 
*α-pineno 
0,5385  1,8811  0.09
83 

0.3374 
*Camphene  -  -  -  - 
Sabineno  5,1118  1,4996  2.7411  1.2121 
*β-pineno 
0,3505  0,1944 
0.0927  

0.0833 
*Mirceno  1,3021  1,1734 
0.4317  

0.5768 
α-felandreno 
0,2611  0,3914 
0.1492  

0.0573 
*α-terpineno 
7,7010  5,5847 
1.2121  

0.8045 
*p-cimeno  2,7491  2,9967 
0.3885  

2.1093 
*Limoneno  2,6017  2,2147  1.2502  0.9606 
*1,8-cineol  -  2,3162  0.1067  0.6493 
Cis/trans-β-cimeno 
-  0,8133  -  0.5073 
*γ-terpineno 
13,9374  12,3212  3.3859  3.9611 
Trans-sabineno-hidratado  2,7946  0,5610  6.9650  4.1984 
*Terpinoleno  2,9394  1,9697  0.6385  0.3215 
Cis-sabineno-hidratado  9,6389  3,3589  38.3075  31.6438 
*Linalol  2,8013  3,4733  2.0943  2.0112 
Trans-p-mentenol  2,0676  1,2698  0.6853  0.5373 
Cis-p-mentenol  1,2830  0,8979  0.5462  0.3215 
Borneol  -  0,4069  -  0.3592 
*4-terpineol  30,4113  21,4389  7.6401  8.0631 
*α-terpineol 
4,4671  3,1688  4.2762  2.2211 
Trans-piperitol  0,5528  0,3761  0.2612  0.1741 
Cis-piperitol  0,6202  0,3968  0.3191  0.2167 
Metil eter timol  -  0,8599  -  0.8012 
Metil eter carvacrol  -  1,6579  0.2895  1.6558 
Acetato de linalila  0,2790  0,3627  15.4141  - 
Geraniol/nerol  0,9560  1,3633  3.8052  3.8837 
*Timol  -  9,4445  -  11.8784 
*Carvacrol  0,8652  11,6868  1.3998  14.2540 
Geranil/neril acetate  0,2078  0,3460  -  - 
β-cariofenileno 
2,1663  2,2401  3.3127  2.8407 
Germacreno  1,3646  1,1216  2.1190  1.3818 
Espatulenol  0,5097  0,5132  0.7340  0.7107 
Óxido de cariofileno  0,3341  0,5189  0.3477  0.5674 
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O  composto  acetato  de  linalila,  um  dos  responsáveis  pelo  aroma,  foi 
predominante  nas  amostras  obtidas a  partir  da extração  com  fluido supercrítico, 
parecendo ser o método mais adequado para a obtenção deste composto. Houve, 
de maneira geral, a diminuição da concentração dos compostos classificados 
como monoterpenos, os quais são compostos insaturados e instáveis ao calor e à 
luz,  sendo  rapidamente  oxidados  pelo  oxigênio  atmosférico,  conseqüentemente 
decompondo-se em compostos indesejáveis (Temelli et al., 1988). 
Alguns  compostos  majoritários  como  o  α-terpineno,  γ-terpineno  e  4-
terpineol foram encontrados nos óleos essenciais (hidrodestilação) de orégano e 
manjerona  em  proporções  muito  maiores  do  que  as encontradas  nos  extratos 
obtidos com  fluido  supercrítico.  O  α-terpineno  presente nos  óleos  essenciais  de 
orégano  e  manjerona  apresentou  uma  concentração  de  aproximadamente  seis 
vezes maior  em  relação  aos  extratos (EFS), já o  γ-terpineno  e  o 4-terpineol 
apresentaram uma concentração em torno de quatro vezes maior. 
Com o composto cis-sabineno-hidratado presente nos óleos essenciais de 
manjerona  e  orégano  houve  o  processo  inverso,  ou  seja,  apresentou  uma 
diferença aproximada de quatro vezes menor em relação ao extrato (EFS) para a 
manjerona e em torno de oito vezes para o orégano. 
  Os compostos timol e o carvacrol, considerados compostos majoritários das 
amostras  de  orégano,  não  apresentaram  uma  diferença  perceptível  quando 
comparado com os dois métodos de extração. 
 
 4.3. Atividade Antimicrobiana em Meio Sólido 
 
  Esta  técnica  pode  ser  utilizada  como  método  de  avaliação  prévio,  sendo 
reconhecido  para  determinar  a  sensibilidade  de  muitos  microrganismos  a 
determinados compostos, produzindo resultados semi-quantitativos, ainda que, de 
acordo com alguns autores, qualitativos e nem sempre reproduzíveis (Janssen et 
al., 1987). 
  As propriedades físico-químicas dos óleos essenciais é que irão determinar 
sua viabilidade como antimicrobiano, tornando sua avaliação particularmente difícil 
de  ser  padronizada.  Porém,  ainda  é  a  técnica  mais  comum  para  avaliação  de 
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antibacterianos e antifúngicos de óleos essenciais, porque é de fácil execução e 
requer pequenas quantidades de amostra (Janssen et  al., 1987; Kalemba, 2003; 
Katzung, 2003). 
Através do método  de difusão  em  placas (Figura 4.9) foram  selecionadas 
10  bactérias  de  um  total  de  20  microrganismos  testados,  de  acordo  com  o 
tamanho da formação do halo de inibição de crescimento celular (Tabela 4.6) e a 
sua possível presença em produtos cárneos. 
 
   
Figura 4.9 - Halo de inibição dos óleos essenciais de manjerona (esquerda) e 
orégano (direita), sobre a bactéria Escherichia coli. 
 
