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Resumo 

 

Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas 

Condimentares de Família Lamiaceae 

 

 No presente estudo procedeu-se à caracterização química e avaliação da 

atividade antimicrobiana de óleos essenciais de sete espécies de plantas aromáticas 

autóctones da região do Alentejo, nomeadamente: Calamintha nepeta, Lavandula 

stoechas subsp. luisieri, Lavandula pedunculata, Lavandula viridis, Mentha pulegium, 

Mentha spicata e Origanum vulgare subsp. virens. 

 Os óleos essenciais em estudo apresentaram uma composição química 

diversificada, rica em monoterpenos oxigenados e revelaram um largo espetro de ação 

antimicrobiana, com capacidade inibitória do crescimento bacteriano de estirpes 

gram-positivas e gram-negativas. Observou-se também o efeito sinergético e/ou aditivo 

de misturas de dois óleos essenciais com elevada diminuição dos valores de 

concentração mínima inibitória. As misturas de óleos essenciais mais promissoras foram 

as de C. nepeta/L. pedunculata, C. nepeta/M. spicata e L. pedunculata/M. pulegium, as 

quais apenas não demonstraram efeito sinergético face a uma estirpe bacteriana. Os 

óleos essenciais estudados apresentaram alta toxicidade face a Artemia salina, com 

valores de CL50 compreendidos entre 35,0 e 213,6 mg/mL e baixa toxicidade quando 

administrados por via oral a murganhos (DL50 > 2000 mg/kg).  

 O elevado potencial antimicrobiano dos óleos essenciais das plantas aromáticas 

condimentares em estudo sugere a sua potencial aplicação na indústria alimentar como 

preservantes de alimentos bem como nutracêuticos e o seu estudo na indústria 

farmacêutica, no sentido de avaliar a sua toxicidade para mamíferos e definir a dose 

terapêutica segura.  

 

 

Palavras-chave: Plantas aromáticas condimentares, óleos essenciais, atividade 

antimicrobiana, composição química, efeito sinergético.  
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Abstract 

 

Mechanisms of Antimicrobial Action of Essential Oils of Condiment Plants of 

Lamiaceae Family 

 

 In the present study the chemical characterization and evaluation of the 

antimicrobial activity of essential oils of seven species of autochthonous aromatic plants 

of the Alentejo region was performed, namely: Calamintha nepeta, Lavandula stoechas 

subsp. luisieri, Lavandula pedunculata, Lavandula viridis, Mentha pulegium, Mentha 

spicata and Origanum vulgare subsp. virens.  

 Essential oils presented diverse chemical composition, rich in oxygenated 

monoterpenes and revealed a broad spectrum of antimicrobial action, with inhibitory 

capacity for bacterial growth of gram-positive and gram-negative strains. The synergistic 

and/or additive effect of mixtures of two essential essential oils was also observed, with 

a high decrease in the minimum inhibitory concentration values. The most promising 

essential oils mixtures were C. nepeta/L. pedunculata, C. nepeta/M. spicata and L. 

pedunculata/M. pulegium, which only showed no synergistic effect against one bacterial 

strain. Essential oils studied presented high toxicity to Artemia salina, with LC50 values 

between 35.0 and 213.6 mg/mL and low toxicity when administrated orally to mice 

(LD50 > 2000 mg/kg). 

 The high antimicrobial potential of the essential oils of the spice aromatic plants 

under study suggests their potential application in the food industry as food preservatives 

as well as nutraceuticals and their study in the pharmaceutical industry, in order to 

assess their toxicity to mammals and to define the safe therapeutic dose. 

 

 

Keywords: Flavouring aromatic plants, essential oils, antimicrobial activity, chemical 

composition, synergistic effect. 
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1. Problemática 

 

 As plantas aromáticas medicinais são uma fonte de compostos bioativos, 

provenientes do seu metabolismo secundário, a maioria com atividade farmacológica 

relevante e toxicidade reduzida para os mamíferos quando comparados com os 

fármacos de síntese (Bakkali et al., 2008; Bernhoft, 2010). A composição química 

complexa dos óleos essenciais confere-lhes propriedades antimicrobianas únicas, 

caracterizadas pela utilização de diversos mecanismos de ação em simultâneo, 

evitando o quorum sensing bacteriano e resistência microbiana (Nazzaro et al., 2013).  

 Perante o crescente número de bactérias patogénicas resistentes a fármacos 

obtidos por síntese química, tem aumentado o interesse na utilização de fármacos de 

origem natural que não provoquem mecanismos de resistência bacteriana. Esta 

problemática tem desenvolvido um crescente impacto a nível social e económico, o que 

leva à investigação de novos princípios ativos e de formulações eficazes no combate de 

microrganismos resistentes, sendo esta uma prioridade ao nível mundial (Tacconelli et 

al., 2017). 

 Os óleos essenciais constituem uma alternativa na terapêutica de patologias 

infetocontagiosas. As mistura de óleos essenciais pode resultar na aquisição de novas 

características, consequente do efeito sinergético entre os mesmos. Assim, é possível 

estabelecer formulações de misturas de óleos essenciais eficazes a uma elevada gama 

de microrganismos patogénicos (Bassolé & Juliani, 2012; Espina et al., 2013) 

O Alentejo é uma região extremamente rica em plantas aromáticas, muitas das 

quais utilizadas pela população local como condimentos alimentares, assim como na 

prática tradicional para a prevenção e tratamento de algumas patologias causadas por 

microrganismos. Face ao exposto, e tendo em consideração a diversidade quimiotipos 

de óleos essenciais relativamente às diferentes espécies de plantas aromáticas e à 

distribuição geográfica das mesmas, neste estudo selecionaram-se sete espécies de 

plantas aromáticas medicinais da família Lamiaceae, nomeadamente, Calamintha 

nepeta, Lavandula stoechas subsp. luisieri, Lavandula pedunculata, Lavandula viridis, 

Mentha pulegium, Mentha spicata e Origanum vulgare subsp. virens. Neste estudo, 

pretendeu-se avaliar o seu potencial antimicrobiano de modo a valorizar o potencial de 

aplicação fitoterapêutico destas plantas frequentemente usadas como plantas 

condimentares na Dieta Mediterrânica e validar cientificamente as propriedades 

medicinais destes óleos essenciais, com vista à sua futura aplicação como agentes 

nutracêuticos e/ou fitoterapêuticos.  



Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas Condimentares de Família 
Lamiaceae 

 
2 

 

2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral 

  

 O presente trabalho teve como objetivo principal a caracterização química e a 

avaliação do potencial antimicrobiano de óleos essenciais de plantas aromáticas 

autóctones do Alentejo, nomeadamente, Calamintha nepeta (L.) Savi, Lavandula 

stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Lavandula pedunculata subsp. pedunculata (Mill.) 

(Cav.), Lavandula viridis L’Hér, Mentha pulegium L., Mentha spicata L. e Origanum 

vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens. 

 Neste sentido, procedeu-se à caracterização química dos óleos essenciais com 

vista a correlacionar o seu potencial antimicrobiano com os seus constituintes. 

Inicialmente foi efetuado um screening da atividade antimicrobiana recorrendo a ensaios 

em meio sólido. Posteriormente, pretendeu-se caracterizar o potencial antimicrobiano 

dos óleos essenciais através de ensaios em meio líquido. O efeito sinergético entre os 

óleos essenciais foi também estudado, recorrendo a ensaios em meio líquido. A 

alteração da atividade que ocorre entre os óleos essenciais foi também avaliada por 

citometria de fluxo. A toxicidade dos óleos essenciais foi também estimada através de 

ensaios de letalidade em Artemia salina e estudos in vivo com a administração oral em 

ratinhos Swiss. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Neste trabalho foram objetivos específicos: 

- Proceder à extração dos óleos essenciais das plantas aromáticas medicinais em 

estudo através de hidrodestilação utilizando um equipamento tipo Clevenger, com 

determinação do rendimento de extração dos mesmos; 

- Caracterizar os óleos essenciais fisicamente através da determinação do índice de 

refração e da densidade; 

- Caracterizar os óleos essenciais quimicamente por cromatografia gasosa com detetor 

de ionização de chama (GC-FID); 



Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas Condimentares de Família 
Lamiaceae 

 
3 

 

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais face a estirpes bacterianas 

patogénicas gram-positivas e gram-negativas, utilizando os métodos de difusão em 

meio sólido e de microdiluição em meio líquido, com determinação da concentração 

mínima inibitória (CMI) e da concentração mínima bactericida (CMB). 

- Avaliar o efeito sinergético entre os óleos essenciais face às estirpes bacterianas em 

estudo, utilizando métodos de microdiluição em meio líquido, com determinação da 

concentração mínima inibitória (CMI), da concentração mínima bactericida (CMB) e do 

índice de concentração inibitória fracionada (FIC); 

- Caracterizar o efeito sinergético entre os óleos essenciais através de ensaios de 

citometria de fluxo; 

- Avaliar a letalidade dos óleos essenciais em Artemia salina com determinação do valor 

de CL50; 

- Avaliar a toxicidade dos óleos essenciais em ratinhos Swiss com determinação do 

valor de DL50. 

 
  



Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas Condimentares de Família 
Lamiaceae 

 
4 

 

3. Introdução 

  

3.1. Plantas aromáticas medicinais 

 

 As plantas aromáticas medicinais (PAMs) apresentam a capacidade de 

biossíntese de compostos bioativos com diversas aplicações medicinais (Huie, 2002). 

As PAMs são frequentemente encontradas na região Mediterrânicas, onde são 

tradicionalmente utilizadas como condimentos e conservantes alimentares (Mata et al., 

2007). Estas encontram-se divididas por diversas famílias, nomeadamente, Alliaceae, 

Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae e Rutaceae (Raut & 

Karuppayil, 2014). 

 A utilização destas plantas com fins medicinais é registada desde a antiguidade 

e o conhecimento da aplicabilidade de cada PAM foi transmitido às gerações seguintes 

(Petrovska, 2012).  Posteriormente, diversos fitoquímicos isolaram e caracterizaram 

compostos bioativos das PAMs utilizados como fármacos (Balunas & Kinghorn, 2005). 

 

 

3.2. Processos metabólicos nas plantas  

 

 Os compostos bioativos são definidos como metabolitos secundários, 

sintetizados em cada planta em resposta às necessidades da mesma (Azmir et al., 

2013). As PAMs são distinguidas das restantes plantas pelas suas propriedades 

farmacológicas, atribuídas à acumulação dos seus compostos bioativos com 

propriedades fisiológicas notórias (Lovkova et al., 2001). Os compostos bioativos das 

PAMs, caracterizados pela sua estrutura complexa, são sintetizados como moléculas 

de comunicação e de defesa. A biossíntese destes compostos ocorre em estruturas 

secretoras da plantas, e. g., nos tricomas glandulares, cavidades secretoras e ductos 

de resinas (Pavela & Benelli, 2016). 

 Os compostos bioativos são maioritariamente biossintetizados através de duas 

vias metabólicas, nomeadamente, via metabólica do ácido chiquímico e a via metabólica 

do ácido mevalónico (Pauli & Schilcher, 2010). Alguns autores consideram as vias 

metabólicas do ácido malónico e via metabólica do metileritritol fosfato (MEP) 
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igualmente importantes na biossíntese de compostos bioativos. Os compostos bioativos 

resultantes destas vias são divididos em três principais classes, designadamente, 

compostos terpénicos, alcaloides e compostos fenólicos (Azmir et al., 2013). As vias 

metabólicas originárias das três principais classes de compostos encontram-se 

esquematizadas na Figura 1. 

 

Figura 1 Esquema simplificado das vias metabólicas de biossíntese das três principais classes de 
compostos bioativos presentes nas plantas aromáticas medicinais (Adaptado de Azmir et al., 2013). 

 

 A atividade antimicrobiana de vários óleos essenciais (OEs) é atribuída à 

presença de terpenos devido ao seu carácter lipofílico, juntamente com o carater 

hidrofílico de alguns dos seus grupos funcionais (Koroch et al., 2007). Os terpenos são 

compostos caracterizados pela sua constituição em diversas unidades isopreno (C5), 

formados pela junção de unidades de pirofosfato de isopentenilo (IPP). Os terpenos são 

resultantes de duas vias metabólicas, nomeadamente, a via do ácido mevalónico e a via 

MEP. A via do ácido mevalónico é iniciada pela ligação de três moléculas de acetil-CoA, 

resultando na formação de ácido mevalónico. Posteriormente, o ácido mevalónico é 

pirofosforilado, descarboxilado e desidratado, resultando em difosfato de isopentenilo 

(IPP2). O IPP é também biosintetizado pela via metabólica MEP, a qual é definida por 
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um ciclo fotossintético constituído por um conjunto de reações de redução de carbono 

(Chen et al., 2011; Taiz & Zeiger, 2010). 

 O ácido chiquímico é sintetizado a partir de fosfoenolpiruvato e eritrose 4-fosfato, 

através da via metabólica da glicólise e da via metabólica das pentoses-fosfato. Este 

composto sintetiza aminoácidos aromáticos, os quais são percursores da formação de 

alcaloides (Taiz & Zeiger, 2010).   

 Os compostos fenólicos, resultantes da via metabólica do ácido chiquímico ou 

pela via metabólica do ácido malónico, são compostos com elevado potencial 

antimicrobiano (Zhu et al., 2004). Nas plantas, a via metabólica do ácido chiquímico 

sintetiza a maioria dos compostos fenólicos. Este processo é iniciado pela remoção do 

grupo amina do aminoácido fenilalanina, originando ácido cinâmico. Posteriormente, 

ocorre a adição de vários constituintes, como os grupos hidroxilo, formando os 

compostos fenólicos (Taiz & Zeiger, 2010).  

  

 

3.3. Óleos essenciais 

 

 Os óleos essenciais são originados no metabolismo secundário das plantas 

aromáticas, condimentares e medicinais (PAMs), constituídos por uma mistura 

complexa de diversos compostos de baixo peso molecular, caracterizados por dois a 

três componentes em concentrações relativamente elevadas  (Bakkali et al., 2008; 

Teixeira et al., 2013). Os OEs são maioritariamente constituídos maioritáriamente por 

terpenos, sendo, maioritariamente constituídos por monoterpenos hidrocarbonados e 

oxigenados, mas podendo ter também quantidades elevadas de sexquiterpenos 

hidrocarbonados e/ou oxigenados, consoante as espécies aromáticas e as condições 

edafo-climatéricas  (Saljoughian et al., 2017). 

 A formação dos OEs é dependente do estado de diferenciação do tecido 

secretório, bem como da fase ontogenética da planta. Assim, ocorre uma variabilidade 

intraindividual, onde cada parte da PAM pode produzir um OE com constituição diferente 

(Pauli & Schilcher, 2010). Adicionalmente, observa-se a variabilidade intraespecífica na 

composição química do OE devido a fatores como localização geográfica ecótipo da 

PAM, nutrição, utilização de fertilizantes, clima, variação sazonal, stress e modo de 

tratamento do material vegetal após a colheita (Raut & Karuppayil, 2014). Assim, a 
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avaliação da variabilidade química de cada OE e de quais as suas propriedades 

biológicas é crucial na utilização dos OEs como fitofármacos ou nutracêuticos de modo 

sustentável (Hua et al., 2011). 

 Atualmente é registado um interesse crescente pela utilização de OEs na 

indústria farmacêutica e alimentar, devido às suas propriedades biológicas 

reconhecidas, nomeadamente, propriedades antibacterianas, antissépticas, anti-

mutagénicas, antioxidantes e anti-inflamatórias. As características de cada OE 

encontram-se associadas com a sua função na planta (Burt, 2004; Edris, 2007). 

 

 

3.4. Atividade antimicrobiana dos óleos essenciais 

  

 Os OEs são reconhecidos pela sua atividade biológica e pela sua promissora 

aplicabilidade como antimicrobianos naturais, constituindo uma alternativa aos fármacos 

de síntese, frequentemente utilizados (Aggarwal et al., 2002; Bakkali et al., 2008). A 

família Lamiaceae é detentora de inúmeras PAMs com atividade antimicrobiana 

moderada a extrema (Boukhebti et al., 2011; Bozin et al., 2006). Adicionalmente, vários 

OEs são conhecidos pelo seu potencial antimicrobiano face a microrganismos 

resistentes a antimicrobianos de síntese, assim como, face a biofilmes (Raut & 

Karuppayil, 2014). 

 Devido ao elevado número de compostos químicos presentes em cada OE, a 

sua ação antimicrobiana é atribuída a diversos mecanismos de ação que atuam em 

simultâneo (Talbaoui et al., 2012). Consequentemente, a mistura irregular de compostos 

químicos presente no OE não atua em alvos específicos da célula, prevenindo os 

mecanismos microbianos de adaptação e/ou resistência ao OE (Soković et al., 2013; 

Zuzarte et al., 2012). 

 O modo de ação dos OEs ainda não se encontra completamente conhecido 

devido aos diferentes fenómenos que estes causam nas células microbianas (Talbaoui, 

et al., 2012). Na figura 2 encontra-se esquematizado o conjunto de mecanismos 

antibacterianos mais comuns observados quando a bactéria é exposta a OEs. Vários 

autores descrevem como principal mecanismo de ação dos OEs a destabilização da 

membrana celular (Dagli et al., 2015; Raut & Karuppayil, 2014; Talbaoui et al., 2012). O 

caracter lipofílico dos OEs é um fator importante na sua ação antimicrobiana, uma vez 
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que lhes permite atravessar a membrana, podendo interagir com o conteúdo intracelular 

(Gutierrez et al., 2009). O modo de ação específico é dependente da constituição 

química dos OEs, bem como dos grupos funcionais das substâncias que os constituem 

(Dagli et al., 2015). De modo geral, os mecanismos de ação dos OEs incluem a 

deterioração da membrana, aumento da permeabilidade membranar, coagulação do 

conteúdo citoplasmático, alterações ao nível da bomba protónica, redução do potencial 

de membrana e perda do conteúdo intracelular. Parte dos mecanismos de ação dos 

OEs podem ocorrer em consequência de outro mecanismo anterior, e.g., alterações 

intracelulares após mecanismos de deterioração da membrana (Burt, 2004; Nazzaro et 

al., 2013). Adicionalmente, alguns OEs apresentaram também a capacidade de 

destabilizar o sistema designado frequentemente por “quorum sensing” bacteriano, o 

qual está associado à redução da produção de estímulos bacterianos e, 

consequentemente, reduz a capacidade de o microrganismo se adaptar ao ambiente a 

que se encontra exposto (Nazzaro et al., 2013; Adonizio et al., 2006). 

 

  

 

Figura 2 Esquematização dos mecanismos de ação dos óleos essenciais na célula bacteriana (Adaptado 
de Nazzaro et al., 2013). 

 

 

3.5. Sinergismo entre os óleos essenciais 

 

 Diversos estudos relatam a singularidade dos OEs devido à sua constituição 

complexa caracterizada por variadas classes de compostos químicos, os quais 
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estabelecem interações entre si, resultando em atividades biológicas mais eficazes do 

que os componentes maioritários dos OEs quando aplicados isolados (Candy et al., 

2017; Lv et al., 2011). O princípio do efeito sinergético assenta na interação entre dois 

ou mais componentes causar um efeito biológico superior ao somatório dos efeitos 

biológicos de cada componente em isolado, sendo este último desigando de efeito 

aditivo (Harris, 2002). Quando se encontram em mistura, os OEs podem potenciar as 

suas propriedades, assim como adquirir novas características resultantes do sinergismo 

entre os mesmos (Bassolé & Juliani, 2012). Assim, ao misturar dois OEs que 

estabeleçam efeito sinergético entre si é possível diminuir a concentração total de OE a 

aplicar para atingir uma dose eficaz (Espina et al., 2013; Gutierrez et al., 2009). 

 Assim, numa mistura de OEs podem observar-se três tipos de interação, tais 

como, efeito aditivo, efeito sinergético e efeito antagónico. Estes efeitos são igualmente 

observados entre os componentes de um OE quando utilizado  isolado (Bassolé & 

Juliani, 2012). Ao nível do potencial antimicrobiano, podem ainda distinguir-se três 

mecanismos de interação sinergética, nomeadamente, a ação simultânea em diversas 

vias metabólicas e/ou centros ativos, alterações farmacocinéticas ou físico-químicas e 

inibição de mecanismos de resistência a compostos antibacterianos. O efeito 

antagónico dos OEs pode ser observado quando os componentes reduzem 

acentuadamente o seu potencial antimicrobiano  (Owen & Laird, 2018). Estudos sobre 

as interações estabelecidas nos OEs indicam a ocorrência de um efeito aditivo entre 

OEs, quando os compostos apresentam uma estrutura química idêntica, o sinergismo 

ocorre maioritariamente entre compostos fenólicos e o efeito antagónico é resultante da 

interação entre monoterpenos oxigenados e não oxigenados (Bassolé & Juliani, 2012). 

