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RESUMO – O aumento na busca de conservantes de alimentos de origem natural foi uma das principais 

motivações para este estudo que teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do óleo essencial de pimenta 

rosa (OEPR) puro e quando aplicado a um biofilme elaborado a partir de fibra de colágeno. A metodologia 

utilizada foi o teste de disco difusão, realizado em bactérias relacionadas com o controle de qualidade de 

alimentos. O OEPR apresentou melhor inibição no crescimento nas bactérias Gram positivas, quando comparado 

as Gram negativas. No estudo de aplicação só houve diferença estatística quando comparada a adição ou não de 

OEPR na elaboração de filmes. A diferença de concentração de óleo não apresentou diferenças significativas 
 

ABSTRACT – The increase in the search for natural food preservatives was one of the main motivations for this 

study, which aimed to assess the antimicrobial activity of pure pink pepper essential oil (OEPR) and when applied 

to a biofilm made from collagen fiber. The methodology used was the disk diffusion test, performed on bacteria 

related to food quality control. The OEPR showed better growth inhibition in Gram positive bacteria, when 

compared to Gram negative bacteria. In the application study, there was only statistical difference when 

comparing the addition or not of OEPR in the elaboration of films. The difference in oil concentration showed no 

significant differences. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os alimentos são vetores importantes de muitos microrganismos que fazem mal a saúde. Staphylococcus 

sp. e Escherichia coli representam 7% e 5% das infecções bacterianas de origem alimentar, respectivamente 

(Dussault et al., 2014). A deterioração dos alimentos e a formação de biofilmes causados por bactérias patógenas 

são problemas sérios na indústria de alimentos, sendo necessário o uso de substâncias antibacterianas que possam 

inibir e eliminar efetivamente estes microrganismos (Cui et al., 2020) para melhorar a vida de prateleira dos 

produtos. Os consumidores têm rejeitados produtos com uso excessivo de conservantes sintéticos ou que fujam 

muito do estado natural (Calo et al., 2015). Nesse contexto, a busca de novas substâncias com atividade 

antimicrobiana, principalmente naturais, aparece como uma alternativa potencial (Dussault et al., 2014). 



 

 

 

Os óleos essenciais (OEs) são líquidos aromáticos e voláteis, que contêm uma mistura de compostos 

orgânicos, que são extraídos de matéria vegetal. Geralmente os OEs possuem um sabor e aroma forte, dependente 

da fonte e extração, por este fato são compostos amplamente utilizados na indústria de alimentos. Os OEs são 

compostos com atividades antimicrobianas (Cui et al., 2019; Cui et al., 2020; Dannenberg et al., 2017) e 

antioxidantes (Kacaniova et al. 2017; Tohidi et al., 2017) comprovadas por vários estudos, e devido este fato seu 

estudo para utilização como aditivo alimentar tem aumentado muitos nos últimos anos (Kacaniova et al., 2017). 

A pimenta rosa é muito usada, por certos grupos folclóricos, para combater infecções e apenas 

recentemente surgiram pesquisas científicas para provar a atividade biológica do seu OE (Dannenberg et al., 

2019). Devido estes poucos estudos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ação antibacteriana do óleo essencial 

de pimenta rosa (OEPR) puro e aplicado em um biofilme de fibra de colágeno em testes microbiológicos de disco 

difusão. 

  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Amostras 

A amostra de fibra de colágeno bovino foi fornecida pela NovaProm Food Ingredients Ltda. (Lins, SP, 

Brasil). A pimenta rosa foi adquirida de um o produtor na região de Turuçu – RS. 

2.2 Extração do óleo essencial 

O óleo essencial de pimenta rosa foi extraído através do método de arraste a vapor, utilizando o 

equipamento Clevenger. Para a extração foram utilizados 65 g de pimenta rosa moída previamente em 

liquidificador (Walita Liqfaz®) e 600 mL de água destilada. 

2.3 Produção dos filmes 

A solução dos filmes foi preparada com 5% (p/v) de fibra de colágeno em água destilada e glicerol a 

25% (p/p) (em relação à massa de colágeno). As soluções filmogênicas foram aquecidas em banho maria à 70°C 

por 20 min. Os filmes foram adicionados de 1% (v/v) de óleo essencial e Tween 80 ( 1 g / 100 mL) de solução. 

As soluções foram dispostas em placas de vidro (30 x 21cm) e secas em estufa com circulação de ar a 25-30 ° C 

por 24h. Após a secagem, os filmes foram acondicionados em dessecadores a temperatura de 16°C. Foram 

preparados três tratamentos com diferentes formulações, sendo: T1(0% de OE), T2(1% OE) e T3(2% OE). 