No  trabalho  desenvolvido  por  Marino  et  al.  (2000) foi  demonstrado  que  o 
óleo essencial de orégano teve ação bactericida sobre várias bactérias estudadas 
com  concentrações  acima  de  0,4  mg.mL
-1
,  sendo  provavelmente  causada  pelo 
alto índice de compostos fenólicos. 
Os  óleos  essenciais  de  orégano  e  manjerona  mostraram  atividade 
antimicrobiana sobre a  grande maioria das bactérias com exceção à  bactéria 
Pseudomonas aeruginosa, estando de acordo com o estudo de Sivropoulou et al. 
(1996),  onde  testaram  três  óleos essenciais do gênero Origanum,  dentre eles 
Origanum vulgare, os quais não apresentaram atividade antimicrobiana sobre esta 
bactéria. 
Lambert et al.  (2001) afirmam que  quantidades  apropriadas de timol e 
carvacrol misturadas podem exercer a inibição total de Pseudomonas aeruginosa 
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e  Staphylococcus  aureus, sendo  correspondente  à  ação do  óleo  essencial  de 
orégano. 
  Como é possível observar na Tabela 4.6, a formação do halo de inibição de 
crescimento celular foi maior na presença do óleo essencial de orégano do que o 
óleo  essencial  de  manjerona  sobre  todas  as  bactérias  avaliadas,  permitindo 
afirmar que a atividade antibiograma do óleo de orégano é mais eficiente. 
 
Tabela 4.6 - Microrganismos testados na atividade antimicrobiana pelo método de 
difusão em placas. 
Bactérias  Gram 
Orégano 
 Halo (mm) 
Manjerona 
Halo (mm) 
Acinetobacter sp (•) 
-  19,0 ±0,09  12,8 ±0,12 
*Aeromonas sp (•) 
-  13,8 ±0,08  11,8 ±0,09 
*Bacillus subtilis (ATCC 6633) 
+  14,8 ±0,07  12,8 ±0,08 
Citrobacter freundii (ATCC 8090) 
-  15,8 ±0,08  14,0 ±0,08 
*Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 
+  16,3 ±0,09  13,3 ±0,11 
*Escherichia coli (ATCC 25922) 
-  17,3 ±0,12  12,8 ±0,06 
*Klebsiella pneumonae (ATCC 13883) 
-  19,5 ±0,09  12,5 ±0,08 
Micrococcus luteus (ATCC 10240) 
+  11,0 ±0,09  7,2 ±0,06 
Proteus mirabilis (ATCC 25933) 
-  13,3 ±0,07  10,8 ±0,09 
Proteus vulgaris (ATCC 13315) 
-  17,8 ±0,08  12,0 ±0,09 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 
-  -  - 
*Salmonella choleraesius (ATCC 10708) 
-  29,0 ±0,08  28,0 ±0,07 
Sarcina sp (•) 
+  16,0 ±0,09  11,8 ±0,12 
*Serratia sp (ATCC 13880) 
-  14,3 ±0,06  13,8 ±0,08 
*Shigela flexneri (ATCC 12022) 
-  16,3 ±0,06  15,5 ±0,09 
*Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 
+  26,8 ±0,08  13,5 ±0,12 
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 
+  16,8 ±0,09  11,8 ±0,09 
*Streptococcus mutans (ATCC 25175) 
+  16,5 ±0,07  11,0 ±0,08 
Xanthomonas campestris (•)  
-  13,8 ±0,09  7,2 ±0,14 
Yersina enterocolitica (ATCC 10460) 
-  17,3 ±0,12  12,5 ±0,09 
ATCC: American Type Culture Colection – (USA) 
*Microrganismos  selecionados  para determinar a  Concentração  Inibitória Mínima 
dos óleos. 
(•) Microrganismos obtidos a partir do Instituto Biológico - Campinas, SP. 
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As propriedades antimicrobianas, antifúngicas  e antioxidantes  de  alguns 
óleos  essenciais comerciais  de oito  plantas, entre elas de  Majorana  hortensis 
Moench foram avaliadas por Baratta et al. (1998b). Os autores testaram cerca de 
25  bactérias, tanto do  tipo  Gram-positivas  quanto  Gram-negativas,  sendo  que  o 
óleo de manjerona foi um dos três mais ativos inibidores do crescimento do fungo 
Aspergillus niger. A atividade antifúngica do óleo essencial de manjerona também 
foi testada usando outro tipo de fungo, o Penicillium digitatum, que ataca as frutas 
cítricas.  Os  resultados  demonstraram  completa  inibição,  inclusive  em  baixas 
concentrações do óleo essencial (~250 µg mL
-1
) (Baratta et al., 1998a). 
  A  maior  atividade  antimicrobiana  dos  óleos  essenciais  de  orégano  e 
manjerona  sobre  as  20  bactérias  testadas  foi  observada  sobre  a  bactéria 
Salmonella  choleraensius  com  a  formação  de  halo  com  29  e  28  mm, 
respectivamente. Já a menor atividade do óleo essencial de orégano e manjerona 
foi sobre a bactéria Micrococcus luteus com formação de halo com 11 e 7,2 mm, 
respectivamente. 
 A  presença  de α-terpineno  no óleo  essencial  de orégano e  manjerona 
numa proporção de seis vezes maior do  que as concentrações encontradas nos 
extratos (EFS) de orégano e manjerona, e a presença de γ-terpineno e 4-terpineol 
em proporções de quatro vezes  maior nos  óleos essenciais  (Tabela 4.5)  é a 
provável justificativa da melhor ação antimicrobiana dos óleos essenciais quando 
comparado com os extratos (EFS), pois estes compostos são os mais importantes 
relacionados à atividade antimicrobiana (Altman, 1989). 
Foram testados também com o mesmo método os extratos obtidos na 
extração com fluido supercrítico (EFS), os quais não apresentaram nenhuma ação 
antimicrobiana, ou seja, não houve a formação de halo de inibição de crescimento 
celular, não sendo necessário a realização da avaliação da concentração inibitória 
mínima (CIM). 
Segundo Sivropoulou (1996) e Lambert et al. (2001) o timol e o carvacrol 
são os principais compostos na ação antimicrobiana do óleo essencial de orégano, 
mas  a  presença  de  timol  e  carvacrol  no  extrato  de  orégano  (EFS)  encontrados 
neste trabalho, não apresentou atividade antimicrobiana. 
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Um dos prováveis motivos da inatividade dos extratos (EFS) de manjerona 
e  orégano  talvez  resida  na  presença  de  compostos  não  identificados  (resinas, 
ceras)  nas  amostras  extraídas,  fazendo  com  que  os  valores  das  concentrações 
dos  compostos  identificados  sejam  superestimados.  Moura  (2004)  realizou 
extração  com  fluido  supercrítico  e  hidrodestilação  de  sementes  de  funcho, 
encontrando em algumas amostras compostos não identificados na proporção de 
46,3 e 0,45%, respectivamente. 
Além disso, o sinergismo entre compostos majoritários e minoritários deve 
ser  levado  em  conta  por  potencializar  o  efeito  da  atividade  antimicrobiana  dos 
óleos essenciais (Kustrak e Pepeljnjak, 1989; Savelev et al., 2003; Delamare et al., 
2005). 
 