 Segundo Rhind (2015), o efeito sinergético pode ainda ser classificado segundo 

a constituição da mistura e a sua finalidade, designadamente, sinergismo horizontal e 

sinergismo vertical. No sinergismo horizontal, a mistura é constituída por compostos 

com grupos funcionais semelhantes com a finalidade de acentuar um efeito específico. 

Por outro lado, no efeito sinergético vertical, a mistura é constituída por diferentes 

grupos funcionais, com vista a obter diversos efeitos biológicos. Esta ideologia é 

especialmente útil para formulação de misturas a utilizar em aromoterapia. 

 Geralmente, a avaliação do efeito sinergético entre OEs é realizada através de 

três metodologias: ensaios checkerboard, métodos gráficos e procedimentos time-kill. 

No método checkerboard, o efeito sinergético é avaliado segundo a determinação do 

índice de concentração inibitória fracionada (FIC). Este procedimento foi primeiramente 

concebido para a avaliação do efeito sinergético entre fármacos e posteriormente têm 
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surgido adaptações para a sua utilização em óleos essenciais. Consequentemente, os 

valores de FIC tomados como referência têm igualmente sofrido adaptações, sendo este 

facto um obstáculo na comparação de resultados entre autores (Bassolé & Juliani, 2012; 

Hyldgaard et al., 2012). Adicionalmente, alguns autores dividem o efeito sinergético em 

duas classes, nomeadamente, efeito sinergético total e efeito sinergético parcial 

(Gallucci et al., 2009; Mun et al., 2013; Timurkaynak et al., 2006). Na tabela 1 são 

apresentadas oito classificações frequentemente utilizadas em estudos de efeito 

sinergético de OEs e/ou compostos químicos isolados de OEs.  

 

Tabela 1 Interpretação do índice FIC segundo diferentes estudos realizados sobre o efeito sinergético 
entre óleos essenciais e/ou compostos isolados de óleos essenciais. 

 

FIC  

Efeito 
sinergético 

Efeito 
aditivo 

Indiferente Antagonismo Referências 

Classificação 1 ≤ 0,5 0,5 – 1 ≥ 1 – 4 > 4 
Grbić et al., 2018; 

Nikkhah et al, 2017; 
Bassolé et al., 2011; 

Classificação 2 ≤ 0,5 0,5 – ≤ 1 - > 1 
Adrar et al., 2016; 

Knezevic et al., 2016; 
Rosato et al., 2007; 

Classificação 3 ≤ 0,5 0,5 – 4 - ≥ 4 

Zengin & Baysal, 
2014; Zore et al., 

2011; De Azeredo et 
al., 2011; 

Classificação 4 ≤ 0,5 - 0,5 – 4 ≥ 4 
Owen & Laird, 2018; 
Vieira et al., 2017; 
Magi et al., 2015; 

Classificação 5 ≤ 0,75 0,75 – 1 ≥ 1 – 4 ≥ 4 Mun et al., 2013; 

Classificação 6 ≤ 0,75 0,75 – 2 - ≥ 2 
Gallucci et al., 2009; 

Fadli et al., 2012; 
Wang et al., 2018; 

Classificação 7 ≤ 0,9 0,9 – 1,1 - ≥ 1,1 
Romano et al., 2009; 
Santiesteban-López 

et al., 2006; 

Classificação 8 < 1 ~ 1 - > 1 Singh et al, 2000; 

Classificação 9 < 1 1 ≥ 1 – 2 ≥ 2 Pei et al., 2009; 

 

 Apesar das diversas opiniões sobre o efeito sinergético, este é escolhido entre 

os autores de modo a descrever três princípios, designadamente, o decréscimo na 

população microbiana é superior a 90%, a existência de uma diferença significativa entre 

o potencial antimicrobiano dos componentes em isolado e os componentes em mistura 

e em mistura é observado um decréscimo de 2-log UFC. O efeito sinergético pode 

também ser confirmado através da curva descrita pela representação gráfica dos 



Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas Condimentares de Família 
Lamiaceae 

 
11 

 

valores de concentração mínima inibitória (CMI) de cada um dos componentes, o 

isobolograma (Bassolé & Juliani, 2012). 

 

 

3.6. Estirpes bacterianas patogénicas resistentes 

 

 O crescente número de estirpes bacterianas resistentes a agentes 

antimicrobianos limita a terapêutica disponível para estas estirpes. Consequentemente, 

as patologias provenientes destes microrganismos podem também requerer a utilização 

de maior concentração de fármaco, podendo originar efeitos tóxicos (Penchovsky & 

Traykovska, 2015). Ao nível hospitalar, as patologias causadas por microrganismos 

resistentes resultam no aumento das taxas de morbilidade e mortalidade, assim como 

no aumento do tempo de internamento e dos custos associados ao mesmo (Cosgrove 

& Carmeli, 2003). 

 Os antimicrobianos produzidos por síntese desempenham um papel importante 

no tratamento e prevenção de patologias infectocontagiosas. Contudo, a sua utilização 

exagerada levou ao aumento do aparecimento de estirpes bacterianas resistentes aos 

mesmos (Yap et al., 2013). Em 2016, a situação de esgotamento de antimicrobianos 

eficazes face a estirpes bacterianas resistentes levou a WHO a criar uma lista de 

microrganismos patogénicos para os quais é prioritária a descoberta de novos fármacos 

antimicrobianos. Na lista mencionada encontram-se diversas estirpes com resistência a 

diversos antimicrobianos de síntese, tais como, Escherichia coli, Morganella sp., 

Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Tacconelli et al., 

2017).  

 Atualmente, tem-se observado um crescente interesse pela utilização de 

fármacos de origem natural face a estirpes bacterianas resistentes. Os OEs são 

conhecidos pela sua ação eficaz face a este tipo de estirpes bacterianas, sem despoletar 

mecanismos de resistência. Neste sentido, os OEs apresentam uma solução promissora 

no combate de estirpes resistentes aos antimicrobianos comerciais. Adicionalmente, 

têm sido realizados diversos estudos que reportam a ocorrência de efeito sinergético 

entre os OEs e antimicrobianos de síntese, diminuindo a dose terapêutica e a adaptação 

dos microrganismos à mistura (Ambrosio et al., 2017; Sakkas et al., 2016; Yap et al., 

2013). 
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 Para o presente estudo seleccionaram-se as estirpes bacterianas patogénicas 

e/ou oportunistas associadas a infecções hospitalares, nomeadamente, Enterecoccus 

faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, 

Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Salmonella 

enteritidis e Salmonella typhimurium. 

 Enterococcus faecalis é uma espécie anaeróbia aerotolerante gram-positiva. 

Este microrganismo é frequentemente encontrado no trato gastrointestinal de 

mamíferos. As colónias de E. faecalis, em meio de agar nutritivo (NA), são esféricas 

lisas de cor branca. A patogenicidade desta estirpe é frequentemente associada à 

formação de biofilmes (Zhou & Li, 2015; Brinkman & Patel, 2015).  

 Staphylococcus aureus é uma espécie bacteriana gram-positiva anaeróbia 

facultativa, frequentemenete diagnosticana na rotina clínica. Em NA, as colónias têm 

aparência dourada e brilhante. A sua patogenicidade está associada maioritariamente 

às toxinas produzidas. São reconhecidas diversas mutações genéticas associadas a 

mecanismos de resistência desta bactéria, entre estas, a estirpe de S. aureus resistente 

à meticilina (MRSA) (Bagnoli et al., 2018). 

 Staphylococcus epidermidis é a espécie coagulase-negativa mais 

frequentemente encontrada nas superfícies epiteliais de humanos. Estes 

microrganismos são anaeróbios facultativos, gram-positivos, e formam tipicamente 

colónias brancas com cerca de 1-2 mm de diametro. A S. epidermidis é um 

microrganismo nasocomial patogénico reconhecida pela sua capacidade de 

sobrevivência distinta, caracterizada pela formação de biofilmes que inibem a maioria 

dos mecanismos de defesa do organismo hospedeiro (Fey, 2013). 

 Escherichia coli é uma espécie anaeróbia facultativa, gram-negativa, 

frequentemente encontrada no lúmen intestinal dos animais de sangue quente e répteis, 

motivo pelo qual é considerado um indicador de contaminação fecal. A maioria das 

estirpes de E. coli são inoquas, contudo, algumas estirpes são procutoras de toxinas 

associadas a diversas patologias. A E. coli é caracterizada pela elevada diversidade 

genética e fenotípica moldada pelo hospedeiro e pelo ambiente (Tenaillon et al., 2010). 

 Morganella morganii é uma espécie bacilar, anaeróbio facultativo, gram-

negativo, pertencente à flora normal intestinal do homem. Contudo, esta é 

frequentemente isolada em isolados clínicos de infeções nasocomiais. Na clínica é 

comum a identificação de estirpes com resistência a diversos antimicrobianos. Esta 
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estirpe é semelhante ao género Proteus, motivo pelo qual foi anteriormente classificada 

Proteus morganii (Chang et al., 2011; Engelkirk & Duben-Engelkirk, 2008).  

 Pseudomonas aeruginosa é uma espécie aeróbia, gram-negativa, com 

capacidade de adaptação a ambientes exremos devido à elevada percentagem de 

reguladores transcripcionais. A sua patogenecidade deve-se a esta bactéria utilizar 

como factor de virulência a exotoxina A que se liga ao factor de elongamento 2 dos 

microorganismos eucariotas, provocando um défice de produção de proteínas. A 

P. aeruginosa pode causar patologias infeciosas agudas ou cronicas (Franklin et al., 

2011; Frank, 2012). 

 Proteus mirabilis é uma espécie gram-negativa, anaeróbia facultativa, 

primariamente associada a infeções do trato urinário. Esta estirpe é caracterizada pela 

elevada mobilidade, assim como pela capacidade de aderência a superfícies. Na 

transição entre meios sólidos e meios líquidos, as células adaptam a sua estrutura 

flagelada através de processos de diferenciação das suas células vegetativas (Rather, 

2005). 

 Pertencente a dois dos serotipos de Salmonella enterica, a espécie Salmonella 

enteritidis e a espécie Salmonella typhimurium são bacilos gram-negativos e anaeróbios 

negativos. Estes microrganismos são caracterizados pelos antigénios O, H e Vi. A 

maioria dos serotipos de Salmonella enterica possuem flagelos, os quais lhes conferem 

mobilidade. Estes microrganismos são frequentemente associados a infeções 

gastrointestinais simples e a febre entérica (Gianella, 1996). 

 Com vista a comparar os resultados obtidos foi utilizado o antimicrobiano 

sintético de largo espetro tetraciclina (TE), em solução aquosa. A tetraciclina atua ao 

nível da inibição da síntese proteica ao impedir a ligação do aminoacil-t-RNA ao 

aceitador ribossomal. A ausência de efeitos coleterais associados à tetraciclina resultou 

na sua extensa utilização na terapêutica de infeções em humanos e animais, bem como 

em doses subterapeuticas, em animais, de modo a prevenir potenciais patologias. 

Consequentemente, o aparecimento de estirpes resistentes à TE foi notório. Contudo, 

devido à sua eficácia face a um elevado número de microrganismos, este antimicrobiano 

ainda apresenta elevada importância ao nível clínico (Chopra & Roberts, 2001). 
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3.7. Avaliação da viabilidade celular 

  

 Em microbiologia, os métodos de classificação da viabilidade celular clássicos 

assentam no paradigma: se a célula é viável tem a capacidade de se multiplicar de modo 

a formar colónias visíveis em meio sólido (Keer & Birch, 2003). Contudo, as populações 

bacterianas podem encontrar-se metabolicamente ativas, porém não são providas da 

capacidade de se multiplicarem em meio sólido. Este estado bacteriano é reversível e, 

quando as células são submetidas a condições apropriadas, podem ser reativadas e 

novamente cultiváveis (Oliver, 2005; Khan et al., 2010). Adicionalmente, é estimado que 

apenas cerca de 1% das estirpes bacterianas obtidas em amostras ambientais sejam 

cultiváveis (Davey, 2011). 

 Face ao exposto, a determinação da viabilidade celular pelo método da 

determinação da concentração mínima bactericida (CMB) pode originar resultados 

“falsos negativos”. Segundo Oliver (2005), a determinação do número total de células 

pode ser realizada recorrendo à avaliação de parâmetros como a hidrólise intracelular, 

a atividade metabólica das desidrogenases ou a integridade da membrana celular. 

Assim, no presente estudo, a viabilidade celular foi confirmada por ensaios de avaliação 

da atividade das enzimas desidrogenases. Adicionalmente, a veracidade dos resultados 

foi avaliada através da determinação da integridade da membrana, recorrendo a ensaios 

de citómetria de fluxo. 

 Os ensaios em citometria de fluxo permitem distinguir células viáveis, em início 

de apoptose, em apoptose e mortas. Durante a apoptose inúmeros eventos 

morfológicos e bioquímicos ocorrem na célula, nomeadamente, retração celular, 

danificação da membrana celular, condensação nuclear, fragmentação do DNA, 

fragmentação mitocondrial, ativação de caspases apoptóticas e externalização de 

fosfatidilserina (PS) na membrana plasmática (Engeland et al., 1998; Henry et al., 2013). 

A anexina V, uma proteína fosfolipidica, utilizada em ensaios de citómetria, apresenta 

afinidade com a PS. A sensibilidade deste método pode ser aumentada utilizando 

fluorocromos, como o iodeto de propídeo (PI) (Hingorani et al., 2011). 
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3.8. Plantas aromáticas medicinais em estudo 

 

 A família Lamiaceae é reconhecida por ser uma fonte de óleos essenciais com 

diversas propriedades biológicas. Estes apresentam impacto económico na industria da 

cosmética e dos fitoterapêuticos alternativos (Bakkali et al., 2008; González-Coloma et 

al., 2011). Neste trabalho, foram selecionadas sete plantas aromáticas desta família, 

nomeadamente, Calamintha nepeta (L.) Savi, Lavandula stoechas subsp. luisieri 

(Rozeira), Lavandula pedunculata (Mill.) (Cav.), Lavandula viridis L’Hér, Mentha 

pulegium L., Mentha spicata L. e Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) 

Bonnier & Layens. A classificação taxonómica das plantas aromáticas em estudo 

encontra-se na tabela 2. 

 

Tabela 2 Descrição taxonómica das plantas aromáticas em estudo: Calamintha nepeta (L.) Savi, Lavandula 
stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Lavandula pedunculata (Mill.) (Cav.), Lavandula viridis L’Hér, Mentha 
pulegium L., Mentha spicata L. e Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens 
(FloraOn, 2018; Flora ibérica 2018). 

Nome vulgar 
Erva-das-
azeitonas 

Rosmaninho 
Rosmaninho-

maior 
Rosmaninho-

verde 
Poejo Hortelã Oregão 

Reino Plantae 

Divisão Spermatophyta 

Subdivisão Magnoliophytina 

Ordem Lamiales 

Família Lamiaceae 

Género Calamintha Lavandula Lavandula Lavandula Mentha Mentha Origanum 

Espécie C. nepeta L. stoechas L. pedunculata L. viridis M. pulegium M. spicata O. vulgare 

Sub-espécie  luisieri     virens 

 

  

 A Calamintha nepeta (L.) Savi (Figura 3), vulgarmente conhecida como erva-das-

azeitonas, é uma planta aromática espontânea amplamente distribuída pela área 

mediterrânica (FloraOn, 2018; Baldovini et al., 2000). Esta planta perene tem uma 

aparência semelhante à hortelã comum, sendo distinguida pela sua fragrância e pelas 

suas flores brancas ou lilás (Božovic et al., 2017). É frequentemente encontrada em 

sítios secos, taludes, sebes, soutos, pinhais, prados sombrios e lugares nitrificados 

(FloraOn, 2018). Tradicionalmente, é utilizada como condimento alimentar e valorizada 

pelo seu elevado potencial farmacológico no tratamento de patologias respiratórias e 

gastrointestinais (Flamini et al., 1999). 
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Figura 3 Calamintha nepeta (L.) Savi, Herdade da Mitra, Évora. 

 

 A Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) (L. luisieri) é caracterizada pelo 

seu crescimento em arbusto pequeno, com suas inflorescências do tipo espiga, de 

coloração violeta, em forma cilíndrica (Figura 4). Esta PAM é endémica da Península 

Ibérica, sendo frequentemente encontrada em áreas semiáridas do Sul de Portugal e 

Sudoeste de Espanha (González-Coloma et al., 2011; Matos et al., 2009). Embora as 

PAMs de género Lavandula sejam amplamente utilizadas na indústria e esta espécie 

seja conhecida pela produção de OEs com composição química complexa, poucos 

estudos têm sido realizados sobre L. luisieri (Sanz et al., 2004). 

 

Figura 4 Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Herdade da Mitra, Évora. 

 

 A Lavandula pedunculata subsp. pedunculata (Mill.) (Cav.) (Figura 5) é um 

arbusto perene caracterizado pela sua folhagem verde acinzentada em forma de espiga 

podendo crescer até 70 cm. As suas flores lilases podem atingir 24 cm são cobertas por 

diversos tipos de tricomas glandulares (Baptista et al., 2015). Esta PAM, frequentemente 

encontrada na Península Ibérica, é endémica da zona noroeste de Portugal e 

frequentemente utilizada na medicina tradicional (Costa et al., 2013). 
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Figura 5 Lavandula pedunculata subsp. pedunculata (Mill.) (Cav.) (FloraOn, 2018). 

 

 A Lavandula viridis L’Hér (Figura 6) é um arbusto endémico do Sudoeste da 

Península Ibérica, com folhagem abundantemente e cor totalmente verde, 

desenvolvendo algumas flores brancas em época de floração. Devido à sua aparência, 

é vulgarmente denominada rosmaninho branco ou verde. Esta PAM tem a capacidade 

de crescer em ambiente seco e solos pobres em nutrientes. A L. viridis é 

economicamente importante na indústria dos cosméticos e perfumaria. Ao nível 

tradicional, é utilizada como biocida e tranquilizante (Dias et al., 2002; Zuzarte et al., 

2011). 

 

Figura 6 Lavandula viridis L’Hér (Flora On, 2018). 

 

 Mentha pulegium L. (Figura 7), conhecida vulgarmente como poejo e hortelã-

pimenta-mansa, é uma espécie endémica da região Mediterrânica, muito frequente em 

ambientes húmidos e leitos secos de linhas de água (FloraOn, 2018). Esta PAM 

apresenta um potencial benéfico devido ao seu efeito antimicrobiano, anti-inflamatório 

e antioxidante (Brahmi et al., 2017; Raut & Karuppayil, 2014). Na medicina tradicional é 

utilizada como analgésico, antitússico, antipirético e antisséptico. Existem também 

relatos da sua aplicabilidade como repelente (Mahboubi & Kazempour, 2009). 
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Figura 7 Mentha pulegium L. (FloraOn, 2018). 

 

 A Mentha spicata L. (Figura 8) é uma das plantas de género Mentha com maior 

reconhecimento ao nível económico. Esta PAM é originaria na Europa, África e Ásia e 

atualmente é cultivada pelo mundo inteiro (Shahbazi, 2015). Na medicina tradicional, 

esta PAM é utilizada em fitoterapia no tratamento de bronquites, sinusites, enjoos e 

como antidoto a alguns tipos de venenos (Brahmi et al., 2017). Os OEs de M. spicata 

têm sido estudados no âmbito do seu potencial antimicrobiano, sendo comprovada a 

eliminação eficaz de uma estirpe de Staphylococcus aureus MRSA (Boukhebti et al., 

2011). 

 

Figura 8 Mentha spicata L. (Jardim Botânico UTAD, 2018). 

 

 O género Origanum é caracterizado por uma elevada diversidade morfológica e 

fitoquímica. Apesar da espécie O. vulgare ser reconhecida mundialmente, algumas 

subespécies apenas se encontram em climas temperados e zonas áridas da Europa e 

Ásia (Pauli & Schilcher, 2010). As diferentes subespécies de O. vulgare são distinguidas 

pelas diferenças no indumento e cor e tamanho das brácteas e flores (Lukas et al., 

2015). As plantas de Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & 

Layens (Figura 9) apresentam flores brancas e são espontâneas em matos, prados, 
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taludes e orlas de bosques e matagais no Alentejo e em outras regiões Mediterrâncias 

(FloraOn 2018). Na medicina tradicional portuguesa, esta PAM é utilizada no tratamento 

de infeções respiratórias e cutâneas, bem como antiespasmódico (Vale-Silva et al., 

2012).  

 

Figura 9 Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens, Herdade da Mitra, Évora. 
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4. Materiais e métodos 

 

4.1. Seleção e preparação das plantas 

 

 Para o presente estudo foram selecionadas sete espécies autóctones de plantas 

aromáticas e condimentares da região Alentejo, nomeadamente, Calamintha nepeta (L.) 