2.4 Cepas de microrganismos  

Foram utilizadas amostras de bactérias da American Type Culture Collection (ATCC) recomendadas 

como controle de qualidade dos testes de susceptibilidade: Staphylococcus aureus (ATCC 6538, CCT 4295, Lote 

61.16), Escherichia coli (ATCC 8739, CCT 1371, Lote 44.16B). 

2.5 Preparo dos Inóculos 

As cepas das bactérias estavam armazenadas, sob refrigeração, em solução de glicerol. Para a ativação 

as bactérias foram dispostas, através de alçadas, em ágar BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi®) e incubadas em 

estufa microbiológica a 37ºC por aproximadamente 24 horas. 

2.6 Teste de disco difusão 

Inicialmente determinou-se a atividade antimicrobiana do óleo essencial de pimenta rosa pela técnica 

de disco-difusão (CLSI, 2015a). As culturas bacterianas foram suspensas em solução salina (0,85%) para ajustar 

a concentração de 108 UFC/mL (0,5 McFarland), verificada com o auxílio do espectrofotômetro. Foi adicionado 

0,1 mL de cultura em placas com ágar BHI (Kasvi®) e espalhadas com auxílio de uma alça de Drigalski. Para o 

teste do óleo puro cada placa recebeu um disco estéril com adição posterior de 10 μL do óleo essencial. Para o 

segundo teste cada placa recebeu um disco de biofilme de fibra de colágeno com diferentes concentrações de óleo 

essencial (0, 1 e 2%) dispostos nas placas de ágar BHI com a cultura bacteriana. Ambos tratamentos foram 



 

 

 

incubados a 37 ° C durante 24 horas. Após o período de incubação analisou-se a existência de halos de inibição 

que foram medidos com paquímetro. 

 

2.7 Análise estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância significativo ao nível de 5% de 

probabilidade (p < 0,05), foi realizada a comparação de médias pelo Teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o 

programa Statistic 7.0. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Os valores dos tamanhos das zonas de inibição, medidas em milímetros, referentes aos testes de disco 

difusão são apresentados nas Tabelas 1 e 2. A Tabela 1 apresenta a inibição do óleo puro e a Tabela 2 os 

resultados da inibição do óleo aplicado no biofilme de fibra de colágeno.  

 

Tabela 1: Resultados do teste de disco difusão de óleo essencial de pimenta 

Bactéria  Zona de inibição(mm) 

Staphylococcus aureus  5,14 ± 1,44 ª 

Escherichia coli  1,75 ± 0,76 b 

Letras minúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente (p<0,05) 

 

Pode observar-se uma maior zona de inibição do óleo essencial de pimenta rosa nas culturas de S. aureus, 

comprovado pela diferença estatística significativa entre as duas bactérias. Isto está de acordo com os resultados 

apresentados por Dannenberg et al. (2019) que encontraram em seus estudos maiores zonas de inibição para 

bactérias Gram positivas quando comparadas a Gram negativas. Este fato é evidenciado em grande parte dos 

estudos com OE e pode ser justificado devido a diferença das estruturas das bactérias. As Gram positivas 

apresentam camada simples, enquanto as negativas possuem uma membrana extra com camada de 

lipopolissacarídeos (Nazzaro et al., 2013). Esta camada extra das Gram negativas dificulta a ação dos OE (Silva 

et al., 2009; Rai et al., 2017).  

 

Tabela 2: Resultados do teste de disco difusão do OE aplicado em biofilme 

 Tratamento Zona de inibição (mm) 

Staphylococcus 

Aureus 

T1 ND b 

T2 1,05 ± 0,07 ª 

T3 0,90 ± 0,14 ª 

Letras minúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente (p<0,05). T1: filme controle.  

T2: filme com 1% de OE. T3: filme com 2% de OE. ND: não detectado 

 

Como é visualizado na Tabela 2, a adição de OE foi benéfica para a inibição de crescimento bacteriano. 

O filme controle (T1) não apresentou halo de inibição de crescimento de Staphylococcus aureus. A incorporação 

de 1% (T2) e 2% (T3) de OE nos filmes demonstrou atividade antibacteriana, mas a variação da concentração não 

apresentou diferença estatisticamente significativa. Este fato está em desacordo com estudos de Dannenberg et al, 

2017, Cui et al., 2020, e Devi et al., 2017, onde é apresentado que a maior concentração de óleo essencial apresenta 

maior nível de inibição de crescimento. 

 

 



 

 

 

4 CONCLUSÕES  

Os óleos essenciais possuem propriedades biológicas de grande valor para as indústrias, principalmente 

em relação a atividade antimicrobiana. Os resultados do presente estudo sugerem que o OE de pimenta rosa é uma 

fonte potencial de conservação alimentar natural para ser usado pela indústria de alimentos, buscando assim 

atender as demandas dos consumidores por produtos mais “verdes”. Necessita-se mais estudos, com diferentes 

concentrações de OE para definir o melhor nível de adição nos produtos. 
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