4.4. Determinação da Concentração Inibitória Mínima 
   
As concentrações inibitórias mínimas foram avaliadas a partir da densidade 
óptica com comprimento de onda de 490 nm em microplacas. As análises foram 
realizadas através  de testes com concentrações que variaram entre 4,6 a 0,046 
mg.mL
-1
 dos  óleos  essenciais para cada microrganismo,  conforme exemplifica a 
Figura 4.10. 
 
Figura  4.10. - Atividade antimicrobiana  do óleo essencial  de orégano  sobre  o 
crescimento celular de Escherichia coli. 
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Os componentes do óleo essencial podem exercer atividade antimicrobiana 
por três formas: pela interferência na dupla camada fosfolipídica da parede celular; 
por aumento da permeabilidade e perda dos constituintes celulares; por alteração 
de  uma  variedade  de  sistemas  enzimáticos,  incluindo  aqueles  envolvidos  na 
produção  de  energia  celular  e  síntese  de  componentes  estruturais  ou  por 
inativação e destruição do material genético (Kim et al., 1995; Svoboda e Deans, 
1995; Baratta et al., 1998a,b; Cowan, 1999; Cox et al. 2000; Kalemba e Kunicka, 
2003; Bagamboula et al., 2004; Delamare et al., 2005). 
Na  avaliação  dos  resultados  das  CIM,  observou-se  que  todos  os 
microrganismos apresentaram-se susceptíveis aos óleos essenciais de orégano e 
manjerona (Tabela 4.7). 
 
Tabela 4.7. - Resultados das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) dos óleos 
essenciais de orégano e manjerona. 
Bactérias  Gram 
CIM - Orégano 
mg mL
-1
 
CIM - Manjerona 
mg mL
-1
 
Aeromonas sp 
-  0,460  0,920 
Bacillus subtilis 
+  nc  0,069 
Enterococcus faecalis 
+  0,460  2,300 
Escherichia coli 
-  0,460  0,920 
Klebsiella pneumonae 
-  0,460  0,920 
Salmonella choleraensius 
-  0,460  0,920 
Serratia sp 
-  0,598  2,300 
Shigela flexneri 
-  0,230  0,782 
Staphylococcus aureus 
+  0,230  0,782 
Streptococcus mutans 
+  0,690  2,300 
 
     
-  0,444  1,127 
Média 
+  0,460  1,363 
nc: não houve crescimento bacteriano no meio de cultura sem a presença de óleo. 
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Alguns  autores  relatam  menor  susceptibilidade  das  bactérias  Gram-
negativas aos óleos  essenciais, podendo  estar relacionada com a dificuldade 
destes  em  difundir  a  membrana  externa,  ocasionada  pela  presença  de  uma 
barreira  hidrofílica,  que  embora  não  seja  totalmente  impermeável,  dificulta  a 
passagem de macromoléculas e componentes hidrofóbicos (Janssen et al., 1987; 
Shapiro et al., 1994; Helander et al., 1998; Hammer et al., 1999; Velickovic et al., 
2002;  Kalemba  e  Kunicka,  2003;  Bagamboula  et  al.,  2004;  Tepe,  2004).  Neste 
caso,  os  resultados  não  demonstraram  uma  tendência  das  bactérias  Gram-
negativas  estudadas  serem  menos  sensíveis  aos  óleos  avaliados,  pois  ao 
observar as  médias  das Concentrações  Inibitórias  Mínimas das  bactérias Gram-
negativas  constatou-se  que  são  semelhantes  às  médias  das  Concentrações 
Inibitórias Mínimas das bactérias Gram-positivas, para ambos os óleos avaliados 
(Tabela 4.7). 
A variação  das  Concentrações Inibitórias Mínimas das bactérias  Gram-
positivas foi de 0,23 a 0,69 mg.mL
-1
 para o óleo essencial de orégano e de 0,069 a 
2,292  mg.mL
-1
  para  o  óleo  essencial  de  manjerona,  demonstrando  assim  maior 
eficiência do óleo essencial de orégano. 
Sivropoulou (1996) encontrou uma concentração de 79,58% de carvacrol na 
amostra  de  óleo  essencial  de  Origanum  vulgare  obtido  por  hidrodestilação, 
concluindo  que  os  principais  compostos  responsáveis  pela  atividade 
antimicrobiana do óleo essencial de orégano são o carvacrol e o timol, estando de 
acordo  com  os  resultados  (in  vitro)  obtidos  neste  trabalho,  onde  se  verificou  a 
maior eficiência antimicrobiana do óleo essencial de orégano quando comparado 
com o óleo de manjerona, sendo o provável motivo o baixo índice de carvacrol e a 
ausência de timol no óleo de manjerona. 
  Estudos realizados avaliando a CIM de óleo essencial de tomilho (Thymus 
vulgaris)  e  menta  (Mentha  piperita)  demonstraram  que  os  valores  obtidos  neste 
trabalho  são  semelhantes,  sendo  que  para  inibir  o  crescimento  dos 
microrganismos  Escherichia  coli,  Salmonella  e  Staphylococcus  aureus  foram 
necessárias  0,5,  0,4 e 0,2  mg.mL
-1
  do  óleo  de  tomilho  (Janssen  et  al., 1987; 
Shapiro  et  al.,  1994;  Hammer  et  al.,  1999;  Velickovic,  2002),  sendo  resultados 
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aproximados  encontrados  neste  estudo,  onde  foram  necessárias  0,46  mg.mL
-1
 