Savi, Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Lavandula pedunculata subsp. 

pedunculata (Mill.) (Cav.), Lavandula viridis L’Hér, Mentha pulegium L., Mentha spicata 

L. e Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens. Procedeu-se 

à colheita da parte aérea das plantas elegidas nos locais e datas registados na tabela 

3. Apenas as PAMs L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis se encontraram no estado 

florido. A identificação das plantas foi realizada pela Profª Marízia Pereira, da 

Universidade de Évora e procedeu-se ao depósito de um exemplar de cada espécie no 

Herbário de Plantas Aromáticas da Universidade de Évora. 

 O material vegetal foi mantido em local escuro e isento de humidade, triturado e 

alíquotado, sendo, posteriormente, conservado a -20 ºC, até à extração dos OEs. 

 

Tabela 3 Local e época de colheita das plantas aromáticas medicinais em estudo. 

Planta Local de colheita Coordenadas Data de 
colheita 

C. nepeta Herdade da Mitra 38°31'52.8"N 8°00'47.6"W  maio 2016 

L. luisieri Herdade da Mitra 38°31'52.8"N 8°00'47.6"W  abril 2017 

L. pedunculata Guadalupe 38° 34′ 6″ N, 8° 1′ 33″ W  maio 2014 

L. viridis Aljustrel 37°52′36″N 8°09′58″W  abril 2017 

M. pulegium Montoito 38º30’ 18.7” N; 7º34’ 23.3” W maio 2016 

M. spicata Montoito 38º30’ 18.7” N; 7º34’ 23.3” W maio 2016 

O. vulgare Herdade da mitra 38°31'52.8"N 8°00'47.6"W  abril 2017 

 

 

4.2. Reagentes 

 

 Nos ensaios de avaliação da atividade antimicrobiana preparam-se meios de 

cultura de Nutrient Agar (NA) adquirido a Himedia, Mueller Hinton Agar (MHA) adquirido 

a Merck e Mueller Hinton Broth (MHB) adquirido a Oxoid. Nos métodos de microdiluição 
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foi utilizado dimetilsulfóxido (DMSO), polisorbato (Tween) e p-iodonitrotetrazolium (INT). 

Todos os reagentes utilizados são pró-análise e foram adquiridos a Sigma-Aldrich.Nos 

ensaios em citometria de fluxo foi utilizado iodeto de propídio (PI) e Anexin V & Dead 

Cell kit adquiridos a Merck.  

 

 

4.3. Extração dos óleos essenciais 

 

 Os óleos essenciais foram obtidos por hidrodestilação recorrendo a um sistema 

tipo Clevenger, durante 3 horas, de acordo com as recomendações da Farmacopeia 

Portuguesa, 2008 (Comissão da Farmacopeia Portuguesa, 2008). Genericamente, a 

cerca de 100 g de material vegetal foram adicionados cerca de 800 mL de água destilada 

e colocados num balão de destilação, em manta de aquecimento e adaptado o sistema 

de Clevenger. O processo de extração foi caracterizado com determinação do 

rendimento de extração, da massa volúmica e do índice de refração dos OEs. Estes 

foram armazenados a -20 ºC. 

 

 

4.4. Determinação do índice de refração 

 

 O índice de refração dos OEs foi determinado recorrendo a um refratómetro 

(Leica ABBE Mark II). As análises dos OEs foram realizadas em conformidade com as 

instruções do equipamento, após à calibração do mesmo com água bidestilada. O valor 

do índice de refração foi calculado de acordo com a fórmula: 𝜂d20 = 𝜂dt + 0.00045 (t- 

20), onde 𝜂d20 corresponde ao índice de refração a 20 ºC; 𝜂dt é o índice de refração 

medido à temperatura do laboratório e t a temperatura no momento da medição. 

 

 

4.5. Análise da composição química dos óleos essenciais por cromatografia 

gasosa (GC) 
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 A análise da composição química dos OEs foi realizada por cromatografia 

gasosa com detetor de ionização de chama (GC-FID), num cromatógrafo GC-HP 5890 

Series II. A fase estacionária utilizada foi uma coluna polar SUPELCOWAX TM 10 (30 

m x 0,25 mm x 0,25 μm) e a fase móvel foi constituída por hélio como gás de arraste, 

com um fluxo de 0,6 mL/min e razão de split de 50:1. Para separação dos óleos 

essenciais programou-se um gradiente de temperatura de 70 ºC (3 min), 70 ºC - 220 ºC 

(3 ºC/min) e 220ºC (5 min) e ajustou-se a temperatura do injetor e do detetor para 

250 ºC. O volume injetado foi de 0,2 μL de OE puro. As análises de cada uma das 

amostras foram efetuadas em triplicado. A quantificação dos componentes dos óleos 

essenciais foi determinada pelo método de normalização interna com base na área dos 

picos sem correção de fator de resposta. A identificação dos componentes foi efetuada 

por comparação dos respetivos índices de retenção (IR), calculados em relação a uma 

série homóloga de n-alcanos de C8-C20, (Sigma Aldrich) com os de padrões puros ou 

mencionados na literatura e confirmados pelo método da adição padrão (Cavaleiro et 

al., 2004; Mottram, 2007). 

 

 

4.6. Avaliação da atividade antimicrobiana 

 

 A avaliação da atividade antimicrobiana dos OEs foi realizada face a várias 

estirpes bacterianas patogénicas e/ou oportunistas Gram-positivas (Enterococcus 

faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus 

LFG 1007, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) e Gram-negativas (Escherichia 

coli ATCC 25922, Escherichia coli LFG 1003, Morganella morganii LFG 1008, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa LFG 1002, Proteus 

mirabilis LFG 1004, Salmonella enteritidis LFG 1005 e Salmonella typhimurium LFG 

1006). 

  Para o efeito, foram selecionados estudos de difusão em meio sólido e de 

microdiluição em meio líquido para determinação da concentração mínima inibitória 

(CMI), concentração mínima bactericida (CMB) e determinação do índice de 

concentração inibitória fracionada (FIC).  

 Os ensaios foram realizados foram realizados segundo as normas CLSI (Clinical 

and Laboratory Standards Institute) (NCCS, 2007) e toda a manipulação dos 
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microrganismos foi efetuada numa Câmara de Fluxo de Ar Laminar (Airstream® Class 

II Biological safety Cabinet (AC2-4E1)).  

 

 

4.6.1. Preparação das suspensões microbianas 

 

 Os microrganismos selecionados para o estudo da atividade antimicrobiana 

foram primeiramente repicados e incubados nas condições ótimas de crescimento a 

37 ºC em meio de nutriente agar (NA), durante 24 horas.  

 Posteriormente, prepararam-se as suspensões microbianas em soro fisiológico 

(0,9 %), na concentração 108 UFC/mL, utilizando como referência a turbidez 0,5 na 

escala de McFarland (Barry et al., 1999).  

 

 

4.6.2. Ensaios de difusão em meio sólido 

 

 Os ensaios de difusão em meio sólido permitem estimar a atividade 

antimicrobiana dos OEs através da dimensão do halo de inibição obtido no antibiograma 

(Lang & Buchbauer, 2012). A avaliação da sensibilidade dos microrganismos aos OEs 

em meio sólido foi efetuada em meio MHA, as placas foram inoculadas, com as 

suspensões bacterianas 0,5 McFarland, por espalhamento, para cada um dos 

microrganismos de acordo com as Normas M02-A12 (NCCS, 2007). Em cada placa e, 

para cada OE, colocaram-se três discos equidistantes de papel Whatman estéril 

(Ø=6mm), aos quais se adicionou o volume de 5 μL de OE (Martins et al., 2014). De 

modo a evitar a volatilização do OE, as placas foram pré-incubadas durante uma hora 

a 4 °C. Seguidamente, as placas foram incubadas a 37 ºC durante 24 horas (NCCLS, 

2007). Como controlo, utilizaram-se discos impregnados com 5 μL de antimicrobiano 

padrão, cloridrato de tetraciclina (TE-Cl) em solução aquosa (30 μg/mL). 

 A sensibilidade dos microrganismos aos OEs foi classificada como não sensíveis 

com halos de inibição inferiores a 6 mm, moderadamente sensíveis com halos de 

inibição entre 6 e 8 mm, sensíveis com halos de inibição entre 9 e 14 mm, muito 

sensíveis com halos de inibição entre 15 e 19 mm e extremamente sensíveis para halos 

de inibição superiores a 20 mm (Moreira et al. 2005; Ponce et al. 2003). 
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 A atividade dos OEs foi classificada como não ativo com halos de inibição 

inferiores a 6 mm, moderadamente ativos com halos de inibição entre 6 e 8 mm e 

extremamente ativos com halos de inibição superiores a 9 mm. 

 

 

4.6.3. Ensaios em meio líquido 

 

 Os ensaios em meio líquido foram realizados para avaliação da concentração 

mínima inibitória do crescimento bacteriano (CMI). Quando observado no equipamento 

estereoscópico, este valor é definido como a concentração mínima de OE que inibe o 

crescimento microbiano visível, (Delaquis et al., 2002). Este resultado é confirmado por 

turbidimetria, correspondendo, à concentração de OE necessária para inibir 90 % do 

crescimento microbiano, a 630 nm (Moreira et al., 2005). 

 Os estudos de avaliação da sensibilidade aos óleos essenciais em meio líquido 

foram efetuados em microplaca, utilizando meio MHB, com determinação da 

concentração mínima inibitória (CMI), concentração mínima bactericida (CMB) e 

avaliação da viabilidade celular com ensaio de INT.  

 Nos estudos em meio líquido foram testadas concentrações de OE entre 0,25 e 

5,0 μL/mL. Para o efeito, preparou-se uma solução inicial de OE de 100 μL/mL em 

DMSO, a partir da qual se efetuaram as restantes soluções de OE, nas concentrações 

a testar, em meio de cultura suplementado com Tween 80 a 5% e DMSO a 10%.  

 As suspensões dos microrganismos foram preparadas na concentração de 

108 UFC/mL, e posteriormente diluídas na proporção 1:100, em meio de cultura, para 

ser obtida a concentração de 106 UFC/mL, a utilizar nos ensaios em meio líquido. 

Prepararam-se controlos negativos contendo solução de meio de cultura suplementado 

com Tween 80 a 5% e DMSO 10% e meio de cultura em volumes iguais e controlos 

positivos contendo suspensão de microrganismos e a mesma solução de meio de 

cultura. Como padrão foi utilizada solução aquosa de cloridrato de tetraciclina nas 

concentrações entre 2 000 e 0,975 µg/mL. 

 Os ensaios foram realizados em microplaca, em triplicado. A cada poço 

adicionaram-se 75 μL de solução de OE/padrão e 75 μL de suspensão de 

microrganismos (106 UFC/mL). As microplacas foram incubadas a 37 ºC, durante 16 h. 

O crescimento microbiano foi avaliado recorrendo a um sistema estereoscópico 
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(Olympus SZX9) e confirmado por leitura da turbidimetria a 630 nm, para avaliação da 

CMI (NCCS, 2015). 

 Os ensaios foram realizados em microplaca, em triplicado. A cada poço 

adicionaram-se 75 μL de solução de OE/padrão e 75 μL de suspensão de 

microrganismos (106 UFC/mL). As microplacas foram incubadas a 37 ºC, durante 16 h. 

O crescimento microbiano foi avaliado recorrendo a um sistema estereoscópico 

(Olympus SZX9) e confirmado por leitura da turbidimetria a 630 nm, para avaliação da 

CMI (NCCS, 2015). Procedeu-se também à avaliação da concentração mínima 

bactericida (CMB) por inoculação das culturas onde não foi observado crescimento 

microbiano, em meio MHA a 37 ºC durante 24 horas (Martins et al., 2014).  

Paralelamente, para o estudo do crescimento de células viáveis procedeu-se à 

avaliação da atividade de desidrogenases, utilizando o reagente p-iodonitrotetrazólio 

(INT) (Bag & Chattopadhyay, 2015). As desidrogenases são enzimas oxirredutases que 

transportadoras de eletrões para as enzimas NAD+ ou NADP+. O INT compete com 

estas enzimas, interferindo com a cadeia respiratória da célula. Este, quando reduzido, 

forma iodonitrotetrazólio-formazão (INTF) (Figura 3), um composto de coloração 

vermelha (Mosher et al., 2003). Preparou-se uma solução aquosa de INT a 0,4 mg/mL 

e adicionaram-se 20 μL desta solução às microplacas, as quais foram novamente 

incubadas a 37 ºC durante uma hora. Posteriormente, procedeu-se à leitura da 

absorvância a 490 nm para avaliação da concentração de INTF formado (Baldovini et 

al., 2005). 

 

 

Figura 10 Reação de redução do INT a INTF na presença de desidrogenases viáveis (Adaptado de 
Maldonado et al., 2012). 
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4.6.4. Avaliação do efeito sinergético dos óleos essenciais 

 

 A avaliação do efeito sinergético dos OEs em estudo foi realizada através do 

método de checkerboard (Bassolé & Juliani, 2012). As soluções de OE nas 

concentrações entre 1,5 e 4 µL/mL foram preparadas seguindo a metodologia descrita 

nos ensaios de avaliação do crescimento em meio líquido. As restantes soluções (0,015 

a 1,0 µL/mL) foram efetuadas através de diluições seriadas de 1:2 utilizando meio 

suplementado com DMSO (10 %) e tween 80 (5 %). 

 Os resultados foram analisados com o mesmo procedimento descrito para os 

ensaios em meio líquido, com determinação dos valores de CMI, CMB e viabilidade 

celular. 

 O ensaio checkerboard permite também avaliar o tipo de interação que ocorre 

entre as soluções de OE através do cálculo do índice FIC (concentração inibitória 

fracionada), que nos dá uma ideia da interação presente e do efeito da mistura de OEs. 

Para o efeito  FICíndex = FICA + FICB, onde FICA e FICB correspondem ao índice FIC 

obtido para o OE A e B, respetivamente (Grbić et al., 2018). O índice FIC de cada OE 

em isolado é calculado através da seguinte fórmula: FICOE = CMI do OE em mistura/CMI 

do OE em isolado (Zengin & Baysal, 2014). A interação dos OEs em mistura foi 

considerada efeito sinergético para quando FIC ≤ 0,75, efeito aditivo com valores de FIC 

entre 0,75 e 4 e efeito antagónico para valores de FIC superiores a 4. O efeito 

sinergético foi dividido em duas classificações, segundo o valor de FIC: FIC ≤ 0,5 

sinergismo total e 0,5 < FIC ≤ 0,75 sinergismo parcial (Gallucci et al., 2009). 

 

 

4.6.5. Avaliação do efeito dos óleos essenciais nas culturas bacterianas 

em citometria de fluxo 

 

 A mistura de OEs com resultados mais promissores nos ensaios de atividade 

antibacteriana em meio líquido (C. nepeta/L. pedunculata) foi selecionada para a 

avaliação do efeito dos OEs em populações bacterianas gram-positivas (E. faecalis 

ATCC 29212 e S. aureus LFG 1007) e gram-negativas (E. coli LFG 1003 e P. aeruginosa 

LFG 1002), em citometria de fluxo. Este estudo tem como finalidade quantificar o 

decréscimo populacional da população microbiana, assim como avaliar as populações 
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de células apoptóticas e de células viáveis nas concentrações testadas, com vista a 

inferir sobre os mecanismos de ação antimicrobiana dos OEs em estudo. 

 Primeiramente, foi realizado um ensaio em meio líquido seguindo o mesmo 

procedimento do ensaio de determinação de CMI e CMB, com adição de 40 µL de OE 

de C. nepeta e 40 µL de OE de L. pedunculata, de cada uma das concentrações 

testadas (3 µL/mL a 0,06 µL/mL) e adicionou-se 80 µL de suspensão bacteriana em 

estudo. Após o período de incubação, foram determinados os valores de CMI e CMB. 

Posteriormente, o conteúdo de cada poço foi transferido para eppendorfs, os quais 

foram centrifugados a 13 000 g na temperatura 4 ºC, durante 15 minutos. Desprezou-se 

o sobrenadante e ressuspenderam-se as células com 200 µL de PBS 10x. Realizou-se 

uma nova centrifugação nas mesmas condições. Seguidamente, desprezou-se o 

sobrenadante e ressuspendeu-se as células com 100 µL de PBS 10x/BSA 1%. 

Adicionou-se 50 µL de Anexin V kit e 0,5 µL de Pi a todas as amostras. O ensaio foi 

realizado num citómetro Muse® Cell Analyzer. Em cada análise foram contabilizados 

1000 eventos. Os resultados foram analisados recorrendo ao Flowing Software 2.5.1. 

 As amostras foram também analisadas por microscopia de epifluorescência no 

microscópio BA410E Motic equipado com um conjunto de filtros Cy3 (excitação 

D540/25x, espelho dicroico 565DCLP e emissão D605/55m), FITC (excitação D480/30x, 

espelho dicroico 505DCLP e emissão D535/40m) e Cy5 (excitação D436/20x, espelho 

dicroico e emissão D480/40m). As imagens foram capturadas pela câmera Moticam 

PRO 282B e analisadas pelo software Motic Images Plus 2.0LM.  

 

 

4.7. Avaliação da letalidade em Artemia salina 

 

 A toxicidade dos OEs foi primeiramente estudada face a Artemia salina, com 

determinação da concentração letal para 50% da população (CL50). Este ensaio foi 

realizado em concordância com as indicações de Artoxkit MTM, com algumas 

modificações. Os ovos de A. salina foram colocados a eclodir numa solução salina, num 

local escuro a 25 ºC, durante 24 h.  Posteriormente, as larvas foram transferidas para 

nova solução salina e novamente incubadas durante 24 h. 

 Foram avaliadas soluções de OE com concentrações entre 0,078 e 10 mg/mL, 

preparadas a partir de uma solução de OE a 10 mg/mL, em diluições seriadas com água 

do mar sintética suplementada com DMSO (10%) e Tween 20 (1%). Foi também 
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efetuado um ensaio de controlo com solução padrão de dicromato de potássio (K2CrO7) 

em concentrações entre 100 e 1000 µg/mL. O composto padrão (K2CrO7) foi preparado 

em soluções aquosas contendo DMSO 10%.  O ensaio foi realizado em placa de 24 

poços, com nove réplicas para cada concentração. A cada poço da placa foram 

adicionados 900 μL de água do mar sintética, 100 μL de solução de concentração a 

testar e 10 A. salina. As placas foram incubadas durante a 25 ºC, durante 24 h. Foi 

efetuada a contagem do número de artémias mortas num sistema estereoscópico 

(Olympus SZX9) e elaborada a curva dose-resposta para determinação do valor de 

CL50, através do software Origin 8. 

 

 

4.8. Avaliação da toxicidade “in vivo” 

 

 A avaliação da toxicidade dos OEs in vivo foi determinada a dose letal para 50 % 

da população (DL50), através de administração por via oral em ratinhos Swiss, segundo 

as normas OECD, pelo procedimento padrão “Up and Down” (OECD, 2001) com 

avaliação dos parâmetros: catalepsia, reflexos posturais, reflexo pineal, teste de 

sensibilidade na cauda e atividade motora (Vogel & Vogel, 2013). A determinação do 

valor de DL50 foi calculada através do software AOT425StatPgm (OECD, 2001). 

 Foram formados grupos constituídos por três ratinhos, os quais foram 

alimentados com ração e água ad libitum e colocados em jejum durante as 16h 

antecedentes ao ensaio. Seguidamente, cada um dos grupos foram administrados via 

oral com uma concentração de OE de 2000 mg/kg. Quando não foram observadas 

mortes considerou-se o valor de DL50 superior a 2000 mg/kg. Quando foi observada uma 

ou mais mortes, o ensaio foi repetido, utilizando metade da concentração previamente 

testada. O manuseamento dos animais foi realizado por um investigador credenciado 

pela Direção Geral de Veterinária e pela FELASA, seguindo as recomendações do 

Comité de Ética. 
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5. Resultados e discussão 

 

5.1. Caracterização química dos óleos essenciais 

 

 Na tabela 4 apresentam-se os valores de rendimento de extração, massa 

volúmica e índice de refração dos OEs obtidos das plantas em estudo. 

 

Tabela 4 Valores de rendimento de extração, massa volúmica e índice de refração dos óleos essenciais 
em estudo. 