para Escherichia coli e Salmonella e 0,23 mg.mL
-1
 para Staphylococcus aureus. 
   
4.5. Atividade Antimicrobiana e Antioxidante em Linguiça Toscana 
 
4.5.1. Análise Microbiológica de Bactérias Aeróbias Heterotróficas 
 
  A  contagem  de  bactérias  aeróbias  heterotróficas  em  lotes  de  lingüiça 
toscana, os quais apresentavam diferentes concentrações dos óleos essenciais de 
orégano  e  manjerona,  mostraram  a  influência  destes  óleos  no  desenvolvimento 
bacteriano. O lote número 1 (sem óleo), apresentou um aumento significativo no 
número de células bacterianas (UFC) no decorrer do período de trinta e cinco dias 
(Tabela 4.8), onde a concentração inicial bacteriana foi de 6,5x10
3
 UFC.mL
-1
 
chegando ao final do período com 6,0x10
6
 UFC.mL
-1
. Esta diferença  ocorreu 
principalmente  a  partir  do  vigésimo  dia,  onde  se  observou  um  acréscimo 
significativo no desenvolvimento bacteriano chegando ao valor de 6x10
6
 UFC.g
-1
. 
 
Tabela  4.8.  -  Desenvolvimento de bactérias  aeróbias  heterotróficas  em  Lingüiça 
Toscana com os óleos essenciais de orégano e manjerona em sua formulação. Os 
valores são expressos em Unidades Formadoras de Colônias (UFC.g
-1
). 
 
Sem óleo
 

Orégano  Manjerona 
Tempo 
(dias) 
1  2  3  4  5  6  7 
0  6,5x10
3 Ad 
6,2x10
3 Ac
  8,7x10
3 Ab
  7,0x10
3 Aa
  8,0x10
3 Aa
  7,7x10
3 Aa
  6,2x10
3 Aa
 
10  9,7x10
3 Ad
 

6,0x10
3 Abc
  7,4x10
3 ABb
 

8,9x10
3 Aa
  7,0x10
3 Aab
  3,1x10
3 BCb
 

1,2x10
3 Cbc
 
20  1,9x10
4 Ad
 

1,8x10
3 Cc
  2,0x10
3 Cb
  1,8x10
3 Cc
  6,6x10
3 Bab
  2,2x10
3 Cc
  1,4x10
3 Cb
 
25  1,9x10
5 Ac
  1,8x10
4 Bb
  8,8x10
3 Cb
  4,8x10
3 CDbc
  9,1x10
3 Ca
  1,2x10
3 Dd
  7,9x10
2 Dc
 