Óleo essencial 
Rendimento de 

extração (%) 
Massa volúmica 

(g/cm3) 
Índice de refração 

(𝜂dt) 

C. nepeta 0,44 ± 0,03 0,930 ± 0,001 1,46 ± 0,01 

L. luisieri 0,75 ± 0,07 0,942 ± 0,001 1,47 ± 0,01 

L. pedunculata 0,28 ± 0,05 0,956 ± 0,002 1,47 ± 0,01 

L. viridis 0,33 ± 0,06 0,925 ± 0,008 1,48 ± 0,01 

M. pulegium 0,21 ± 0,03 0,903 ± 0,001 1,48 ± 0,01 

M. spicata 0,46 ± 0,02 0,929 ± 0,003 1,48 ± 0,01 

O. vulgare 0,11 ± 0,02 0,909 ± 0,010 1,42 ± 0,01 

 

 O processo de hidrodestilação apresentou rendimentos de extração inferiores a 

1%, tendo sido a espécie de L. luisieri a que apresentou um maior rendimento de 

extração. O baixo rendimento de extração de OEs é comum em sistemas de 

hidrodestilação convencional, como o sistema Clevenger, devido à volatilização do OE 

(Gavahian et al., 2012). Contudo, este processo apresenta como vantagem a obtenção 

de OEs mais concentrados e o facto de evitar a aglomeração do material vegetal 

(Asbahani et al., 2015). A massa volúmica dos OEs variou entre 0,909 e 0,956 g/cm3. 

 O índice de refração é um parâmetro que permite avaliar uma propriedade física 

que permite avaliar o conetúdo em sólidos solúveis e a massa de água e que representa 

a relação entre o ângulo de incidência e o ângulo de refração, quando um feixe de luz 

passa de um meio menos denso para um meio com densidade superior. Este parâmetro 

é constante nos OEs, permitindo avaliar a sua pureza (Hong et al., 2004). Os OEs em 

estudo apresentaram índices de refração muito próximos, compreendidos entre 1,42 e 

1,48. Geralmente, o índice de refração dos OEs puros deve de encontrar-se entre 1,45 

e 1,59 (Pauli & Schilcher, 2010). 

 A caracterização química dos OEs foi realizada por GC-FID. Os resultados 

relativos aos grupos de compostos presentes na composição composição química dos 
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OEs de C. nepeta, M. pulegium, M. spicata e O. vulgare encontram-se na tabela 5 e os 

resultados relativos aos OEs de género Lavandula encontram-se na tabela 6.  

 

Tabela 5 Grupos de componentes químicos obtidos nos óleos essenciais de C. nepeta, M. pulegium, 
M. spicata e O. vulgare.  

 

% (média ± DP) 

C. nepeta M. pulegium M. spicata O. vulgare 

Grupos de componentes     

Monoterpenos hidrocarbonados (MH) 3,35 ± 0,14 0,93 ± 0,04 11,87 ± 2,67 49,16 ± 2,5 

Monoterpenos oxigenados (MO) 87,97 ± 0,83 97,08 ± 0,93 84,31 ± 5,22 47,57 ± 2,4 

Sesquiterpenos hidrocarbonados (SH) 2,45 ± 0,23 - 2,22 ± 0,01 2,84 ± 0,1 

Sesquiterpenos oxigenados (SO) - 0,81 ± 0,08 0,98 ± 0,07 - 

     

Total identificado (%) 93,77 ± 1,20 99,01 ± 0,15 99,38 ± 0,12 99,6 ± 4,9 

 

 

Tabela 6 Grupos de componentes químicos obtidos nos óleos essenciais de L. luisieri, L. pedunculata e L. 

viridis. 

 

% (média ± DP) 

L. luisieri L. pedunculata L. viridis 

Grupos de componentes (%)    

Monoterpenos hidrocarbonados (MH) 6,17 ± 0,15 17,67 ± 0,61 10,65 ± 0,11 

Monoterpenos oxigenados (MO) 78,86 ± 3,36 79,91 ± 1,47 82,02 ± 0,46 

Sesquiterpenos hidrocarbonados (SH) 6,54 ± 0,66 - 1,36 ± 0,26 

Sesquiterpenos oxigenados (SO) 4,89 ± 0,16 0,85 ± 0,03 3,67 ± 0,09 

    

Total identificado (%) 96,46 ± 4,32 98,43 ± 2,11 97,69 ± 0,92 

 

 Os OEs em estudo apresentaram uma composição química diversificada, sendo 

coincidente para todos o elevado teor em monoterpenos oxigenados (79 – 97%), com 

exceção do OE de O. vulgare que apresentou 48% de monoterpenos oxigenados. 

 

 A caracterização química dos OEs de C. nepeta, M. pulegium, M. spicata e O. 

vulgare apresenta-se na tabela 7. 
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Tabela 7 Caracterização química dos óleos essenciais de C. nepeta, M. pulegium, M. spicata e O. vulgare 

por GC-FID (coluna SulpelcovaxTM 10). 

Componentes Grupo 
Índice de 
retenção 

(IR)a
 

% (média ± DP) 

C.nepeta M. pulegium M. spicata O. vulgare 

β - Tujeno MH 919 - - - 1,0 ± 0,05 

α – Terpineno MH 1011 - - - 2,6 ± 0,13 

M - Cimeno MH 1018 - - - 13,0 ± 0,65 

α – Pineno MH 1028 0,42 ± 0,01 0,32 ± 0,01 1,18 ± 0,03 - 

E-o-Cimeno MH 1037 - - - 6,6 ± 0,33 

Canfeno MH 1071 0,81 ± 0,01 - 0,55 ± 0,01 - 

β - Pineno MH 1116 - 0,23 ± 0,01 0,97 ± 0,02 - 

Sabineno MH 1126 - - - - 

β – Mirceno MH 1162 - - 0,74 ± 0,08 1,7 ± 0,09 

α- Felandreno MH 1165 1,85 ± 0,05 - - - 

Limoneno MH 1215 - 0,28 ± 0,01 7,41 ± 0,07 - 

1,8-Cineol MO 1217 9,35 ± 0,22 0,14 ± 0,02 12,14 ± 0,07 5,3 ± 0,27 

Metil-timol MO 1238 - - - 17,7 ± 0,89 

β- Terpineno MH 1242 - - - - 

ϒ-Terpineno MH 1251 - - - 21,6 ± 1,08 

trans-

Cariofileno 
SH 1397 - - - 2,0 ± 0,1 

Fenchona MO 1420 - 1,12 ± 0,05 - - 

Germacreno-D SH 1462 - - - 1,5 ± 0,08 

Hidrato de 

sabineno 
MO 1464 0,28 ± 0,01 - - - 

Mentona MO 1465 12,91 ± 0,31 0,23 ± 0,01 - - 

ɤ - Elemeno SH 1478 - - - 1,7 ± 0,09 

Isomentona MO 1490 1,84 ± 0,01 4,90 ± 0,10 2,38 ± 0,05 - 

β - Bisablene SH 1510 - - - 2,6 ± 0,13 

Acetato de 

linalilo 
MO 1558 - - - - 

Isopulegol MO 1562 1,21 ± 0,01 0,66 ± 0,01 - - 

Isopulegona MO 1575 33,12 ± 0,04 - - - 

Pinocarvona MO 1578 - 0,54 ± 0,01 - - 

β- Cariofileno SH 1600 2,45 ± 0,23 - 2,22 ± 0,01 - 

4-Terpineol MO 1606 2,74 ± 0,06 - 7,17 ± 0,02 - 

Pulegona MO 1643 21,72 ± 0,02 79,71 ± 0,58 - 1,9 ± 0,09 

Mentol MO 1645 - - 0,63 ± 0,02 - 

trans-

Pinocarveol 
MO 1659 4,8 ± 0,15 - - - 

Isoborneol MO 1665 - - 1,20 ± 0,03 - 

Acetato de 

terpenilo 
MO 1760 - 0,48 ± 0,01 - - 

Carvona MO 1760 - - 56,61 ± 0,51 - 

Acetato de 

geranilo 
MO 1766 - - 0,69 ± 0,01 - 

Geraniol MO 1886 - - 1,19 ± 0,04 - 

Óxido de 

cariofileno 
SO 1969 - 0,81 ± 0,08 0,98 ± 0,07 - 

Timol MO 2177 - - - 20,8 ± 1,04 

Carvacrol MO 2207 - 0,14 ± 0,01 2,30 ± 0,09 - 

Legenda: a – Índices de retenção relativos a n-alcanos C8 – C22 na coluna SupelcowaxTM 10. 
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 O OE de C. nepeta apresentou como constituintes maioritários isopulegona 

(33,12%), pulegona (21,72%), mentona (12,91%) e 1,8-cineol (9,35%). O OE de M. 

pulegium apresentou como compostos maioritarios a pulegona (79,71%) e a isomentona 

(4,90%). Os componentes maioritários obtidos no OE de M. spicata foram carvona 

(56,61%), 1,8-cineol (12,14%), mirceno (7,41%) e 4-terpineol (7,17%). O OE de O. 

vulgare apresentou como compostos maioritários ɤ-terpineno (21,6%), timol (20,8%), 

metil-timol (17,7%) e M-cimeno (13,0%). O OE de L. luisieri em estudo apresentou 

compostos derivados do necrodano como compostos maioritários, nomeadamente, 

acetato de α-necrodilo (20,49%) e α-necrodol (8,38%). Este OE também apresentou 

como compostos maioritários 4-terpineol (15,88%), 1,8-cineol (10,94%) e isoborneol 

(5,73%). O OE de L. pedunculata apresentou como compostos maioritários fenchona 

(44,05%), cânfora (20,90%), α-pineno (5,52%) e limoneno (5,25%). A composição 

química obtida no OE de L. viridis foi caracterizada pelos compostos maioritários 1,8-

cineol (49,17%), cânfora (12,36%), linalol (7,23%) e α-pineno (6,83%). 

 O OE de C. nepeta é distinguido pelo seu polimorfismo químico e variabilidade 

intraespecífica. Contudo, a maioria destes OEs têm em comum a predominância de 

monoterpenos, pertencentes às unidades oxigenadas C-3 p-mentanos, como a 

pulegona (Baldovini et al., 2005; Božović et al., 2017). Negro et al. (2013) relataram a 

variabilidade intraespecífica de OEs de C. nepeta originária de Itália, ao identificar quatro 

quimiotipos distintos através dos seus componentes maioritários, designadamente, 

óxido de piperitona/óxido de piperite nona, óxido de piperitonona, piperitonona/mentona 

e pulegona/mentona. Estudos de Marongiu et al., (2010) sobre a C. nepeta portuguesa 

revelaram a presença de um quimiotipo diferente, maioritariamente composto por 

isomentona, 1,8-cineol e trans-isopulegona. Neste estudo é também relatada a 

diferença na composição química dos OEs quando utilizados dois métodos de extração 

de OE diferentes, hidrodestilação e extração através de fluído supercrítico. Os autores 

reportam diferenças na composição química devido à solubilidade de alguns 

componentes em água, resultando numa extração menos eficiente dos mesmos. 

Baldovini et al. (2000) estudaram a evolução do OE de C. nepeta de origem francesa, 

durante o ciclo vegetativo da PAM (desde maio até novembro). Durante todo o estudo 

ocorreu a predominância de pulegona (63-78%), contudo, a partir do mês de setembro 

é observada uma diminuição progressiva deste composto, acompanhada pelo aumento 

de mentona (8,7- 37,4%), sugerindo uma correlação negativa entre os dois compostos.  

 De acordo com a bibliografia, os OEs de M. pulegium apresentam elevada 

variabilidade na composição química, onde os componentes maioritários são pulegona, 

mentona, piperitona, piperitenona e mentol (Brahmi et al., 2017). Estudos de Teixeira et 
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al., (2013) relativos a M. pulegium do centro de Portugal revelaram que o OE desta PAM 

é constituidos essencialmente por mentona e pulegona. Num outro estudo o OE de M. 

pulegium da mesma região, apresentou como composto maioritário a pulegona, 

comcerca de 80% (Reis-Vasco et al. (1999). Mata et al., (2007) referem que o OE de M. 

pulegium do leste de Portugal apresenta pulegona e piperitona como compostos 

maioritários Boukhebti et al. (2011) apresentam um quimiotipo de M. pulegium da Algeri 

contendo como compostos maioritários, pulegona, mentona, piperitona, isomentona e 

limoneno. Díaz-maroto et al. (2007) realizou um estudo sobre M. pulegium de Espanha, 

no qual obteve OE com compostos maioritários pulegona e óxido de piperitona em todas 

as amostras. Ait-ouazzou et al., (2012) estudaram OE de M. pulegium de origem 

marroquina, o qual apresentou como compostos maioritários pulegona, piperitona, 

isopulegona e óxido de cis-piperitona. Neste estudo, a pulegona foi o composto mais 

abundante do OE testado. Petrakis et al. (2009) analisaram vária amostras de OE de M. 

pulegium da Grécia, nas quais obtiveram como componente maioritário a pulegona, 

seguida de isomentona, mentona, piperitona e cis-isopulegona. Em uma amostra, os 

autores detetaram que o componente maioritário foi a piperitona, seguida de 

isomentona. 

 Na bibliografia, são referidos vários quimiotipos de OE de M. spicata, de acordo 

com os seus compostos maioritários, nomeadamente, carvona, pulegona, linalol, 

piperitona, óxido de piperitona, mentona/isomentona, pulegona/mentona/isomentona e 

pulegona/piperitona (Hua et al., 2011; Snoussi et al., 2015).  Estudos realizados por 

Martins et al. (2012) sobre OEs de M. spicata portuguesa (Alentejo) apresentaram a 

carvona e o limoneno como compostos maioritários. Vian et al. (2008) estudaram a 

composição química de OEs de M. spicata, obtida no mercado local (França), 

recorrendo a dois métodos de extração. Para ambos os métodos de extração os OEs 

apresentaram a carvona como composto maioritário, seguida de cis-carveol e limoneno. 

Estudos de Soković et al. (2010) relativos a M. spicata originária na Sérvia, 

demonstraram como compostos maioritários carvona, mentona e limoneno. Hua et al. 

(2011) estudaram várias amostras de M. spicata originária de vários locais da China. Os 

autores reportam a existência de diferentes químiotipos entre as amostras. A maioria 

dos OEs de M. spicata apresentam carvona como composto maioritário. Os autores 

relatam também a presença de óxido de piperitona como composto maioritário de 

pulegona como composto maioritário em 2 outras amostras de M. spicata. Estudos de 

Snoussi et al. (2015) relativos a OE de M. spicata da Tunísia descrevem um quimiotipo 

carvona/limoneno que contém vários compostos maioritários, nomeadamente, carvona, 

limoneno, 1,8-cineol, β-pineno, cis-hidrocarvona e cis-hidrocarveol. 
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 Estudos de Teixeira et al., (2013) relativos a OE de O. vulgare originário em 

Portugal (Ribatejo) apresentaram como compostos maioritários do OE carvacrol, timol, 

álcool de β-fenchilo e α-terpineol. Azizi et al. (2009), estudaram OEs de populações de 

O. vulgare da Alemanha, as quais apresentaram como composto maioritário o carvacrol, 

com concentração acima de 70%. Neste estudo foram também obtidas concentrações 

significativas de ɤ-terpineno e p-cimento em todas as amostras. D’Antuono et al. (2000) 

estudaram amostras de OE de O. vulgare oriundas de Itália, as quais apresentaram 

variabilidade na composição química e foram divididas em três quimiotipos, 

designadamente, grupo da via biossintética carvacrol/timol, grupo com elevado 

conteúdo em linalol e sesquiterpenos e grupo caracterizado pelo elevado conteúdo em 

sesquiterpenos. Mockute et al. (2001) realizaram estudos a amostras de OE originário 

de PAMs colhidas na Lituânia, as quais têm em comum o elevado conteúdo em β-O-

cimeno, seguido de germacreno-D, β-cariofileno e sabineno. Estudos realizados por 

Sahin et al. (2004) a OE de O. vulgare originário na Turquia apresentaram uma 

composição química diversificada, tendo sido obtidos como compostos maioritários 

cariofileno, espatulenol, germacreno-D e α-terpineol. Segundo os mesmos autores, são 

conhecidos dois quimiotipos deste OE, nomeadamente, carvacrol/timol e 

germacreno-D/terpine-4-ol.  

 A caracterização química dos OEs de L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis 

apresenta-se na tabela 8. 

 Os OEs de PAMs do género Lavandula são caracterizados pela sua composição 

química complexa constituída por monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados, esteres, 

óxidos e cetonas (Woronuk et al., 2011). De modo geral, a composição química destes 

OEs apresenta por linalol, acetato de linalilo e 1,8-cineol, onde as concentrações destes 

compostos dependem entre espécies (Roller et al., 2009). 

 OEs de L. luisieri apresentam uma composição química particular, onde são 

encontrados compostos monoterpénicos irregulares derivados de necrodano. Estes 

compostos são extremamente raros na natureza e apenas foram anteriormente isolados 

a partir de um besouro sul americano (Necrodes surinamensis) e de L. luisieri (Lavoine-

Hanneguelle & Casabianca, 2004). Arantes et al., (2016) estudaram OE de L. luisieri 

portuguesa da região Alentejo, a qual apresentou como componentes maioritários 1,8-

cineol, acetato de trans-α-necrodilo, lavandulol e E-cariofileno. Neste estudo, os 

compostos derivados de necrodano predominaram a composição química do OE.  
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Tabela 8 Caracterização química dos óleos essenciais de L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis por GC-FID 

(coluna SulpelcovaxTM 10). 

Componentes 
 

Grupo 

Índice de 
retenção 

(IR)a
 

% (média ± DP) 

L. luisieri L. pedunculata L. viridis 

α – Pineno MH 1028 1,16 ± 0,04 5,52 ± 0,06 6,83 ± 0,07 

Canfeno MH 1071 0,42 ± 0,01 - 2,02 ± 0,02 

β - Pineno MH 1116 4,02 ± 0,09 2,04 ± 0,24 1,80 ± 0,02 

α- Terpineno MH  - 4,86 ± 0,13 - 

Limoneno MH 1215 - 5,25 ± 0,18 - 

1,8-Cineol        MO 1217 10,94 ± 0,26 0,79 ± 0,08 49,17 ± 0,13 

Fenchona MO 1408 2,24 ± 0,07 44,05 ± 0,08 - 

Hidrato de sabineno MO 1464 - - 0,96 ± 0,01 

Cânfora MO 1515 0,92 ± 0,02 20,90 ± 0,05 12,36 ± 0,13 

Linalol  1532 3,63 ± 0,15 3,37 ± 0,11 7,23 ± 0,02 

Pinocarvona MO 1562 - 2,34 ± 0,09 - 

Acetato de α- 

Necrodilo 

MO 1590 20,49 ± 0,51 - - 

Acetato de Bornilo   MO 1597 - 2,25 ± 0,20 0,92 ± 0,01 

β - Cariofileno SH 1600 5,78 ± 0,61 - - 

Acetato de 

lavandulilo 

MO 1603 4,26 ± 0,25 - - 

4-Terpineol MO 1606 15,88 ± 0,27 0,72 ± 0,44 - 

allo-Aromadendreno SH 1637 0,76 ± 0,05 - - 

Verbenol MO 1648 - - 1,09 ± 0,01 

α - Necrodol MO 1657 8,38 ± 0,88 - - 

Isoborneol MO 1668 5,73 ± 0,53 - 1,02 ± 0,01 

Lavandulol MO 1677 1,01 ± 0,22 - - 

Acetato de Mirtenilo MO 1680 0,78 ± 0,03 - - 

Borneol MO 1695 0,60 ± 0,02 1,35 ± 0,12 - 

Verbenona MO 1704 - 2,90 ± 0,28  

α-Terpineol MO 1711 0,40 ± 0,07 1,23 ± 0,10 4,36 ± 0,06 

α-Selineno SH 1717 - - 1,36 ± 0,26 

Acetato de nerilo MO 1720 0,84 ± 0,01 - - 

Acetato de terpinilo MO 1760 1,89 ± 0,06 - 2,02 ± 0,02 

Acetato de geranilo MO 1766 - - 2,89 ± 0,05 

Mirtenol MO 1803 0,87 ± 0,01 - - 

Óxido de cariofileno SO 1969 0,71 ± 0,02 0,85 ± 0,03 0,93 ± 0,03 

Viridiflorol SO 2073 2,79 ± 0,10 - - 

α-Copaene-8-ol SO 2078 0,81 ± 0,02 - - 

A-Cadinolol SO 2221 0,58 ± 0,01 - 2,74 ± 0,06 

Legenda: a – Índices de retenção relativos a C8 – C22 n-alcanos na coluna SupelcowaxTM 10. 

  

 Noutro estudo relativo a OEs de L. luisieri originária do centro e sul de Portugal 

é igualmente relatado o elevado conteúdo em derivados de necrodano na composição 

do OE (Zuzarte et al., 2012). Neste estudo foram relatadas diferenças significativas entre 

os componentes maioritários dos OEs, nomeadamente, 1,8-cineol (6,4% vs 33,9%), 

fenchona (0% vs 18,2%) e acetato de trans-α-necrodilo (17,4% vs 3,2%). De modo 

concordante com restantes estudos sobre L. luisieri autóctone de Portugal, González-

Coloma et al., 2011 encontraram  uma composição química rica em acetato de trans-α-
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necrodilo, β-selineno, trans-α-necrodol, fenchona, cineol, viridiflorol e cânfora. Estudos 

de Sanz et al., (2004) relativos a OE de L. luisieri espanhola originários de folhas e flores 

da PAM, relatam a predominância de cânfora e 1,8-cineol em OE proveniente das folhas 

e canfora, 1,8-cineol e fenchona em OE proveniente das flores. Contrariamente aos 

estudos do OE português, em todas as amostras testadas foram obtidas concentrações 

de cetonas e derivados de necrodilo reduzidas. 