30  4,7x10
5 Ab
 

1,7x10
4 Bb
  8,0x10
3 BCb
 

3,4x10
3 Cc
  4,5x10
3 Cb
  1,2x10
3 Cd
  7,0x10
2 Cc
 
35  6,0x10
6 Aa
 

3,9x10
5 Aa
  1,5x10
5 Ca
  2,7x10
2 Dd
  3,3x10
2 Dc
  1,9x10
2 De
  9 
Dd 
1: Lote sem óleo essencial; 
2: Lote com óleo essencial de orégano correspondente ao valor da maior CIM (0,69 mg.g
-1
);  
3: Lote com óleo essencial de orégano correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (1,7 mg.g
-1
); 
4: Lote com óleo essencial de orégano correspondente a 5 vezes a maior CIM (3,45 mg.g
-1
); 
5: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente ao valor da maior CIM (2,3 mg.g
-1
); 
6: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (5,75 mg.g
-1
); 
7: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente a 5 vezes a maior CIM (11,5 mg.g
-1
); 
Médias  seguidas  de  letras  iguais  não  diferem entre  si  pelo  teste  de  Tukey  (p<0,05),  sendo 
comparadas letras minúsculas em colunas e maiúsculas em linhas. 
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  O  lote  2  demonstrou  um  crescimento  gradativo  no  decorrer  do  período, 
porém com um desenvolvimento bacteriano menor do que o lote 1 (referência). Ao 
analisar  o  lote  3  observa-se  que  o  número  de  UFC  manteve-se  estável  até  o 
intervalo  de  tempo  correspondente  a  30  dias,  acontecendo,  após,  um  aumento 
significativo no crescimento bacteriano chegando ao final com 1,5x10
5 
UFC.g
-1
. O 
lote número 4  com  concentrações  5 vezes  superior a  maior CIM  encontrada  do 
óleo essencial de orégano, apresentou uma diminuição significativa no número de 
UFC,  finalizando  com  2,7x10
2
  UFC.g
-1
,  demonstrando  uma  ação  antimicrobiana 
eficiente. 
Os  resultados  obtidos  a  partir  do  óleo  essencial  de  manjerona,  mostram 
uma  diminuição  significativa  no  número  de  UFC  em  todas  as  concentrações  de 
óleo  avaliadas,  inclusive  na  menor  concentração  (lote  5),  o  qual  finalizou  com 
3,5x10
2
 UFC.g
-1
. 
Os lotes de número 6 e 7 apresentaram uma diminuição significativa já no 
primeiro  intervalo  de tempo (10 dias), finalizando o  período  de  35  dias  com  um 
número de 1,9x10
2
 e 9 UFC.g
-1
, respectivamente. 
  Ao  final  do  período  de  análises  (35  dias),  observou-se  que  a  menor 
concentração  de  óleo  de  manjerona  utilizado  (lote  5)  teve  ação  antimicrobiana 
significativamente  igual  à  maior  concentração  de  óleo  essencial  de  orégano 
utilizado,  mostrando  que  o  óleo  essencial  de  manjerona  tem  maior  atividade 
antimicrobiana no produto, mostrando inclusive efeito bactericida. 
Quando comparados os resultados obtidos entre os dois óleos essenciais, 
percebe-se  a melhor  eficiência  do óleo  de  manjerona  sobre  o  óleo  de  orégano, 
pois ocorreu uma diminuição significativa no número de UFC nos três lotes com 
concentrações  de  óleo  de  manjerona,  sendo  que  nos  lotes  contendo  óleo 
essencial  de  orégano,  houve  a diminuição  significativa  apenas no lote  de maior 
concentração  deste  óleo  (lote  4).  Estes  resultados  não  condizem  com  os 
resultados  obtidos  in  vitro,  onde  se  observou  a  maior  eficiência  do  óleo  de 
orégano. 
  Tendo em vista que o óleo de orégano apresentou CIM mais baixa, utilizou-
se volume de  óleo na produção dos lotes  de lingüiça  toscana  significativamente 
menor do que a quantidade utilizada de óleo de manjerona. Assim, provavelmente, 
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pelo emprego  de maior  volume de  óleo de manjerona, o contato com  o produto 
também se tornou maior, apresentando assim uma melhor eficiência. 
 
4.5.2. Análise Microbiológica de Escherichia coli 
 
  As  análises  realizadas  revelaram  um  aumento  no  número  de  células 
bacterianas no lote número 1, o qual não continha em sua formulação a presença 
do óleo essencial, servindo como referência para o desenvolvimento da bactéria 
Escherichia  coli.  Este  aumento  foi  mais  perceptível  no  tempo  de  trinta  dias, 
chegando à uma concentração de 1,1x10
5
 NMP.mL
-1
. 
Ao longo do período não foi perceptível o desenvolvimento da bactéria em 
nenhum  dos  lotes  que  continham  concentrações  do  óleo  essencial  de  orégano 
(lotes 2, 3 e 4), permitindo afirmar que o óleo foi capaz de manter o número de 
células inoculadas, não permitindo o seu desenvolvimento (Tabela 4.9). 
 
Tabela 4.9. -  Desenvolvimento de  Escherichia coli  presente  em  amostras de 
Lingüiça Toscana com diferentes concentrações dos óleos essenciais de orégano 
e manjerona. Valores expressos em Número Mais Provável (NMP.mL
-1
). 
 
Sem óleo  Orégano  Manjerona 
Tempo (dias)
 

1  2  3  4  5  6  7 
0  2,4x10
4
  9,3x10
3
  4,6x10
4
  2,4x10
4
  4,6x10
4
  1,1x10
5
  2,1x10
4
 
10  4,6x10
4
  4,6x10
4
  2,4x10
4
  9,3x10
3
  1,5x10
4
  2,4x10
4
  2,1x10
4
 
20  4,6x10
4
  4,6x10
4
  4,6x10
4
  2,4x10
4
  2,4x10
4
  9,3x10
3
  9,3x10
3
 
30  1,1x10
5
  4,6x10
4
  4,6x10
4
  2,4x10
4
  2,4x10
4
  9,3x10
3
  9,3x10
3
 
1: Lote sem óleo essencial, porém com inóculo; 
2: Lote com óleo essencial de orégano correspondente a metade da maior CIM (0,345 mg.g
-1
);  
3: Lote com óleo essencial de orégano correspondente a maior CIM (0,69 mg.g
-1
); 
4: Lote com óleo essencial de orégano correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (1,725 mg.g
-1
); 
5: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente a metade da maior CIM (1,15 mg.g
-1
); 
6: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente a maior CIM (2,3 mg.g
-1
); 
7: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (5,75 mg.g
-1
). 
 
  Avaliando  os  resultados  obtidos  com  o  óleo  essencial  de  manjerona, 
percebe-se  uma  tendência  na  diminuição  do  NMP  de  células  em  todas  as 
concentrações,  demonstrando  ser  mais  eficaz  em  relação  ao  óleo  de  orégano. 
Essa diminuição é mais perceptível nos lotes com as maiores concentrações do 
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óleo (lotes 6  e 7), os  quais  apresentaram uma concentração  bacteriana final  de 
9,3x10
3
 NMP.mL
-1
. 
Estes  resultados  condizem  com  os  resultados  obtidos  neste  trabalho 
quando  foram  avaliadas  as  atividades  antimicrobianas  dos  dois  óleos  sobre  as 
bactérias aeróbias heterotróficas em lingüiça toscana, onde o óleo de manjerona 
também  demonstrou  ser  mais  eficiente  sobre  estas  bactérias,  diferindo  dos 
resultados obtidos in vitro. 
   