 De acordo com a bibliografia, três quimiotipos de OE de L. pedunculata de 

acordo com os compostos maioritários, nomeadamente, 1,8-cineol, 1,8-cineol/cânfora e 

fenchona (Zuzarte et al., 2010). Costa et al., (2013) descreve a presença de um 

quimiotipo principal do OE de L. pedunculata caracterizado pela presença de 1,8-cineol, 

o qual se divide em dois sub-grupos que diferem entre si de acordo com a concentração 

do OE neste composto e em cânfora. Benabdelkader et al., (2015) realizaram um estudo 

sobre o OE desta PAM originária no ocidente de Portugal, onde descrevem a presença 

do químiotipo rico em fenchona, no qual este composto juntamente com a sua forma 

reduzida, fenchol, completavam 48% da composição química do OE. Este OE 

apresentou também 1,8-cineol como componente maioritário. Matos et al. (2009) 

realizaram um estudo com OE de L. pedunculata do sul de Portugal, no qual obtiveram 

como componentes maioritários a fenchona e a cânfora. De modo concordante, num 

outro estudo sobre L. pedunculata do sul de Portugal realizado por Costa et al. (2015), 

são reportados como componentes maioritários fenchona e cânfora. Apesar de serem 

observadas algumas diferenças no conteúdo dos compostos minoritários, os resultados 

obtidos são concordantes com os estudos apresentados relativos às espécies 

portuguesas. Segundo Aprotosoaie et al. (2017) vários estudos revelam concentrações 

em cânfora nos OEs de L. pedunculata portuguesa e espanhola. Estudos de Bouazama 

et al., (2017) realizados a OE de L. pedunculata marroquina descrevem a constituição 

química do OE rica em cânfora, canfeno e 1,8-cineol.  

 A composição química de OEs de L. viridis de origem portuguesa e espanhola 

apresenta elevada homogeneidade, tendo como compostos maioritários 1,8-cineol e 

cânfora (Lis-Balchin, 2003). A composição química obtida neste OE é concordante com 

estes estudos, apresentando elevada concentração em 1,8-cineol (49,17%) e cânfora 

(12,36%). De modo concordante, Matos et al., (2009) realizaram um estudo sobre L. 

viridis do sul de Portugal, contudo, apenas reporta 1,8-cineol e cânfora como 

componentes maioritários. Por outro lado, Costa et al. (2015) apresenta o OE de L. 

viridis da mesma região constutido maioritariamente por cânfora. Zuzarte et al., (2011) 

descrevem o OE de L. viridis portuguesa com mais do que dois compostos maioritários, 

nomeadamente, 1,8-cineol, cânfora, α-pineno e linalol. Estudos de Nogueira & Romano 
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(2002) sobre L. viridis do sul de Portugal e amostras desta planta obtida através de 

micropropagação reportam que em todas as espécies os componentes maioritários 

desta PAM são coincidentes, nomeadamente, 1,8-cineol, cânfora, borneol e α-terpineol. 

Num estudo semelhante sobre esta PAM colhida na mesma região, Gonçalves et al., 

(2008) apenas reportam 1,8-cineol e cânfora como os componentes maioritários de 

todos os OEs analisados.   

 

 

5.2. Avaliação da sensibilidade microbiana 

 

 Para a análise da sensibilidade dos microrganismos aos OEs foi realizado o 

ensaio de difusão em meio sólido. Na tabela 9 encontram-se apresentados os halos de 

inibição obtidos face às estirpes bacterianas. De modo geral, os OEs apresentaram 

elevado potencial inibitório do crescimento das estirpes bacterianas em estudo.  

 Comparativamente aos OEs estudados, o OE de O. vulgare revelou maior 

eficácia, com atividade extrema face a todos os microrganismos estudados, 

apresentando inibição total do crescimento de todos os microrganismos estudados, 

exceto a estirpe P. aeruginosa LFG 1002, para a qual apresentou um halo de inibição 

de 9,6 mm. Estes resultados estão em concordância com estudos de Dorman & Deans 

(2000) que apresentam uma elevada eficácia do OE de O. vulgare face a 25 estirpes 

bacterianas patogénicas.  Lambert et al. (2001) relatam que este OE altera a integridade 

da membrana bacteriana e afeta a homeostase do pH e, consequentemente, o equilíbrio 

iónico da célula. 

 Os OEs de C. nepeta e M. spicata apresentaram eficácia face a um largo número 

de estirpes bacterianas, com valores de halos de inibição acima de 9,1 mm, não tendo 

apenas apresentado atividade para a estirpe P. aeruginosa LFG 1002. Esta espécie 

bacteriana é conhecida pela frequente aquisição de resistência a agentes 

antimicrobianos (Aloush et al., 2006). 

 Segundo Cavanagh & Wilkinson (2005), os OEs de Lavandula são eficazes face 

a estirpes resistentes a antimicrobianos utilizados na clínica, tais como, S. aureus MRSA 

e Enterococus VRE. Este resultado foi observado nos ensaios realizados a S. aureus 

LFG 1007, para a qual todos os OEs foram extremamente ativos, com halos de inibição 

compreendidos entre 10,4 e 21,8 mm. 
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 O OE de L. pedunculata é destacado pelos seus resultados muito distintos onde 

não apresenta qualquer atividade antibacteriana ou é extremamente ativo. A 

composição química deste OE é muito diversificada e vários estudos reportam o efeito 

sinergético entre os seus componentes, sendo possível obter resultados diversificados 

para este OE (Mahboubi & Kazempour, 2009; N’dédianhoua et al. 2014). Este OE 

revelou ser extremamente ativo face às estirpes gram-positivas, com halos de inibição 

superiores a 16,2 mm. 

 

Tabela 9 Atividade antimicrobiana dos óleos essenciais e antimicrobiano padrão cloridrato de tetraciclina 
(TE-Cl) face a estirpes bacterianas, representada por halos de inibição (mm). 

 

Halo de inibição (mm) 

Calamintha 
nepeta 
(5 µL) 

Lavandula 
luisieri 
(5 µL) 

Lavandula 
pedunculata 

(5 µL) 

Lavandula 
viridis 
(5 µL) 

Mentha 
pulegium 

(5 µL) 

Mentha 
spicata 
(5 µL) 

Origanum 
vulgare 
(5 µL) 

TE-Cl 
(30 µg) 

E. faecalis 
ATCC 29212 

i.t. s.i. 17,4 ± 2,0 8,0 ± 0,6 18,11 ± 1,9 7,7 ± 1,9 i.t. 11,1 ± 0,5 

S. aureus 
ATCC 29213 

26,2 ± 1,16 10,2 ± 1,0 29,9 ± 3,6 36,9 ± 5,1 25,3 ± 0,9 22,3 ± 0,9 i.t. 29,2 ± 0,4 

S. aureus 
LFG 1007 

i.t. 24,1 ± 3,3 24,1 ± 1,0 10,3 ± 1,2 30,7 ± 2,2 31,9 ± 2,2 i.t. 
37,2 ± 
0,51 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

i.t. i.t. 16,2 ± 0,2 s.i. 17,9 ± 2,3 18,4 ± 2.3 i.t. 9,9 ± 0,5 

E. coli 
ATCC 25922 

24,0 ± 5,7 22,3 ± 4,5 i.t. i.t. 17,0 ± 1,0 15,4 ± 1,6 i.t. 24,7 ± 0,6 

E. coli 
LFG 1003 

11,2 ± 1,7 11,9 ± 0,8 12,7 ± 0,3 s.i. 12,0 ± 0,5 9,7 ± 0,3 i.t. 6,7 ± 0,3 

M. morganii 
LFG 1008 

16,2 ± 1,8 21,3 ± 3,3 14,4 ± 1,0 10,6 ± 1,4 23,0 ± 3,0 i.t. i.t. 22,3 ± 1,8 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

19,7 ± 4,7 28,4 ± 2,3 s.i. s.i. 13,0 ± 1,0 9,1 ± 0,2 i.t. 36,7 ± 1,2 

P. aeruginosa 
LFG 1002 

s.i. 9,3 ± 0,6 s.i. s.i. 10,0 ± 2,0 s.i. 9,6 ± 1,9 17,6 ± 0,5 

P. mirabilis 
LFG 1004 

11,1 ± 1,5 10,4 ± 3,9 21,8 ± 2,3 11,6 ± 3,5 14,0 ± 0,5 8,8 ± 1,0 i.t. 7,3 ± 0,7 

S. enteritidis 
LFG 1005 

14,7 ± 1,4 8,6 ± 0,2 s.i. 7,7 ± 4,4 12,0 ± 0,5 10,8 ± 0,5 i.t. 25,1 ± 0,5 

S. typhimurium 
LFG 1006 

12,9 ± 0,8 25,8 ± 0,5 s.i. s.i. 11,0 ± 2,0 9,2 ± 0,8 i.t. 6,7 ± 0,3 

Legenda: TE-Cl – cloridrato de tetraciclina; i.t. – inibição total; s.i. – sem inibição. 

  

 O OE de M. pulegium é descrito na bibliografia pelo seu elevado potencial 

antimicrobiano em ensaios de difusão em meio sólido. Este facto é particularmente 

verificado face a estirpes bacterianas gram-positivas (Ait-ouazzou et al., 2012; Hajlaoui 

et al., 2009).   

 Os OEs de C. nepeta, L. pedunculata, L. viridis e M. spicata apresentaram maior 

atividade face a estirpes gram-positivas. Este facto está associado com a interação do 

OE diretamente com a membrana celular, devido a estirpes bacterianas não possuírem 
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membrana exterior composta por lipossacarídeos (Yap et al., 2013). Por outro lado, o 

OE de L. luisieri não apresenta diferenças significativas entre as estirpes gram-positivas 

e gram-negativas. Esta igualdade na sensibilidade dos OEs é elucidada pelo facto de a 

membrana lipídica apenas retardar a ação dos OEs (Fisher & Phillips, 2008). Assim, é 

esperado que os OEs com maior eficácia para as estirpes gram-positivas também a 

apresentem para as restantes estirpes se o tempo de exposição ao OE for aumentado.  

 As estirpes de S. aureus foram as mais sensíveis aos OEs, comparativamente 

com as restantes estirpes bacterianas. Estas foram extremamente sensíveis à maioria 

dos OEs, com halos de inibição superiores a 22 mm. Estudos revelaram que o 

composoto 4-terpineol, presente em diversos OEs, provoca a perda de conteúdo 

citoplasmático de S. aureus (Tserennadmid et al., 2011). A estes resultados existem 

duas exceções, nomeadamente o OE de L. luisieri face a S. aureus ATCC 29213 e o 

OE de L. viridis face a S. aureus LFG 1007. No entanto, em ambos os resultados as 

estirpes apresentaram sensibilidade aos OEs com halos de inibição superiores a 10 mm. 

 Os procedimentos de difusão em meio sólido são importantes para a avaliação 

da atividade dos OEs. No entanto, a solubilidade do OE em água pode influenciar os 

resultados, reduzindo a atividade dos compostos pouco solúveis em água. 

Consequentemente, os OEs com elevada concentração de compostos lipofílicos 

apresentam halos de inibição menores. Adicionalmente, os coeficientes de difusão não 

são coincidentes para todos os compostos presentes nos OEs, podendo este fator afetar 

negativamente o resultado do ensaio (Pauli & Schilcher, 2010). 

 

 

5.3. Determinação da concentração mínima inibitória e concentração mínima 

bactericida 

 

 Para avaliação da sensibilidade das estirpes bacterianas aos OEs, foram 

também realizados ensaios em meio líquido com OEs isolados, com vista à 

determinação dos valores de concentração mínima inibitória (CMI) e concentração 

mínima bactericida (CMB) de modo a poder inferir sobre o potencial bacteriostático e/ou 

bactericida dos OEs em estudo. Os valores de CMI foram determinados tendo em 

consideração três procedimentos, nomeadamente, recorrendo ao equipamento 

estereoscópico, determinação da turbidimetria da suspensão microbiana e 
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determinação da atividade das desidrogenases. Na tabela 10 apresentam-se os valores 

de CMI dos OEs, obtidos através dos ensaios de microdiluição em meio líquido. 

 Os OEs apresentaram um largo espetro de ação antibacteriano, com valores de 

CMI compreendidos entre 0,5 e 5,0 µL/mL para a maioria das estirpes bacterianas 

testadas. 

 

Tabela 10 Valores de concentração mínima inibitória (CMI) obtidos para os óleos essenciais (OEs) e para 
o antimicrobiano padrão cloridrato de tetraciclina (TE-Cl) testados, face a estirpes bacterianas patogénicas. 

 

Valores de CMI 

Óleos essenciais (µL/mL) Padrão 
(µg/mL) 

Calamintha 
nepeta 

Lavandula 
luisieri 

Lavandula 
pedunculata 

Lavandula 
viridis 

Mentha 
pulegium 

Mentha 
spicata 

Origanum 
vulgare 

TE-Cl 

E. faecalis 
ATCC 29212 

4,0 > 3,0 3,0 > 3,0 3,0 4,0 3,0 3,91 

S. aureus 
ATCC 29213 

4,0 1,5 > 3,0 > 3,0 3,0 3,0 2,0 0,98 

S. aureus 
LFG 1007 

1,1 1,0 2,0 0,5 2,0 3,0 1,5 0,98 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

5,0 2,0 > 3,0 > 3,0 3,0 3,0 3,0 31,3 

E. coli 
ATCC 25922 

1,6 3,0 1,5 2,0 2,0 2,0 2,0 62,5 

E. coli 
LFG 1003 

3,2 3,0 > 3,0 > 3,0 2,0 2,0 2,0 125,0 

M. morganii 
LFG 1008 

4,3 > 3,0 2,0 2,0 4,0 5,0 1,5 31,25 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

4,0 > 3,0 1,5 3,0 4,0 5,0 1,5 125,0 

P. aeruginosa 
LFG 1002 

0,5 0,5 3,0 3,0 3,0 4,0 1,5 1,95 

P. mirabilis 
LFG 1004 

4,3 1,5 1,5 1,5 3,0 3,0 3,0 62,5 

S. enteritidis 
LFG 1005 

3,2 > 3,0 3,0 > 3,0 3,0 3,0 2,0 1,91 

S. typhimurium 
LFG 1006 

3,2 3,0 > 3,0 > 3,0 3,0 4,0 3,0 62,5 

Legenda: TE-CL – Cloridrato de tetraciclina. 

 

 O óleo essencial de C. nepeta apresentou valores de CMI reduzidos face às 

estirpes S. aureus LFG 1007 e P. aeruginosa LFG 1002, 1,1 e 0,5 µL/mL, 

respetivamente.  O OE de L. luisieri demonstrou maior atividade face às estirpes de S. 

aureus ATCC 29213, S. aureus LFG 1007, S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa 

LFG 1002 e P. mirabilis LFG 04, com valores de CMI compreendidos entre 0,5 e 2 

µL/mL. O OE de L. pedunculata apresentou maior potencial antimicrobiano face a 

microrganismos gram-negativos, no entanto os valores de CMI obtidos para este OE 

foram elevados, encontrando-se entre 1,5 e > 3,0 µL/mL. O OE de L. viridis apresentou 
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menor eficácia na inibição do crescimento microbiano, comparativamente aos restantes 

OEs em estudo. No entanto, este OE revelou valores de CMI reduzidos para as estirpes 

S. aureus LFG 1007 e P. mirabilis, com concentrações de 0,5 e 1,5 µL/mL, 

respetivamente. O OE de M. pulegium apresentou capacidade de inibição das estirpes 

bacterianas, contudo, os valores de CMI obtidos foram consideravelmente elevados 

compreendidos entre 2,0 e 4,0 µL/mL. As estirpes bacterianas de E. coli ATCC 25922, 

E. coli LFG 1003 e S. aureus LFG 1007 apresentaram maior sensibilidade a este OE, 

com valores de CMI de 2,0 µL/mL. De modo semelhante ao OE de M. pulegium, o OE 

de M. spicata apresentou potencial inibitório do crescimento das estirpes testadas, 

porém, com valores de CMI elevados (entre 2,0 e 5,0 µL/mL). De modo de concordante 

com ensaio de difusão em meio sólido, o OE de O. vulgare apresentou elevado potencial 

inibitório do crescimento bacteriano para todas as estirpes testadas, com valores de CMI 

compreendidos entre 1,5 e 3,0 µL/mL. As estirpes de E. coli foram suscetíveis ao OE, 

com valores de CMI de 2,0 µL/mL. 

Diversos ensaios in vitro demonstram que os terpenos possuem potencial 

antimicrobiano reduzido quando aplicados em isolado, sugerindo que a sua eficácia face 

a microrganismos é resultante de interações sinergéticas com outros compostos 

presentes nos OEs (Hyldgaard et al., 2012). Por outro lado, os terpenoides são agentes 

lipofílicos que alteram a permeabilidade da membrana celular. Adicionalmente, estes 

compostos reagem com mecanismos enzimáticos celulares produtores de ATP. A 

atividade antimicrobiana destes compostos é fortemente associada aos seus grupos 

funcionais (Cox et al., 2000; Dagli et al., 2015; Hyldgaard et al., 2012). 

 A atividade antimicrobiana do OE de C. nepeta é frequentemente atribuída à 

elevada presença de compostos monoterpénicos. Alguns autores defendem que esta 

pode estar relacionada com a presença de 1,8-cineol na sua composição química, 

devido à atividade antimicrobiana deste composto (Božović & Ragno, 2017). Flamini et 

al., (1999) associam a atividade antimicrobiana de C. nepeta exclusivamente à presença 

de pulegona na sua constituição. Um outro estudo também associa a atividade 

antibacteriana destes OEs face às estirpes de S. aureus e S. typhimurium com a elevada 

concentração de pulegona (Duru et al. 2004).  

 A gama de resultados diversificada obtida para os três OEs de Lavandula é 

atribuída ao facto de, apesar de estes OEs apresentarem uma composição química 

semelhante, os seus componentes maioritários encontram-se em diferentes 

concentrações, resultando num aumento ou diminuição de eficácia face a determinadas 

estirpes (Cavanagh & Wilkinson, 2005). Por outro lado, diversos estudos não 
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apresentaram uma correlação entre a concentração dos compostos maioritários e o 

potencial inibitório do OE, sugerindo que os componentes minoritários também 

desempenham uma função importante na eficácia do OE (Cavanagh & Wilkinson, 2002; 

Lis-Balchin et al., 1998). 

 Contrariamente aos resultados obtidos para as restantes OEs de género 

Lavandula, o OE de L. luisieri apresentou maior eficácia face a estirpes gram-positivas. 

Este resultado é concordante com vários estudos anteriormente realizados (Arantes et 

al., 2016; Baldovini et al., 2005). OEs com elevado conteúdo em 1,8-cineol 

demonstraram atividade antimicrobiana face à grande maioria das estirpes bacterianas 

testadas (Koroch et al., 2007). Tendo em consideração que o OE de L. luisieri em estudo 

apresenta na sua constituição 10,94% deste composto, é esperado que a sua atividade 

antibacteriana seja em parte atribuída à presença do mesmo. Zuzarte et al. (2012) 

realizaram estudos da capacidade antifúngica de vários OEs de L. luisieri relativamente 

à sua concentração em derivados de necrodrano, concluindo que este composto 

aumentava o potencial antimicrobiano do OE. 

 Diversos autores atribuem a atividade antimicrobiana do OE de L. pedunculata 

à presença de 1,8-cineol e cânfora na sua composição química (Bouazama et al., 2017; 

Zuzarte et al., 2009). Nas células, a cânfora destabiliza a membrana fosfolipídica, 

interage com as proteínas membranares e atua como permutador protónico, reduzindo 

o gradiente de pH ao longo da membrana. Este composto é considerado um potente 

agente antimicrobiano, sendo esperado elevado potencial antibacteriano de OEs com 

elevada concentração de cânfora (Bouazama et al., 2017). No entanto, estudos de 

Mahboubi & Kazempour (2009) reportam maior atividade antimicrobiana da cânfora 

relativamente ao OE, sugerindo a ocorrência de efeito antagónico entre os componentes 

do OE, que resulta numa perda de atividade do mesmo.  

 A menor eficácia aobservada pelo OE de L. viridis, à semelhança também do OE 

de L. pedunculata, poderá ser devida ao efeito antagónico dos seus constituintes 

maioritários, 1,8-cineol (49,17%) e cânfora (12,36%), referido por alguns autores 

(Mahboubi & Kazempour, 2009).  

 O OE de L. viridis apresentou menor eficácia na inibição do crescimento 

microbiano, comparativamente aos restantes OEs em estudo. No entanto, este OE 

revelou valores de CMI reduzidos para as estirpes S. aureus LFG 1007 e P. mirabilis, 

com concentrações de 0,5 e 1,5 µL/mL, respetivamente. Este OE é composto 

maioritariamente por 1,8-cineol (49,17%) e cânfora (12,36%). Assim, à semelhança do 
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OE de L. pedunculata, é possível ter ocorrido uma perda da atividade antimicrobiana 

devido ao efeito antagónico destes compostos.   

 Os resultados obtidos para o OE de M. pulegium face às estirpes de E. coli e de 

S. aureus são concordantes com estudos de Mahboubi & Kazempour (2009), que 

reportam alguma sensibilidade destas estirpes ao OE de M. pulegium. As estirpes M. 

morganii e P. aeruginosa ATCC 27853 apresentaram menor sensibilidade ao OE, para 

as quais se obtiveram valores de CMI de 4,0 µL/mL. A resistência de estirpes de P. 

aeruginosa ATCC foi anteriormente descrita por Boukhebti et al., (2011). O potencial 

bacteriostático deste OE pode ser associado a vários componentes presentes na sua 

constituição, particularmente, pulegona, isomentona e piperitona (Ait-ouazzou et al., 

2012; Hajlaoui et al., 2009). 

 Segundo Shahbazi (2015), a atividade antibacteriana do OE de M. spicata é 

atribuída a vários compostos presentes no OE. No presente estudo, as estirpes mais 

sensíveis ao OE de M. spicata foram as de E. coli ATCC 25922 e E. coli LFG 1003, as 

quais apresentaram valores de CMI de 2,0 µL/mL. Estudos de Helander & Alakomi 

(1998) confirmam a suscetibilidade desta estirpe bacteriana à carvona. Contudo, os 

autores não detetaram interação deste composto com a membrana celular bacteriana, 

concluindo que, por esse motivo, a carvona não apresenta elevada eficácia face a 

estirpes bacterianas. Assim, o potencial inibitório deste OE pode estar dependente do 

dano causado na membrana por outros compostos. 

 Estudos de Aggarwal et al. (2002) sugerem que o potencial antimicrobiano de 

M. spicata está associado ao efeito sinergético estabelecido entre os componentes 

minoritários do OE. O OE de M. spicata apresenta carvacrol na sua composição, um 

monoterpenoide reconhecido pelas suas propriedades antibacterianas. Segundo a 

bibliografia, este composto destabiliza a membrana citoplasmática e altera o gradiente 

de pH. Este fenómeno provoca o colapso da bomba protónica, levando à morte celular 

(Veldhuizen et al. 2006). O OE de M. spicata em estudo apenas apresenta 2,30% de 

carvacrol na sua constituição. Assim, o elevado valor de CMI obtido pode também estar 

associado à reduzida concentração de carvacrol presente no OE. 

 Teixeira et al., (2013) descrevem que o OE de O. vulgare interage com a barreira 

de peptidoglicano desta estirpe bacteriana, diminuindo o número de péptidos funcionais 

na membrana. A atividade antimicrobiana do OE de O. vulgare encontra-se fortemente 

associada à sua elevada concentração de compostos fenólicos, os quais têm a 

capacidade de dissolver a membrana celular e, consequentemente, introduzir-se na 

célula, interagindo com os mecanismos enzimáticos do microrganismo (Souza et al., 
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2007). Contudo, a interação entre compostos minoritários presente no OE, como o α-

terpineol, timol, ɤ-terpineno e p-cimeno podem reduzir a atividade antibacteriana do 

mesmo (Martino et al., 2009). 

 Contrariamente aos resultados de difusão em meio sólido, o cloridrato de 

tetraciclina apresentou também elevado potencial antimicrobiano, para as estirpes 

testadas. A tetraciclina é um antimicrobiano de largo espetro que inibe a síntese proteica 

bacteriana. Atualmente, é reconhecida resistência de diversas estirpes bacterianas 

patogénicas à tetraciclina. Um dos mecanismos de resistência identificados encontra-se 

relacionado com a aquisição de inúmeros genes de resistência. 

 Na tabela 11 encontram-se os valores de CMB obtidos para cada OE face às 

estirpes bacterianas. Este ensaio apenas foi realizado quando foi detetado potencial 

bacteriostático do OE. 

  

Tabela 11 Valores de concentração mínima bactericida (CMB) obtidos para os óleos essenciais (OEs) e 

para o antibiótico padrão (TE-Cl) testados, face a estirpes bacterianas patogénicas. 

 Valores de CMB 

Óleos essenciais (µL/mL) Padrão 
(µg/mL) 

C. nepeta L. luisieri L. pedunculata L. viridis M. pulegium M. spicata O. vulgare TE-Cl 

E. faecalis 
ATCC 29212 

> 4,0 n.d. > 3,0 n.d. > 5,0 > 5,0 > 4,0 7,81 

S. aureus 
ATCC 29213 

> 5,0 1,5 n.d. n.d. > 5,0 > 5,0 > 4,0 62,50 

S. aureus 
LFG 1007 

1,1 1,0 > 3,0 > 3,0 5,0 4,0 > 4,0 3,91 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

> 5,0 > 2,0 n.d. n.d. > 5,0 > 5,0 4,0 250,0 

E. coli 
ATCC 25922 

4,3 > 3,0 2,0 > 3,0 4,0 3,0 3,0 125,0 

E. coli 
LFG 1003 

> 5,0 > 3,0 n.d. n.d. > 5,0 > 5,0 > 4,0 125,0 

M. morganii 
LFG 1008 

> 5,0 n.d. > 3,0 > 3,0 > 5,0 > 5,0 > 4,0 62,50 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

> 5,0 n.d. > 3,0 > 3,0 > 5,0 > 5,0 > 4,0 250,0 

P. aeruginosa 
LFG 1002 

1,0 1,0 > 3,0 3,0 > 5,0 > 5,0 > 4,0 125,0 

P. mirabilis 
LFG 1004 

> 4,3 3,0 > 3,0 > 3,0 5,0 4,0 > 4,0 125,0 

S. enteritidis 
LFG 1005 

> 4,3 n.d. > 3,0 n.d. 4,0 > 5,0 > 4,0 7,82 

S. typhimurium 
LFG 1006 

> 4,3 > 3,0 n.d. n.d. 5,0 > 5,0 > 4,0 62,50 

Legenda: n.d. – não determinado; TE-Cl – cloridrato de tetraciclina. 
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 A determinação do valor de CMB permite avaliar qual a concentração mínima 

que causa a perda total da viabilidade celular da população microbiana. Este ensaio 

apenas foi realizado quando foi detetado potencial bacteriostático do OE, i.e., nos 

valores onde anteriormente foi observada inibição do crescimento bacteriano. 

 Apesar de todos os OEs apresentarem eficácia na inibição do crescimento 

bacteriano, não foi possível determinar a concentração para a qual se observa o efeito 

bactericida, tendo-se obtido valores de CMB para algumas das estirpes superiores às 

concentrações testadasAssim, é possível concluir que o mecanismo de ação dos OEs 

face à maioria das estirpes testadas assenta,numa primeira fase, em impedir o 

crescimento bacteriano das estirpes. Este facto pode ser explicado pela capacidade 

bacteriana de manter a viabilidade celular após a perda de algum conteúdo celular (Burt, 

2004). Contudo, para muitas das estirpes com os diferentes OEs estudados, o 

mecanismo de ação de antimicrobiana passou por provocar a morte celular, 

nomeadamente, os OEs de C. nepeta face a S. aureus LFG 1007, de L. luisieri face a 

S. aureus sp., de L. pedunculata face a E. coli ATCC 25922 e de L. viridis face a P. 

aeruginosa LFG 1002. O OE de L. luisieri foi o que apresentou maior potencial 

bactericida face às estirpes microbianas testadas.  

 O OE de O. vulgare, comparativamente com os restantes OEs em estudo, 

apresentou maior potencial de inibição do crescimento microbiano. No entanto, este OE 

apresentou o menor potencial bactericida, sugerindo que este OE é um promissor 

agente bacteriostático, porém apenas exibe atividade bactericida quando aplicado em 

elevadas concentrações. 

 

 

5.4. Avaliação do efeito sinergético das misturas de OEs 

 

 A avaliação do efeito sinergético dos OEs foi realizada em meio líquido, através 

do método checkerboard, com determinação dos valores de CMI e CMB. Este método 

tem como consequência a determinação de diversos valores de CMI e CMB, em 

diversas proporções. Os valores tidos em consideração como CMI foram determinados 

com base no menor valor de índice FIC obtido. Os valores de CMB são relativos ao 

menor valor obtido nas diversas proporções de OE testadas. Os valores de FIC de cada 

mistura encontra-se no Anexo I. 
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 Na figura 12 encontram-se representados os valores de CMI resultantes da 

mistura do OE de C. nepeta com os OEs do género Lavandula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A mistura do OE de C. nepeta com OEs do género Lavandula resultou numa 

redução da concentração de OE a utilizar para a inibição do crescimento de todas as 

estirpes microbianas, comparativamente com os resultados obtidos para os OEs em 

isolado. A este resultado são exceção as estirpes E. faecalis ATCC 29212 e P. mirabilis, 

quando estudada a mistura C. nepeta/L. luisieri. Apesar do valor de FIC da mistura ter 

sido elevado, face a estas estirpes, não foi detetado efeito antagónico entre os OEs. 

 Apesar da semelhança da composição química entre o OE de L. viridis e o OE 

de L. pedunculata, quando estes se misturam com o OE de C. nepeta foram obtidos 

resultados distintos. Contrariamente aos restantes OEs de Lavandula testados, o efeito 

sinergético da mistura C. nepeta/L. viridis ocorre quando é adicionada menor 

concentração de C. nepeta. Nesta mistura foi observado efeito sinergético face às 

estirpes E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213 e P. aeruginosa LFG 1002. 

 A mistura entre o OE de C. nepeta e o OE de L. luisieri foi caracterizada pelas 

elevadas concentrações de C. nepeta e reduzidas concentrações de L. luisieri. A 

interação entre estes OEs pode ocorrer entre os compostos aromandreno e 1,8-cineol 

(Mulyaningsih et al., 2010). Adicionalmente, quando o OE de L. luisieri atingiu 
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Figura 11 Valores de concentração mínima inibitória (CMI) obtidos para as misturas entre o OE de C. nepeta e OEs de 

género Lavandula, face às estirpes microbianas testadas, representados em µL/mL. 
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concentrações mais próximas do OE de C. nepeta, observou-se um efeito aditivo. Estes 

resultados sugerem que a interação sinergética entre os OEs ocorre com reduzidas 

concentrações de L. luisieri. Ao comparar a composição química dos dois OEs, a maior 

diferença assenta na concentração de pulegona no OE de C. nepeta e a presença de 

compostos derivados de necronado presente no OE de L. luisieri. Assim, é expectável 

os compostos de necrodano interajam com a pulegona, aumentando o potencial 

antimicrobiano de ambos os OEs. 

 A mistura do OE de C. nepeta com o OE de L. peduncalata foi a mistura mais 

eficaz, comparativamente a este conjunto de misturas, tendo sido obtidos os menores 

valores de FIC. Adicionalmente, esta mistura apresentou efeito sinergético face a todas 

as estirpes testadas, exceto a E. coli ATCC 25922.  

 O efeito sinergético apresentado para a esta mistura foi total, exceto face à 

estirpe P. aeruginosa LFG 1002 onde o efeito sinergético foi parcial com um valor de 

índice FIC de 0,58 (tabela 14, Anexo I). De modo semelhante à mistura de C. nepeta/L. 

luisieri, esta mistura apresentou melhores resultados quando utilizada maior 

concentração de OE de C. nepeta. 

 Na figura 13 apresentam-se os valores de CMI da mistura do OE de C. nepeta 

com OEs de género Mentha.  
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Figura 12 Valores de concentração mínima inibitória (CMI) obtidos para as misturas entre o OE de C. nepeta e OEs de 
género Mentha, face às estirpes microbianas testadas, representados em µL/mL. 
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 A mistura de OE de C. nepeta com os OEs do género Mentha apresentou 

elevado potencial antimicrobiano para todas as estirpes microbianas em estudo, tendo 

sido obtidos valores de CMI iguais ou inferiores a 2,0 µL/mL para a maioria das misturas. 

 Esta mistura foi a que obteve melhores resultados, tendo sido observado efeito 

sinergético para todas as estirpes exceto a de M. morganii. Não foram observadas 

diferenças significativas nos valores de CMI obtidos para a maioria das estirpes 

bacterianas. As estirpes de E. coli e S. aureus LFG 1007 foram as mais suscetíveis a 

esta mistura. 

 Adicionalmente, apenas foram detetadas três estirpes para as quais os OEs 

estabeleceram efeito aditivo, tendo sido observado efeito sinergético nos restantes 

ensaios (tabela 15, Anexo I). Ambas as misturas apresentaram maior eficácia face às 

estirpes gram-positivas, estabelecendo um efeito sinergético total entre si, à exceção da 

mistura C. nepeta/M. spicata face à estirpe S. aureus ATCC 29213. 

 Na mistura C. nepeta e de M. pulegium é de salientar a suscetibilidade da estirpe 

P. aeruginosa LFG 1002, com valor de CMI de 0,05 µL/mL. De modo geral, nesta mistura 

foram obtidos valores de CMI com maior concentração de C. nepeta face a estirpes 

gram-positivas e com maior concentração em M. pulegium face a estirpes gram-

negativas. Assim, é possível verificar que o aumento da complexidade da estrutura da 

membrana celular implica a necessidade de maior concentração de M. pulegium. 

Considerando que ambos os OEs apresentam pulegona como componente maioritário 

da sua constituição, e que este composto foi anteriormente descrito como principal 

responsável da atividade antibacteriana dos OEs, a ação deste componente maioritário 

neste ensaio resultaria num efeito aditivo, onde o mecanismo de ação dos dois OEs 

seria semelhante. Deste modo, os resultados do presente estudo sugerem a ocorrência 

de um efeito sinergético entre os seus componentes minoritários. 

 Na figura 14 apresentam-se os valores de CMI da mistura do OE de C. nepeta 

com o OE de O. vulgare.  

 A mistura dos OEs de C. nepeta e de O. vulgare apresentou potencial 

antimicrobiano mais eficaz face a estirpes gram-positivas, com valores de CMI 

compreendidos entre 1,03 e 2,03 µL/mL. Nesta mistura, quando foi observado efeito 

sinergético este foi total, exceto face à estirpe P. aeruginosa ATCC 27853. 

 As estirpes para as quais foi obtido efeito aditivo são pertencentes a coleção de 

ensaio clínico. Adicionalmente, os valores mais baixos de FIC foram obtidos para 

estirpes de coleção ATCC, à exceção das estirpes de género Salmonella (tabela 16, 
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Anexo I). Estes resultados sugerem a potencial capacidade de adaptação e 

consequente de resistência das estirpes de isolado clínico. Estes resultados foram 

acentuados nas estirpes de E. coli e P. aeruginosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 De salientar que, nestas estirpes, o valor de CMI da mistura para as estirpes de 

ensaio clínico foi constituído maioritariamente por O. vulgare. Adicionalmente, o valor 

de CMI de cada OE em isolado é inferior ao obtido na mistura, face a ambas as estirpes. 

Assim, apesar de não ser observado efeito antagónico, também não é totalmente 

observada a adição das propriedades de ambos os OEs. Consequentemente, é possível 

concluir que os OEs possivelmente não estabelecem interação entre si face a estirpes 

de isolados clínicos de E. coli e P. aeruginosa. Existe também a hipótese de os OEs 

estabelecerem um efeito sinergético entre si que confere à mistura novas propriedades 

antimicrobianas, perante as quais estas estirpes bacterianas têm facilidade em adquirir 

resistência. 

 Na figura 15 apresentam-se os valores de CMI da mistura de dois OEs de género 

Lavandula entre si, nomeadamente, OE de L. pedunculata e OE de L. viridis.  

 A mistura L. pedunculata/L. viridis apresentou maior potencial antibacteriano 

face a bactérias gram-positivas, revelando efeito sinergético face estas estirpes (tabela 

17, Anexo I). Nas estirpes gram-negativas, o efeito aditivo ocorreu quando o CMI se 

obteve com maior concentração de L. viridis do que L. pedunculata. 
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Figura 13 Valores de concentração mínima inibitória (CMI) obtidos para as misturas entre o OE de C. nepeta e o 
OE de O. vulgare, face às estirpes microbianas testadas, representados em µL/mL. 
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Tabela 12 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 

essenciais de L. pedunculta e L. viridis. 

 

 A composição química dos dois OEs misturados presenta várias semelhanças 

nos seus compostos maioritários, sendo diferenciada pela composição em fenchona do 

OE de L. viridis. Assim, o efeito aditivo observado na mistura pode estar relacionado 

com a composição em 1,8-cineol e cânfora, os quais, como descrito anteriormente, são 

compostos com atividade antimicrobiana. A fenchona é um composto químico com 

atividade antimicrobiana reduzida (Bouzouita et al., 2005). Assim, é possível formular 

duas hipóteses sobre o efeito sinergético desta mistura, nomeadamente, a fenchona em 

sinergia com compostos minoritários do OE de L. pedunculata adquire propriedades 

antimicrobianas ou o efeito sinergético observado para a mistura é totalmente atribuído 

aos compostos minoritários de ambos os OEs. 

 Na figura 16 são apresentados os valores de CMI relativos às misturas de OEs 

do género Lavandula com OEs do género Mentha.  

 Os valores de CMI obstidos nesta mistura foram variáveis entre as diversas 

estirpes, não sendo possível estabelecer diferenças consideráveis na eficácia da 

mistura entre estirpes gram-positivas e gram-negativas. As estirpes mais suscetíveis a 

esta mistura foram as de P. aeruginosa e S. aureus LFG 1007, com efeito sinergético 

total e valores de CMI entre 0,56 e 0,05 µL/mL. 

 

 

Figura 14 Valores de concentração mínima inibitória (CMI) obtidos para as misturas entre o OE de L. pedunculata e 
o OE de L. viridis, face às estirpes microbianas testadas, representados em µL/mL. 
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 A mistura de L. pedunculata/M. pulegium apresentou efeito sinergético face a 

todos os microrganismos testados, exceto a estirpe E. coli ATCC 25922 para a qual 

estabeleceu efeito aditivo (tabela 18, Anexo I). O efeito sinergético desta mistura pode 

estar associado aos componentes maioritários dos OEs, nomeadamente, 1,8-cineol, 

cânfora e pulegona. O 1,8-cineol reduz a tolerância da célula a sais, aumentado a sua 

permeabilidade (Carson et al., 2002). Adicionalmente, a cânfora destabiliza a bomba 

protónica da célula (Bouazama et al., 2017). Assim, a célula pode aumentar a sua 

sensibilidade a outros agentes antimicrobianos, como a pulegona.  

 A mistura de L. pedunculata/M. spicata apresentou efeito sinergético face a todas 

as estirpes microbianas testadas. Adicionalmente, a mistura apresentou efeito 

sinergético total face à maioria das estirpes. A carvona é um composto com 

propriedades antimicrobianas reconhecidas, no entanto, com pouca interação com a 

membrana celular (Helander & Alakomi, 1998). Assim, o dano causado na membrana 

pelos compostos presentes no OE de L. pedunculata podem facilitar a sua entrada na 

célula e, consequentemente, potenciar o seu potencial antibacteriano. 

 A mistura de L. viridis/M. spicata apresentou efeito aditivo face à maioria dos 

OEs. Apesar de o OE de L. viridis apresentar uma composição química com 

componentes maioritários coincidentes com os de L. pedunculata, os dois OEs 
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Figura 15 Valores de concentração mínima inibitória (CMI) obtidos para as misturas entre os OEs de género Lavandula e 
os OEs de género Mentha, face às estirpes microbianas testadas, representados em µL/mL. 
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originaram interações distintas quando misturados com a M. spicata. Assim, é possível 

concluir que o efeito sinergético entre os OEs ocorre com os compostos minoritários dos 

OEs de género Lavandula. 

 Na figura 17 são apresentados os valores de CMI relativos às misturas de OEs 

do género Mentha.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 As estirpes S. aureus LFG 1007 e S. epidermidis ATCC 12228 apresentaram 

maior sensibilidade à mistura, com valores de CMI de 0,19 µL/mL. O fenol carvacrol, 

presente na composição química de ambos os OEs, é um composto com elevado 

potencial antimicrobiano (De Azeredo et al., 2011). Assim, o aumento da concentração 

de carvacrol resultante da mistura pode estar relacionado com o aumento da eficácia 

dos OEs, comparativamente com os resultados obtidos quando estes foram estudados 

em isolado. 

 A mistura M. pulegium/M. spicata revelou elevado potencial bacteriostático, 

tendo sido obtido efeito aditivo entre os OEs apenas para quatro estirpes bacterianas. 