4.5.3. Atividade Antioxidante 
     
  Os  resultados obtidos através do  método de TBA, quando  comparados 
entre  os  intervalos  de  tempo,  demonstraram  que  não  houve  oxidação  nas 
amostras analisadas, mesmo na  amostra número 1, a qual não continha na sua 
formulação  a  presença  de  óleo  essencial.  Porém,  quando  comparado  os 
resultados das análises realizadas no tempo zero,  se observa uma  oxidação 
significativa entre algumas amostras (Tabela 4.10). 
Os  antioxidantes  sintéticos  e/ou  naturais  são  amplamente  utilizados  e 
eficazes na proteção da oxidação nos lipídios insaturados, entretanto, a utilização 
de antioxidantes sintéticos causa alguns problemas como a instabilidade em altas 
temperaturas  e  as  limitações  da  legislação,  direcionando  o  consumidor  e 
conseqüentemente  o  fabricante,  a  dar  preferência  a  fontes  de  agentes 
antioxidantes naturais (Dapkevicius et al., 1998). 
A  amostra  número  7  que  continha  a  maior  concentração  de  óleo, 
apresentou o maior índice de malonaldeído (1,2723 mg.Kg
-1
), ou seja, maior índice 
de oxidação, seguido da amostra 6 e 5 com o segundo e o terceiro maior índice, 
respectivamente,  havendo  uma  relação  diretamente  proporcional  entre  as 
concentrações  do  óleo  e  os  valores  de  TBA.  Provavelmente,  esses  resultados 
aconteceram devido à uma possível oxidação do próprio óleo essencial, uma vez 
que houve diferença significativa entre os resultados das análises das amostras 5, 
6 e 7, as  quais apresentavam as  maiores concentrações de óleo. Este fato, 
segundo Torres et al. (1989), pode ocorrer devido à ação oxidante do cloreto de 
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sódio  (NaCl),  principalmente  devido  à  presença  de  metais  (quantidades  traços), 
como ferro e cobre que acelerariam a oxidação. 
 
Tabela 4.10. - Resultados obtidos na avaliação da atividade antioxidante dos óleos 
essenciais  de orégano  e manjerona em  lingüiça toscana. Valores expressos em 
miligramas de malonaldeído por Kg de amostra. 
Amostras  Análise inicial (zero dia)  35 dias 
1  0,5062 
Ac 
0,3195
 Bc
 
2  0,3718
 Ad
  0,3360
 Ac
 
3  0,3584 
Ad
  0,3136
 Ac
 
4  0,4301 
Ad
  0,3584
 Bc
 
5  0,5017
 Ac
  0,3942
 Bbc
 
6  0,6302
 Ab
  0,4614
 Bb
 
7  1,2723 
Aa
  0,8064
 Ba
 
1: Lote sem óleo essencial; 
2: Lote com óleo essencial de orégano correspondente ao valor da maior CIM (0,69 mg.g
-1
);  
3: Lote com óleo essencial de orégano correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (1,7 mg.g
-1
); 
4: Lote com óleo essencial de orégano correspondente a 5 vezes a maior CIM (3,45 mg.g
-1
); 
5: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente ao valor da maior CIM (2,3 mg.g
-1
); 
6: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (5,75 mg.g
-1
); 
7: Lote com óleo essencial de manjerona correspondente a 5 vezes a maior CIM (11,5 mg.g
-1
); 
Médias seguidas de letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tuckey (p<0,05), sendo 
comparadas letras minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas. 
 
Nas  amostras  correspondentes  às  concentrações  de  óleo  essencial  de 
orégano  (2,  3  e  4)  não  houve  uma  diferença  significativa  na  oxidação, 
demonstrando uma provável tendência na maior estabilidade do óleo de orégano 
quando comparado com o óleo de manjerona. 
Baratta et al. (1988b), em ensaios para verificar a atividade antioxidante do 
óleo  de  manjerona  comparado  com  outros  antioxidantes,  observaram  que  esse 
óleo  tem  a  mais  alta  atividade.  Em  ensaios  com  gema  de  ovo,  a  atividade 
antioxidante  da  manjerona  foi  muito  mais  alta  do  que  a  do  α-tocoferol  e 
comparável com a do BHT em todas as concentrações testadas. 
Ao comparar os resultados obtidos no tempo inicial com os resultados 
obtidos no final do período, observou-se uma diminuição significativa no índice de 
oxidação  na  maioria  das  amostras,  com  exceção  das  amostras  2  e  3,  vindo  a 
reforçar a  hipótese de  que  ocorreu  a  oxidação  do  próprio  óleo essencial  no 
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momento  da  formulação  do  produto,  uma  vez  que  os  lotes  2  e  3  continham  o 
menor volume de óleo essencial. 
 
4.5.4. Avaliação Sensorial 
 
  Na avaliação sensorial das amostras contendo diferentes concentrações do 
óleo essencial de orégano,  os resultados (Tabela 4.11 e 4.12) demonstraram 
diferenças  significativas  em  todas  as  amostras  em  relação  ao  padrão  (amostra 
sem  óleo).  Além  da  diferença  constatada  em  relação  ao  padrão,  verificou-se  a 
percepção gradativa das concentrações dos óleos. 
 