Quando foi verificado efeito sinergético, observou-se que este era total, com valores de 

FIC inferiores a 0,46 (tabela 19, Anexo I). 

 Alguns autores que utilizam a classificação da interação dos OEs de FIC ≤ 0,75 

como efeito sinergético também descrevem que valores de FIC acima de 2,0 

representam efeito antagónico (Gallucci et al., 2009; Wang et al., 2018). A estirpe 

Figura 16 Valores de concentração mínima inibitória (CMI) obtidos para as misturas entre os OEs de género 

Mentha, face às estirpes microbianas testadas, representados em µL/mL. 

0

1

2

3

4

5

6

C
M

I 
(µ

L
/m

L
)

M. pulegium M. spicata



Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas Condimentares de Família 
Lamiaceae 

 
53 

 

P. mirabilis como valor de CMI com FIC mais baixo 6,0 µL/mL. Esta concentração é o 

dobro da concentração de cada OE em isolado face à mesma estirpe bacteriana. Assim, 

é possível ponderar a ocorrência de efeito antagónico entre os OEs face a esta estirpe. 

Contudo, a hipótese de efeito aditivo não é totalmente afastada, devido a ter sido 

necessária menos concentração do OE de M. pulegium em mistura, comparativamente 

com os resultados do OE em isolado. De modo a confirmar a interação dos OEs face a 

esta estirpe microbiana seria necessário a realização de ensaios mais específicos para 

a avaliação da viabilidade celular, tais como, microscopia de varrimento eletrónico. 

 A interação entre os OEs é determinada recorrendo ao valor de FIC da mistura. 

Assim, em termos comparativos, a eficácia da mistura é observada através da totalidade 

dos valores FIC obtidos. Na figura 18 encontram-se os valores de FIC obtidos para todas 

as misturas. As misturais mais promissoras foram as de C. nepeta/L. pedunculata, 

C. nepeta/M. spicata e L. pedunculata/M. pulegium, as quais apenas não apresentaram 

efeito sinergético face a uma estirpe bacteriana. Adicionalmente, mistura C. nepeta/M. 

spicata apresentou efeito sinergético total face à maioria das estirpes bacterianas. 

 O efeito sinergético total e parcial foram não só distinguidos pelos valores FIC 

mas também pela diferença de resultados de CMI. O efeito sinergético total foi 

caracterizado pela diminuição significativa do valor de CMI de ambos os OEs em 

mistura, comparativamente com o valor de CMI em isolado. Por outro lado, o efeito 

sinergético parcial foi observado quando um OE diminuía drasticamente o valor de FIC 

e o restante OE registava uma diminuição do valor de CMI pouco assentuada. 
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Figura 17 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) obtidos nas diversas misturas de óleos essenciais (OEs) face às estirpes bacterianas. 
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5.5. Avaliação do potencial bactericida das misturas 

 

 No Anexo II encontram-se os valores de CMB obtidos para as misturas 

estudadas. Apesar do elevado potencial bacteriostático, a maioria das misturas 

apresentaram potencial bactericida reduzido. De modo geral, os valores de CMI não 

foram coincidentes com os valores de CMB. Estes resultados sugerem que o 

mecanismo de ação das misturas é maioritariamente bacteriostático.  

 As misturas dos OEs M. pulegium e M. spicata apresentou o maior potencial 

bactericida, comparativamente à totalidade das misturas testadas. Contudo, as misturas 

apresentam mecanismo de ação bactericida em concentrações mais elevadas. 

Adicionalmente, não foi possível determinar os valores de CMB para ambos os OEs 

isolados face à maioria das estirpes bacterianas testadas. Ao comparar estes resultados 

é possível confirmar a ocorrência de interações entre os dois OEs de género Mentha 

em estudo. 

 A mistura do OE de C. nepeta com os OEs de Mentha revelou elevado potencial 

bactericida face à maioria das estirpes testadas. Em todas as estirpes onde foi possível 

determinar o valor de CMB foi verificado um aumento da concentração relativamente ao 

valor de CMI, o que sugere que o mecanismo de ação da mistura é primeiramente 

bacteriostático e apenas em concentrações mais elevadas causa a morte celular. 

 Na mistura C. nepeta/M.pulegium foi necessário testar misturas com maior 

concentração de M. pulegium para obter efeito bactericida. Estes resultados sugerem 

que o potencial bactericida da mistura é atribuído a um composto presente no M. 

pulegium que pode ser potenciado por efeito sinergético com o OE de C. nepeta. 

 

 

5.6. Avaliação da viabilidade celular por citometria de fluxo 

 

 Os ensaios de avaliação da viabilidade foram realizados com vista à confirmação 

do efeito sinergético, através de citómetria de fluxo e confirmados por microscopia de 

epifluorescência. A avaliação da viabilidade celular foi realizada através da reação dos 

reagentes Anexina V e PI com as células. Para o efeito, foi selecionada a mistura C. 

nepeta/L. pedunculata devido aos valores de CMI reduzidos obtidos face à totalidade 
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das estirpes bacterianas testadas. Foram selecionadas estirpes bacterianas com 

propriedades físicas distintas, e.g. composição da membrana e tamanho celular. 

 Inicialmente, foi realizado um screening de populações contaminantes no ensaio, 

as quais foram sinalizadas e separadas dos resultados através do programa de 

software. O controlo positivo de cada amostra foi obtido pela análise do tamanho celular, 

em simultâneo com a separação das bactérias da amostra e das células contaminantes. 

No Anexo III apresentam-se os resultados relativos ao controlo positivo de todas as 

estirpes bacterianas testadas. 

 Em todas as amostras de controlo positivo foi possível definir um padrão de 

tamanho celular da população. O controlo positivo de E. faecalis é constituído por dois 

tipos de população bacteriana, de acordo com o tamanho celular. Este resultado é 

atribuído ao facto de os OEs volatilizarem durante o tempo de incubação, podendo 

induzir algumas alterações das células. Este fenómeno foi também observado no 

controlo positivo de E. coli LFG 1003, onde apenas foram detetadas cerca de 774 

células, i.e., a volatilização da mistura de OEs causou a perda de células viáveis. 

 Foi considerado que as células viáveis não apresentam dano na membrana. 

Como a PS encontra-se dentro das células e estas não são permeáveis aos reagentes 

utilizados, as células viáveis são negativas para a Anexina V e PI (3º quadrante). No 

início da apoptose ocorre alguma exposição da PS, no entanto as células continuam 

impermeáveis. Assim, as células em início de apoptose são positivas para a Anexina V 

e negativas para o PI (4º quadrante). Nas células em apoptose e em morte celular ocorre 

a exposição da PS e permeabilização da membrana, originando num resultado positivo 

para a Anexina V e PI (1º quadrante). Devido a o PI apenas corar células permeáveis, 

na microscopia de epifluorescência apenas foi possível observar fluorescência em 

células apoptóticas ou mortas (Engeland et al., 1998). Quando as células se encontram 

no 2º quadrante, estas são positivas para o PI e negativas para a Anexina V. 

Consequentemente, as células apresentam membrana permeável, contudo não ocorre 

exposição de PS. Assim, não é possível retirar conclusões imediatas sobre a sua 

viabilidade. 

 Os resultados relativos aos ensaios de viabilidade celular através de citometria 

de fluxo assim como por microscopia de epifluorescência encontram-se no Anexo III. Na 

figura 19 encontram-se os resultados obtidos por citometria de fluxo assim como por 

microscopia de epifluorescência obtidos nas concentrações mais baixas testadas. 
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 De modo geral, a concentração de mistura 6,0 µL/mL resultou na deteção de 

números reduzidos de células. Estes resultados indicam que a mistura de OEs induziu 

a lise celular nos microrganismos, sendo obtidos fragmentos celulares, os quais não 

foram possíveis de detetar. Adicionalmente, em microscopia de epifluorescência onde 

foi observada a presença de um número de células reduzido e com elevada intensidade 

de fluorescência, a qual está associada a fenómenos de condensação da cromatina 

(Pietkiewicz et al., 2015).  No ensaio de checkerboard esta concentração é igual ou 

superior ao valor de CMB das estirpes bacterianas E. faecalis, E. coli LFG 1003 e P. 

aeruginosa LFG 1002. Assim, é confirmado que a indução da morte celular, provocada 

pela mistura, ocorre através da indução da lise celular. 

 Nas concentrações imediatamente inferiores à concentração 6 µL/mL foi 

possível observar o aumento do tamanho celular na maioria das células. Estes 

resultados sugerem que um dos mecanismos associados ao potencial bacteriostático 

da mistura é a indução do aumento do tamanho celular, o qual pode resultar do aumento 

da permeabilidade da membrana. É expectável que a lise celular ocorra em 

B C D A 

E F G H 

Figura 18 Resultados relativos à concentração de mistura mais baixa testada, obtidos por citómetria de fluxo e 
microscopia de epifluorescência. A – gráfico de dispersão resultante de citómetria relativo a E. faecalis ATCC 29212;  
B - gráfico de dispersão resultante de citómetria relativo a S. aureus LFG 1007; C - gráfico de dispersão resultante de 
citómetria relativo a E. coli LFG 1003; D – gráfico de dispersão resultante de citómetria relativo a P. aeruginosa LFG 
1002; E – microscopia de epifluorescência de E. faecalis ATCC 29212; F – microscopia de epifluorescência de S. aureus 
LFG 1007; G – microscopia de epifluorescência de E. coli LFG 1003; H – microscopia de epifluorescência de 
P. aeruginosa LFG 1002. 
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consequência do aumento do volume celular. Contudo, durante a apoptose as células o 

seu tamanho (Dockrell, 2001). Assim, este resultado pode também sugerir que esta 

mistura, quando bactericida, causa a morte celular através de mecanismos de necrose. 

 Quando a estirpe E. faecalis ATCC 29212 foi tratada com a mistura foi possível 

observar o efeito sinergético entre os OEs. Contudo, a perda de eficácia da mistura de 

OEs devido ao aumento da concentração sugere a existência de algum efeito 

antagónico entre os seus componentes. Em ensaio de checkerboard, esta concentração 

apresentou 89% de inibição do crescimento microbiano através de turbidimetria e 82% 

de segundo a atividade das enzimas desidrogenases. Contudo, estes resultados não 

foram observados no equipamento estereoscópico. Deste modo, é ponderada a 

hipótese de ter sido observado um precipitado de células mortas no equipamento 

estereoscópico. 

  Todos os ensaios foram realizados em microplaca e em tubo, não tendo sido 

detetadas diferenças entre os ensaios, à exceção do controlo positivo de E. coli LFG 

1003. Nesta estirpe bacteriana o controlo positivo realizado em tubo apresenta a 

morfologia das células de E. coli. Contrariamente, o controlo positivo realizado em 

microplaca apresenta células com uma morfologia diferente. A diferença de resultados 

obtida para os controlos está relacionada com a volatilização dos OEs na microplaca, 

os quais podem criar uma atmosfera com uma concentração reduzida de OE. Face a 

esta atmosfera, as células de E. coli LFG 1003 adotaram mecanismos de resistência 

relacionados com a sua morfologia. Horvath et al. (2011) descrevem a plasticidade 

morfológica de E. coli como um dos mecanismos de resistência a fagócitos. De modo 

concordante com os resultados obtidos, os autores relatam a adoção de uma morfologia 

filamentosa. 

 Nas células de P. aeruginosa LFG foi também observado um mecanismo de 

resistência aos OEs, no qual a célula diminuiu o seu tamanho celular. Adicionalmente, 

as células viáveis apresentam um perfil onde é verificado o aumento da 

impermeabilidade da membrana ao PI, o que não foi observado nos restantes ensaios. 

 De modo semelhante às células de E. coli, o mecanismo de resistência por 

plasticidade morfológica é também descrito em estirpes de P. aeruginosa. Nesta estirpe 

bacteriana, a alteração da morfologia da célula ocorre na sequência da formação de 

biofilmes bacterianos. Este fenómeno resulta na alteração na membrana citoplasmática 

e diminuição da hidrofobicidade de células de P. aeruginosa (Flores-Mireles et al., 2015; 

Yu et al., 2014). 
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5.7. Avaliação da letalidade em Artemia salina 

  

 A determinação do valor de CL50 foi realizada bom base nas curvas dose-

resposta obtidas nos ensaios de letalidade em Artemia salina, apresentadas na figura 

20. Os valores de CL50 obtidos para cada OE e para o controlo positivo (dicromato de 

potássio) apresentam-se no Anexo IV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 Curvas dose-resposta obtidas nos ensaios de letalidade em Artemia salina. A – OE de C. 
nepeta; B – OE de L. luisieri; C – OE de L. pedunculata; D – OE de L. viridis; E – OE de M. pulegium; F 

– OE de M. spicata; G – OE de O. vulgare; H – Dicromato de potássio (K2CrO7). 
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 Os estudos de letalidade em Artemia salina são considerados procedimentos 

úteis para a realização de um screening da toxicidade de compostos bioativos de plantas 

e estabelecem uma correlação positiva com a dose letal em ratinhos (Carballo et al., 

2002; Déciga-Campos et al., 2007). Adicionalmente, estudos demonstraram que esta 

metodologia pode também inferir sobre a genotoxicidade e citotoxicidade dos 

compostos (Parra et al., 2001). 

 Os OEs em estudo apresentaram elevada letalidade face a A. salina, 

apresentando valores compreendidos entre 35,0 e 213,6 µg/mL. De acordo com o índice 

de toxicidade de Clarkson, valores de CL50 superiores a 1000 µg/mL são considerados 

não tóxicos, valores de CL50 entre 500 e 1000 µg/mL são indicadores de toxicidade 

moderada e valores inferiores a 100 µg/mL indicam toxicidade. Assim, é considerado 

que os OEs com valores de CL50 inferiores a 500 µg/mL apresentam toxicidade (Bastos 

et al., 2009; Hamidi et al., 2014). 

 De modo geral, os OEs apresentaram valores de CL50 indicadores de toxicidade 

moderada face a A. salina. Contudo, estes apresentaram toxicidade inferior ao controlo 

positivo em estudo, dicromato de potássio. 

 

 

5.8. Avaliação da toxicidade “in vivo” 

  

 Os valores de DL50 dos OEs, determinados segundo as normas OECD (2001), 

apresentam-se na tabela 13. Globalmente, os OEs em estudo apresentaram toxicidade 

reduzida em ratinhos Swiss. Durante o screening farmacológico de toxicidade aguda 

não foram observados sinais clínicos de toxicidade. 

 Comparativamente com os restantes OEs estudados, o OE de M. pulegium 

apresentou maior toxicidade com valor de DL50 de 550 mg/kg. A toxicidade deste OE 

encontra-se fortemente relacionada com a sua elevada concentração em pulegona 

(Božović & Ragno, 2017). 
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Tabela 13 Valores de DL50 relativos aos óleos essenciais em estudo obtidos em ensaios em ratinhos Swiss. 

Óleos essenciais/Padrão  DL50 (mg/kg) 

C. nepeta n.d. 

L. luisieri > 2000 

L. pedunculata 2000 

L. viridis > 2000 

M. pulegium 550 

M. spicata > 500 

O. vulgare 2000 

Legenda: n.d. – não determinado. 

 

 Os OEs de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis e O. vulgare apresentaram 

toxicidade reduzida com valores de DL50 iguais ou superiores a 2 000 mg/kg. Os OEs 

de género Lavandula são reconhecidos pela sua baixa toxicidade. No entanto, os seus 

potenciais efeitos tóxicos podem encontrar-se relacionados com a sua constituição em 

D-limoneno, geraniol, linalol e acetato de linalilo. No entanto, alguns estudos 

demonstraram que o linalol, após ingerido, é rapidamente conjugado, excluindo o risco 

de toxicidade crónica (Chu & Kemper, 2005). 
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6. Conclusões e perspetivas futuras 

 

 Os óleos essenciais em estudo apresentaram uma composição química 

diversificada, sendo semelhante a elevada concentração em monoterpenos oxigenados. 

O OE de C. nepeta apresentou como componentes maioritários isopulegona (33,12%), 

pulegona (21,72%), mentona (12,91%) e 1,8-cineol (9,35%). O óleo essencial de L. 

luisieri apresentou elevada composição em compostos derivados de necrodano, 

nomeadamente, acetato de α-necrodilo (20,49%) e α-necrodol (8,38%). Este OE 

apresentou também como componentes maioritários 4-terpineol (15,88%), 1,8-cineol 

(10,94%), β-cariofileno (5,78%) e isoborneol (5,73%). Os componentes maioritários do 

óleo essencial de L. pedunculata foram fenchona (44,05%), cânfora (20,90%), α-pineno 

(5,52%) e limoneno (5,25%). O OE de L. viridis apresentou como componentes 

maioritários 1,8-cineol (49,17%), a cânfora (12,36 %) e linalol (7.23 %). O OE de 

M. pulegium apresentou apenas dois compostos maioritários, nomeadamente, pulegona 

(79,71%) e isomentona (4,90%). Os compostos maioritários obtidos no OE de M. spicata 

foram carvona (56,61%), 1,8-cineol (12,14%), mirceno (7,41%) e 4-terpineol (7,17%). O 

OE de O. vulgare apresentou como compostos maioritários ɤ-terpineno (21,6%), timol 

(20,8%), metil-timol (17,7%) e M-cimeno (13,0%). 

 De modo geral, os OEs em estudo revelaram um largo espetro de ação 

antimicrobiana, com capacidade inibitória do crescimento bacteriano de estirpes 

gram-positivas e gram-negativas. O screening do potencial antibacteriano dos OEs foi 

realizado através de ensaios em meio sólido. Nesta metodologia, o OE de O. vulgare 

apresentou maior eficácia, tendo sido verificada inibição total do crescimento das 

estirpes testadas. Os OEs de C. nepeta, L. pedunculata, L. viridis e M. spicata 

apresentaram maior eficácia face a estirpes gram-positivas. Este facto por estar 

associado à diferença na composição da membrana celular entre estirpes 

gram-positivas e gram-negativas. 

 Nos métodos de determinação da atividade antimicrobiana por microdiluição foi 

possível determinar os valores de CMI para a maioria dos OEs face às estirpes 

bacterianas em estudo, comprovando o seu potencial bacteriostático nas concentrações 

testadas. O OE de C. nepeta foi o que apresentou maior eficácia face a estirpes gram-

negativas com valores de CMI compreendidos entre 0,5 e 4,0 µL/mL. Os OEs de género 

Lavandula apresentaram resultados muito diversificados, evidenciando a importância da 

concentração dos compostos químicos aos quais é atribuído o potencial antimicrobiano. 

O OE de L. luisieri foi distinguido dos restantes OEs de género Lavandula pela sua 
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eficácia face a estirpes gram-positivas. Contrariamente, os OEs de L. pedunculata e L. 

viridis apresentaram maior potencial inibitório do crescimento de estirpes gram-

negativas. Os OEs de género Mentha apresentaram os valores de CMI mais elevados, 

compreendidos entre 2,0 e 5,0 µL/mL.. 

 O OE de O. vulgare apresentou maior eficácia na inibição do crescimento 

bacteriano para todas as estirpes testadas, com valores de CMI compreendidos entre 

1,5 e 3,0 µL/mL. O potencial antimicrobiano deste OE encontra-se diretamente 

relacionado com a sua constituição em compostos fenólicos. 

 A maioria dos OEs não apresentaram potencial bactericida nas concentrações 

testadas. Deste modo, é possível concluir que o modo de ação dos OEs assenta em 

mecanismos maioritariamente bacteriostáticos. No entanto, nalguns casos foi possível 

observar que o mecanismo de ação de antimicrobiana do OE foi totalmente bactericida. 

O OE de L. luisieri foi o que apresentou maior potencial bactericida face às estirpes 

microbianas testadas. 

  As misturas de dois OEs foram permitiram obter diminuições consideráveis dos 

valores de CMI. As misturais mais promissoras foram as de C. nepeta/L. pedunculata, 

C. nepeta/M. spicata e L. pedunculata/M. pulegium, as quais apenas não apresentaram 

efeito sinergético face a uma estirpe bacteriana. Adicionalmente, a mistura 

C. nepeta/L. pedunculata apresentou maior potencial bactericida, sendo destacados os 

resultados obtidos face às estirpes E. coli ATCC 25922 e S. enteritidis, com valores de 

CMB de 2,03 e 2,125 µL/mL, respetivamente. 

 É de salientar que quando foram misturados OEs com constituição química 

semelhante foi verificado o aumento de interações aditivas entre os OEs. 

Adicionalmente, estas misturas apresentaram reduzido potencial bactericida. Estes 

resultados evidenciam a importância dos componentes minoritários na inibição do 

crescimento bacteriano. 

 Os ensaios em citometria de fluxo permitiram confirmar a veracidade dos ensaios 

em checkerboard, assim como inferir sobre os principais mecanismos de ação dos OEs. 