Tabela 4.11. Análise da variância para diferentes concentrações de óleo essencial 
de orégano em lingüiça toscana. 
Fontes Variação
 

Soma dos 
Quadrados 
Grau de 
Liberdade 
Quadrados 
Médios 
F
calculado
 
Amostra (A)  92,25  3  30,75  27,24 
Provador (P)  48,42  11  3,90   
Resíduo (R)  37,25  33  1,13   
Total (T)  117,92  47     
F
calculado
95% = 2,89 
 
Tabela 4.12. - Média de pontuação dos provadores para as amostras de lingüiça 
toscana com diferentes concentrações de óleo essencial de orégano. 
Amostras  Média das pontuações* 
A  3,08 b 
B  2,58 bc 
C  1,98 c 
D  5,58 a 
A: Amostra com óleo essencial correspondente a maior CIM (0,69 mg.g
-1
); 
B: Amostra com óleo essencial correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (1,7 mg.g
-1
); 
C: Amostra com óleo essencial correspondente a 5 vezes a maior CIM (3,45 mg.g
-1
); 
D: Sem a presença de óleo essencial na formulação. 
* Médias seguidas de letras iguais não diferem a nível de 95% de confiança. 
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  Os resultados obtidos na avaliação com o óleo essencial de manjerona não 
diferiram  dos  resultados  obtidos  do  óleo  de  orégano,  ou  seja,  houve  diferenças 
significativas das três amostras em relação ao padrão (Tabelas 4.13 e 4.14). 
Este óleo também apresentou diferenças significativas entre as amostras A, 
B e C. Provavelmente o motivo seja devido ao maior volume de óleo de manjerona 
presente nas amostras, intensificando e diferenciando o sabor entre as amostras 
avaliadas. 
 
Tabela  4.13.  -  Análise  da  variância  para  diferentes  concentrações  de  óleo 
essencial de manjerona em lingüiça toscana. 
Fontes Variação
 

Soma dos 
Quadrados 
Grau de 
Liberdade 
Quadrados 
Médios 
F
calculado
 
Amostra (A)  114,06  3  38,02  43,74 
Provador (P)  23,73  11  2,16   
Resíduo (R)  28,69  33  0,87   
Total (T)  166,48  47     
F
calculado
95% = 2,89 
 
Tabela 4.14. - Média de pontuação dos provadores para as amostras de lingüiça 
toscana com diferentes concentrações de óleo essencial de manjerona. 
Amostras  Média das pontuações* 
A  3,17 b 
B  2,08 c 
C  1,96 c 
D  5,58 a 
A: Amostra com óleo essencial correspondente a maior CIM (2,3 mg.g
-1
); 
B: Amostra com óleo essencial correspondente a 2,5 vezes a maior CIM (5,75 mg.g
-1
); 
C: Amostra com óleo essencial correspondente a 5 vezes a maior CIM (11,5 mg.g
-1
); 
D: Amostra sem a presença de óleo essencial. 
* Médias seguidas de letras iguais não diferem a nível de 95% de confiança. 
 
  Provavelmente estas diferenças encontradas das  amostras em relação ao 
padrão  podem  ser  minimizadas  diminuindo  a  concentração  dos  condimentos 
durante  a  formulação  do  produto,  procurando  assim  fazer  um  balanço  entre  a 
atividade antimicrobiana dos óleos com a aceitabilidade sensorial do produto. 
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5. CONCLUSÕES 
 
Rendimento: 
 
  -  O  rendimento  do  óleo  essencial  de  orégano  e  manjerona,  obtido  pelo 
método de hidrodestilação foi de 1,20%±0,18% e 1,33%±0,16%, respectivamente, 
resultados estes superiores aos encontrados na literatura. 
  -  Com o  método de  extração  com  fluido  supercrítico  (EFS) também  foi 
obtido um bom rendimento, correspondente a 1,82 % ±0,35 % para a manjerona e 
1,75%±0,25% para o orégano, resultados também superiores aos encontrados na 
literatura. 
 
Cromatogramas: 
 
  - Houve semelhanças quando comparados os cromatogramas das frações 
dos  óleos  essenciais.  O  óleo  essencial  de  manjerona  apresentou  nas  suas 
amostras (F1, F2 e Total) como principais compostos majoritários o 4-terpineol, γ-
terpineno  e  α-terpineno.  Já  o  óleo  essencial  de  orégano  teve  como  compostos 
majoritários  α-terpineno,  4-terpineol,  γ-terpineno,  carvacrol  e  timol,  sendo 
provavelmente o fator que resultou no  óleo essencial de  orégano  apresentar 
melhor eficácia com agente antimicrobiano, pois sabe-se que o  timol e carvacrol 
apresentam grande ação antimicrobiana. 
  - Nos cromatogramas das amostras obtidas com fluido supercrítico também 
não houve grandes diferenças entre as frações 1, 2 e Total das amostras de cada 
planta, porém  quando comparados os  resultados verifica-se que as amostras 
extraídas  com  fluido  supercrítico  apresentaram  maiores  concentrações  de 
compostos responsáveis pelo aroma e menores concentrações de monoterpenos. 
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Atividade Antimicrobiana: 
   
-  Os  óleos  essenciais  estudados  apresentaram  bons  resultados  na  ação 
antimicrobiana  sobre  a  grande  maioria  das  bactérias  testadas,  com  exceção  da 
bactéria Pseudomonas aeruginosa, a qual não apresentou a formação de halo de 
inibição  de  crescimento  celular  em  ambos  os  óleos  estudados.  Quando 
comparados  os  resultados  dos  diâmetros  dos  halos  de  inibição  de  crescimento 
celular  do  óleo  essencial  de  orégano  e  manjerona,  pode-se  concluir que  óleo 
essencial  de  orégano  apresentou  atividade  antimicrobiana  superior  ao  óleo 
essencial  de  manjerona,  demonstrando  ser  mais  eficiente  como  agente 
antimicrobiano. 
  -  Os  extratos  de  orégano  e  manjerona  obtidos  através  do  método  de 
extração com fluido supercrítico (EFS) não apresentaram resultados positivos na 
ação antimicrobiana, sendo  o provável  motivo  relacionado  à  presença de alguns 
compostos como o α-terpineno, 4-terpineol, γ-terpineno, carvacrol e timol estarem 
presentes em proporções menores do que as encontradas nos óleos essenciais. 
   
Concentração Inibitória Mínima (CIM): 
   
-  As  concentrações  inibitórias  mínimas  (CIM)  encontradas  entre  os dois 
óleos essenciais mostraram que o óleo essencial de orégano foi mais eficaz sobre 
todas  as  bactérias  estudadas.  Porém,  ambos  os  óleos  apresentaram  ótimos 
resultados como agentes antimicrobianos. 
-  A  variação  das  Concentrações  Inibitórias  Mínimas  das  bactérias  Gram-
positivas foi de 0,23 a 0,69 mg.mL
-1
 para o óleo essencial de orégano e de 0,069 a 
2,292  mg.mL
-1
  para  o  óleo  essencial  de  manjerona,  demonstrando  assim  maior 
eficiência do óleo essencial de orégano. 
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Atividade Antimicrobiana em Lingüiça Toscana: 
 
  -  Bactérias  Aeróbias  Mesófilas:  ambos  os  óleos  essenciais  estudados 
apresentaram atividade  antimicrobiana,  porém, o  óleo essencial de manjerona 
apresentou  melhores  resultados  no  controle  desses  microrganismos,  quando 
comparado  com  os  resultados obtidos  com  o  óleo  de  orégano. Os  resultados 
obtidos diferiram dos testes realizados in vitro, sendo o motivo provável, o maior 
volume de óleo essencial de manjerona utilizado no produto, o que proporcionou 
um maior contato do óleo com a amostra. 
-  Escherichia  coli:  Os  óleos  essenciais  testados  apresentaram  bons 
resultados  como  agentes antimicrobianos  sobre  a  Escherichia  coli  em  lingüiça 
toscana,  porém  o  óleo  essencial  de  manjerona  demonstrou  ser  mais  eficiente, 
conseguindo diminuir o número de células inoculadas nas amostras. 
- Os óleos essenciais apresentaram-se como uma fonte promissora de 
agentes antimicrobianos naturais a serem utilizados em produtos cárneos, visando 
assegurar um produto final de melhor qualidade microbiológica com conseqüente 
aumento da vida-de-prateleira. 
 
Atividade Antioxidante: 
 
  -  Na  atividade  antioxidante  os  óleos  essenciais  demonstraram  ter  sofrido 
uma  auto-oxidação  no  momento  da  formulação  do  produto,  ocasionado 
provavelmente  pela  quantidade  de  monoterpenos  presente  nos  óleos  e  pelo 
contato desses óleos com o cloreto de sódio. 
 
Análise Sensorial: 
 
- Houve diferenças significativas das amostras em relação ao padrão para 
ambos os óleos, havendo rejeição do produto avaliado. Entretanto, a mudança na 
formulação  do  produto  poderia  reverter  esses  resultados,  visto  que  houve 
diferenças entre as concentrações avaliadas. 
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6. SUGESTÕES 
 
  - Os resultados obtidos na avaliação da concentração inibitória mínima 
(CIM) sugerem novos estudos para avaliar o modo de ação desses óleos sobre os 
microrganismos, podendo assim definir quais e  como esses compostos agem 
sobre a célula microbiana. 
 
  - Estudos relacionados a alterações na formulação  da lingüiça toscana 
também viriam a contribuir para novos conhecimentos sobre os óleos estudados, 
objetivando um balanço na atividade antimicrobiana e a aceitabilidade sensorial. 
 
  -  Novos  testes  de  oxidação  do  próprio  óleo  essencial  seriam  de  grande 
importância  para  verificar  qual  fator  influenciou  na  rápida  oxidação  ocorrida 
durante a formulação do produto. 
 
  -  Devido  ao  conhecimento  da  ação  dos  óleos  essenciais  como  agentes 
antioxidantes,  novos  estudos  nesta  direção  também  seriam  de  extrema 
importância,  pois  a  substituição  de  produtos  químicos  pela  utilização  de  óleos 
essenciais  seria  relevante  para  o  setor  industrial  e  para  o  consumidor,  uma  vez 
que se trata de um produto natural. 
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Figura A.1 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de orégano sobre a bactéria Serratia sp. 
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Figura A.2 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Serratia sp. 
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Figura A.3 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de orégano sobre a bactéria Streptococcus mutans. 
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Figura A.4 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima do 
óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Streptococcus mutans. 
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Figura A.5 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima do 
óleo essencial de orégano sobre a bactéria Shiguela flexneri. 
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Figura A.6 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima do 
óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Shiguela flexneri. 
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Figura A.7 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de orégano sobre a bactéria Staphylococcus aureus. 
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Figura A.8 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima do 
óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Staphylococcus aureus. 
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Figura A.9 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima do 
óleo essencial de orégano sobre a bactéria Enterococcus faecalis. 
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Figura  A.10 -  Gráfico representativo  da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Enterococcus faecalis. 
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Figura  A.11 -  Gráfico representativo  da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de orégano sobre a bactéria Escherichia coli. 
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Figura A.12 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima do 
óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Escherichia coli. 
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Figura A.13 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de orégano sobre a bactéria Aeromonas sp. 
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Figura  A.14 -  Gráfico representativo  da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Aeromonas sp. 
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Figura A.15 - Gráfico representativo  da concentração inibitória mínima do 
óleo essencial de orégano sobre a bactéria Salmonella choleraensius. 
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Figura  A.16 -  Gráfico representativo  da  concentração  inibitória  mínima  do 
óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Salmonella choleraensius. 
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Figura  A.17 -  Gráfico representativo  da  concentração  inibitória  mínima  do 
óleo essencial de orégano sobre a bactéria Klebsiela pneumonae. 
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Figura  A.18 -  Gráfico representativo  da  concentração  inibitória  mínima  do 
óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Klebsiela pneumonae. 
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Figura A.19 - Gráfico representativo da concentração inibitória mínima 
do óleo essencial de manjerona sobre a bactéria Bacillus subtilis. 
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