Na concentração mais elevada da mistura verificou-se a ocorrência de lise celular nas 

quatro estirpes bacterianas testadas. A concentração correspondente ao valor de CMI 

da mistura induziu alterações morfológicas nas células. Foi também possível observar 

mecanismos de resistência nas populações de E. coli LFG 1003 e P. aeruginosa LFG 

1002, quando submetidas a uma atmosfera com uma concentração reduzida de OE. 
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 Na avaliação da toxicidade dos óleos essenciais face a Artemia salina, os OEs 

em estudo apresentaram toxicidade com valores de CL50 compreendidos entre 

35 < CL50 < 214 µg/mL. Assim, é crucial a redução da concentração de OE a utilizar para 

fins fitoterapêuticos. Nesta perspetiva, as misturas de OE apresentam uma solução 

sustentável na utilização de OEs eficazes como antimicrobianos e com concentração 

reduzida, reduzindo o risco de efeitos adversos. 

 Na avaliação da toxicidade «in vivo», os valores de DL50 foram de 550 mg/kg 

para o OE de M. pulegium, sendo este o OE que apresentou maior toxicidade quando 

testado em ratinhos Swiss. Para o OE de M. spicata, observou-se um valor de DL50 

superior a 500 mg/kg e para os restantes OEs em estudo, o valor de DL50 observado foi 

igual ou superior a 2000 mg/kg, sugerindo a sua baixa toxicidade. 

 Assim, é possível concluir que os OEs e misturas destas plantas autóctones do 

Alentejo apresentaram propriedades promissoras como agentes antimicrobianos 

naturais. Os resultados obtidos sugerem a possível utilização destes OEs como agentes 

fitofarmacêuticos, todavia, é necessário aprofundar o conhecimento sobre as 

propriedades biológicas dos mesmos. 

 No sentido de aprofundar o conhecimento sobre as propriedades biológicas dos 

OEs em estudo, seria revelante prosseguir os seguintes estudos: 

- Avaliar o mecanismo de ação exato de OEs e misturas em ensaios de microscopia de 

varrimento eletrónico, com vista a determinação da especificidade dos mesmos; 

- Proceder à avaliação antimicrobiana de OEs de épocas diferentes; 

- Avaliar o potencial analgésico e antioxidante de misturas de OEs. 

- Realizar ensaios de toxicidade de misturas de OEs em A. salina e ratinhos. 
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8. Anexos 

I. Avaliação do efeito sinergético das misturas de OEs 

 

Tabela 14 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 
essenciais, do género Lavandula e de C. nepeta. 

Microrganismo Óleo essencial misturado FIC Interação 

E. faecalis 
ATCC 29212 

L. luisieri 1,25 Aditivo 

L. pedunculata 0,35 Sinergético total 

L. viridis 0,52 Sinergético total 

S. aureus 
ATCC 29213 

L. luisieri 0,52 Sinergético total 

L. pedunculata 0,51 Sinergético total 

L. viridis 0,70 Sinergético parcial 

S. aureus 
LFG 1007 

L. pedunculata 0,04 Sinergético total 

L. viridis 1,03 Aditivo 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

L. luisieri 1,10 Aditivo 

L. pedunculata 0,41 Sinergético total 

E. coli 
ATCC 25922 

L. luisieri 1,04 Aditivo 

L. pedunculata 0,96 Aditivo 

E. coli 
LFG 1003 

L. luisieri 0,79 Aditivo 

L. pedunculata 0,54 Sinergético total 

M. morganii 
LFG 08 

L. luisieri 0,51 Sinergético total 

L. pedunculata 0,53 Sinergético total 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

L. pedunculata 0,54 Sinergético total 

P. aeruginosa 
LFG 1002 

L. pedunculata 0,58 Sinergético parcial 

L. viridis 0,46 Sinergético total 

P. mirabilis 
LFG 1004 

L. luisieri 2,47 Aditivo 

L. pedunculata 0,51 Sinergético total 

S. enteritidis 
LFG 1005 

L. luisieri 0,64 Sinergético parcial 

L. pedunculata 0,16 Sinergético total 

S. typhimurium 
LFG 1006 

L. luisieri 0,71 Sinergético parcial 

L. pedunculata 0,65 Sinergético parcial 

 

 

 

 

 

 

 

 



Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas Condimentares de Família 
Lamiaceae 

 
82 

 

Tabela 15 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 

essenciais, do género Mentha e de C. nepeta. 

Microrganismo 
Óleo essencial 

misturado 
FIC Interação 

E. faecalis 
ATCC 29212 

M. pulegium 0,51 Sinergético total 

M. spicata 0,50 Sinergético total 

S. aureus 
ATCC 29213 

M. pulegium 0,46 Sinergético total 

M. spicata 0,58 Sinergético parcial 

S. aureus 
LFG 1007 

M. pulegium 0,40 Sinergético total 

M. spicata 0,26 Sinergético total 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

M. pulegium 0,53 Sinergético total 

M. spicata 0,53 Sinergético total 

E. coli 
ATCC 25922 

M. pulegium 0,81 Aditivo 

M. spicata 0,20 Sinergético total 

E. coli 
LFG 1003 

M. pulegium 1,13 Aditivo 

M. spicata 0,44 Sinergético total 

M. morganii 
LFG 1008 

M. pulegium 1,03 Aditivo 

M. spicata 1,73 Aditivo 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

M. pulegium 0,75 Sinergético parcial 

M. spicata 0,51 Sinergético total 

P. aeruginosa 
LFG 1002 

M. pulegium 0,04 Sinergético total 

M. spicata 0,53 Sinergético total 

P. mirabilis 
LFG 1004 

M. pulegium 0,51 Sinergético total 

M. spicata 0,57 Sinergético parcial 

S. enteritidis 
LFG 1005 

M. pulegium 0,24 Sinergético total 

M. spicata 0,63 Sinergético parcial 

S. typhimurium 
LFG 1006 

M. pulegium 0,67 Sinergético parcial 

M. spicata 0,20 Sinergético total 

 

Tabela 16 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 

essenciais de C. nepeta e O. vulgare. 

Microrganismo FIC Interação 

E. faecalis ATCC 29212 0,36 Sinergético total 

S. aureus ATCC 29213 0,50 Sinergético total 

S. aureus LFG 1007 0,93 Aditivo 

S. epidermidis ATCC 12228 0,41 Sinergético total 

E. coli ATCC 25922 0,64 Sinergético parcial 

E. coli LFG 1003 1,27 Aditivo 

M. morganii LFG 1008 0,95 Aditivo 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,17 Sinergético total 

P. aeruginosa LFG 1002 1,36 Aditivo 

P. mirabilis LFG 1004 0,94 Aditivo 

S. enteritidis LFG 1005 0,24 Sinergético total 

S. typhimurium LFG 1006 0,20 Sinergético total 
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Tabela 17 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 

essenciais de L. pedunculata e L. viridis. 

Microrganismo FIC Interação 

E. faecalis ATCC 29212 0,69 Sinergético parcial 

S. aureus ATCC 29213 0,50 Sinergético total 

S. aureus LFG 1007 0,38 Sinergético total 

S. epidermidis ATCC 12228 0,58 Sinergético parcial 

E. coli ATCC 25922 1,08 Aditivo 

E. coli LFG 1003 0,71 Sinergético parcial 

M. morganii LFG 08 1,00 Aditivo 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,83 Aditivo 

P. aeruginosa LFG 1002 0,18 Sinergético total 

P. mirabilis LFG 1004 1,33 Aditivo 

S. enteritidis LFG 1005 1,00 Aditivo 

S. typhimurium LFG 1006 0,69 Sinergético parcial 

 

 

Tabela 18 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 
essenciais de género Lavandula e de género Mentha. 

Microrganismo 
Óleo essencial de 

Lavandula 
Óleo essencial 

de Mentha 
FIC Interação 

E. faecalis 

ATCC 29212 

L. pedunculata M. pulegium 0,67 Sinergético parcial 

L. pedunculata M. spicata 0,46 Sinergético total 

L. viridis M. spicata 1,08 Aditivo 

S. aureus  

ATCC 29213 

L. pedunculata M. pulegium 0,69 Sinergético parcial 

L. pedunculata M. spicata 0,71 Sinergético parcial 

L. viridis M. spicata 0,68 Sinergético parcial 

S. aureus 
LFG 1007 

L. pedunculata M. pulegium 0,02 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,21 Sinergético total 

L. viridis M. spicata 3,00 Aditivo 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

L. pedunculata M. pulegium 0,35 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,35 Sinergético total 

L. viridis M. spicata 1,00 Aditivo 

E. coli 
ATCC 25922 

L. pedunculata M. pulegium 1,01 Aditivo 

L. pedunculata M. spicata 0,83 Sinergético parcial 

L. viridis M. spicata 1,25 Aditivo 

E. coli 

LFG 1003 

L. pedunculata M. pulegium 0,51 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,70 Sinergético parcial 

L. viridis M. spicata 1,00 Aditivo 

M. morganii 
LFG 1008 

L. pedunculata M. pulegium 0,54 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,33 Sinergético total 

L. viridis M. spicata 0,62 Sinergético parcial 
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Tabela 18 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 

essenciais de género Lavandula e de género Mentha (continuação). 

Microrganismo 
Óleo essencial de 

Lavandula 
Óleo essencial 

de Mentha 
FIC Interação 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

L. pedunculata M. pulegium 0,17 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,35 Sinergético total 

P. aeruginosa 
LFG 1002 

L. pedunculata M. pulegium 0,03 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,08 Sinergético total 

L. viridis M. spicata 0,03 Sinergético total 

P. mirabilis 
LFG 1004 

L. pedunculata M. pulegium 0,54 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,54 Sinergético total 

L. viridis M. spicata 0,83 Sinergético parcial 

S. enteritidis 
LFG 1005 

L. pedunculata M. pulegium 0,67 Sinergético parcial 

L. pedunculata M. spicata 0,54 Sinergético total 

L. viridis M. spicata 1,00 Aditivo 

S. typhimurium 
LFG 1006 

L. pedunculata M. pulegium 0,52 Sinergético total 

L. pedunculata M. spicata 0,72 Sinergético parcial 

L. viridis M. spicata  0,58 Sinergético parcial 

 

 

Tabela 19 Valores de índice de concentração inibitória fracionada (FIC) e interação entre os óleos 
essenciais de género Mentha. 

Microrganismo FIC Interação 

E. faecalis ATCC 29212 0,92 Aditivo 

S. aureus ATCC 29213 0,46 Sinergético total 

S. aureus LFG 1007 0,08 Sinergético total 

S. epidermidis ATCC 12228 0,05 Sinergético total 

E. coli ATCC 25922 1,50 Aditivo 

E. coli LFG 1003 1,00 Aditivo 

M. morganii LFG 1008 0,26 Sinergético total 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,06 Sinergético total 

P. aeruginosa LFG 1002 0,10 Sinergético total 

P. mirabilis LFG 1004 2,00 Aditivo 

S. enteritidis LFG 1005 0,34 Sinergético total 

S. typhimurium LFG 1006 0,42 Sinergético total 
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II. Avaliação do potencial bactericida das misturas 

  

Tabela 20 Valores de concentração mínima bactericida (CMB), representados em µL/mL, obtidos para as 
misturas do OE de C. nepeta com OEs de género Lavandula face às estirpes bacterianas testadas. 

 CMB (µL/mL) 

C. nepeta/L. luisieri C. nepeta/L. pedunculata C. nepeta/L. viridis 

[C. nepeta] [L. luisieri] [C. nepeta] [L. pedunculata] [C. nepeta] [L. viridis] 

E. faecalis  
ATCC 29212 

> 3,0 > 3,0 2,0 1,0 2,0 3,0 

S. aureus  
ATCC 29213 

3,0 1,0 3,0 3,0 2,0 3,0 

S. aureus 
LFG 1007 

n.d. n.d. > 4,0 > 4,0 > 3,0 > 3,0 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

1,0 3,0 3,0 3,0 n.d. n.d. 

E. coli 
ATCC 25922 

> 3,0 > 3,0 2,0 0,03 n.d. n.d. 

E. coli 
LFG 1003 

> 3,0 > 3,0 3,0 3,0 n.d. n.d. 

M. morganii  
LFG 1008 

> 3,0 > 3,0 > 4,0 > 4,0 n.d. n.d. 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

n.d. n.d. > 4,0 > 4,0 n.d. n.d. 

P. aeruginosa  
LFG 1002 

n.d. n.d. 1,5 3,0 3,0 3,0 

P. mirabilis  
LFG 1004 

> 3,0 > 3,0 > 4,0 > 4,0 n.d. n.d. 

S. enteritidis 
LFG 1005 

> 3,0 > 3,0 0,125 2,0 n.d. n.d. 

S. typhimurium 
LFG 1006 

> 3,0 > 3,0 > 4,0 > 4,0 n.d. n.d. 

Legenda: n.d. – não determinado. 
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Tabela 21 Valores de concentração mínima bactericida (CMB), representados em µL/mL, obtidos para as 

misturas do OE de C. nepeta com OEs de género Mentha face às estirpes bacterianas testadas. 

 CMB (µL/mL) 

C. nepeta/M. pulegium C. nepeta/M. spicata 

[C. nepeta] [M. pulegium] [C. nepeta] [M. spicata] 

E. faecalis  
ATCC 29212 

> 3,0 > 3,0 2,0 2,0 

S. aureus  
ATCC 29213 

2,0 0,5 > 4,0 > 4,0 

S. aureus 
LFG 1007 

0,03 4,0 3,0 3,0 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

0,03 4,0 4,0 4,0 

E. coli 
ATCC 25922 

0,5 2,0 0,5 0,25 

E. coli 
LFG 1003 

0,5 4,0 2,0 0,125 

M. morganii  
LFG 08 

> 4,0 > 4,0 > 4,0 > 4,0 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

> 4,0 > 4,0 > 4,0 > 4,0 

P. aeruginosa  
LFG 1002 

0,02 2,0 4,0 4,0 

P. mirabilis  
LFG 1004 

> 4,0 > 4,0 4,0 4,0 

S. enteritidis 
LFG 1005 

0,5 2,0 0,5 4,0 

S. typhimurium 
LFG 1006 

> 4,0 > 4,0 > 4,0 > 4,0 

 

  

Tabela 22 Valores de concentração mínima bactericida (CMB), representados em µL/mL, obtidos para a 
mistura do OE de C. nepeta com o OE de O. vulgare face às estirpes bacterianas testadas. 

 CMB (µL/mL) 

[C. nepeta] [O. vulgare] 

E. faecalis ATCC 29212 > 4,0 > 4,0 

S. aureus ATCC 29213 4,0 1,0 

S. aureus LFG 1007 > 4,0 > 4,0 

S. epidermidis ATCC 12228 4,0 2,0 

E. coli ATCC 25922 0,03 4,0 

E. coli LFG 1003 4,0 0,03 

M. morganii LFG 1008 > 4,0 > 4,0 

P. aeruginosa ATCC 27853 > 4,0 > 4,0 

P. aeruginosa LFG 1002 > 4,0 > 4,0 

P. mirabilis LFG 1004 > 4,0 > 4,0 

S. enteritidis LFG 1005 4,0 0,5 

S. typhimurium LFG 1006 > 4,0 > 4,0 
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Tabela 23 Valores de concentração mínima bactericida (CMB), representados em µL/mL, obtidos para a 

mistura do OE de L. pedunculata com o OE de L. viridis face às estirpes bacterianas testadas. 

 CMB (µL/mL) 

[L. pedunculata] [L. viridis] 

E. faecalis ATCC 29212 > 3 > 3 

S. aureus ATCC 29213 3,0 2,0 

S. aureus LFG 1007 > 3 > 3 

S. epidermidis ATCC 12228 3,0 3,0 

E. coli ATCC 25922 > 3 > 3 

E. coli LFG 1003 > 3 > 3 

M. morganii LFG 1008 > 3 > 3 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,5 1,5 

P. aeruginosa LFG 1002 3,0 1,0 

P. mirabilis LFG 1004 > 3 > 3 

S. enteritidis LFG 1005 > 3 > 3 

S. typhimurium LFG 1006 > 3 > 3 

  

 

Tabela 24 Valores de concentração mínima bactericida (CMB), representados em µL/mL, obtidos para a 

mistura de OEs de género Lavandula com OEs de género Mentha face às estirpes bacterianas testadas. 

 CMB (µL/mL) 

L. pedunculata/M. pulegium L. pedunculata/M. spicata L. viridis/M. spicata 

[L. pedunculata] [M. pulegium] [L. pedunculata] [M. spicata] [L. viridis] [M. spicata] 

E. faecalis  
ATCC 29212 

> 4,0 > 4,0 3,0 1,5 > 3,0 > 3,0 

S. aureus  
ATCC 29213 

0,03 4,0 1,5 3,0 1,0 3,0 

S. aureus 
LFG 1007 

> 4,0 > 4,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 

S. epidermidis 
ATCC 12228 

2,0 4,0 0,5 1,5 3,0 2,0 

E. coli 
ATCC 25922 

2,0 2,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 

E. coli 
LFG 1003 

> 3,0 > 3,0 3,0 2,0 3,0 1,0 

M. morganii  
LFG 1008 

> 3,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

> 3,0 > 3,0 > 3,0 > 3,0 n.d. n.d. 

P. aeruginosa  
LFG 1002 

1,5 0,06 1,5 0,06 > 3,0 > 3,0 

P. mirabilis  
LFG 1004 

> 3,0 > 3,0 3,0 3,0 > 3,0 > 3,0 

S. enteritidis 
LFG 1005 

> 3,0 > 3,0 3,0 1,5 > 3,0 > 3,0 

S. typhimurium 
LFG 1006 

> 3,0 > 3,0 3,0 3,0 3,0 2,0 

Legenda: n.d. – não determinado. 

  



Mecanismos de Ação Antimicrobiana de Óleos Essenciais de Plantas Condimentares de Família 
Lamiaceae 

 
88 

 

Tabela 25 Valores de concentração mínima bactericida (CMB), representados em µL/mL, obtidos para a 

mistura de OEs de género Mentha face às estirpes bacterianas testadas. 

 CMB (µL/mL) 

[M. pulegium] [M. spicata] 

E. faecalis ATCC 29212 3,0 2,0 

S. aureus ATCC 29213 0,25 4,0 

S. aureus LFG 1007 4,0 2,0 

S. epidermidis ATCC 12228 4,0 1,0 

E. coli ATCC 25922 0,02 4,0 

E. coli LFG 1003 4,0 0,5 

M. morganii LFG 1008 > 4,0 > 4,0 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,06 2,0 

P. aeruginosa LFG 1002 4,0 0,5 

P. mirabilis LFG 1004 4,0 2,0 

S. enteritidis LFG 1005 2,0 2,0 

S. typhimurium LFG 1006 > 4,0 > 4,0 
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III. Avaliação da viabilidade celular 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

D C 

Figura 20 Determinação do controlo positivo, em ensaio de citómetria de fluxo, recorrendo ao 

tamanho celular da amostra. As zonas a verde representam a população bacteriana em estudo, 

enquanto as zonas a vermelho representam a população contaminante. A – Controlo positivo de 

E. faecalis ATCC 29212; B – Controlo positivo de S. aureus LFG 1007; C – Controlo positivo de E. coli 

LFG 1003; D – Controlo positivo de P. aeruginosa LFG 1002. 
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Tabela 26 Avaliação da viabilidade celular da mistura C. nepeta/L. pedunculata, face à estirpe E. faecalis 

ATCC 29212. 

[C. nepeta]/[L. pedunculata] 

(µL/mL) 

Células 
viáveis (%) 

Células em início 
de apoptose (%) 

Células 
apoptóticas (%) 

3,0/3,0 0 3,4 96,6 

1,0/1,0 55,8 11,6 31,2 
1,0/0,06 14,2 23,7 59,2 

 

 

 

Figura 21 Avaliação da viabilidade celular em citómetria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face à 
estirpe E. faecalis ATCC 29212. A – Concentração 3,0 µL/mL de C. nepeta e 3,0 µL/mL de L. pedunculata; B – 
Concentração 1,0 µL/mL de C. nepeta e 1,0 µL/mL de L. pedunculata; C –Concentração 1,0 µL/mL de C. nepeta 
e 0,06 µL/mL de L. pedunculata; (a) – gráfico de dispersão segundo a viabilidade celular; (b) – histograma 
segundo a viabilidade celular; (c) – gráfico de dispersão segundo o tamanho celular; (d) – histograma relativo 
ao tamanho celular. 

A 

B 

C 

(a) (b) (c) (d) 

(a) (b) (c) (d) 

(a) (c) (d) (b) 
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Figura 22 Avaliação da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescência da mistura C. nepeta/L. 
pedunculata face à estirpe E faecalis ATCC 29212. A – Controlo positivo; B – Concentração 1,0 µL/mL de 
C. nepeta e 1,0 µL/mL de L. pedunculata; C – Concentração 1,0 µL/mL de C. nepeta e 0,06 µL/mL de 
L. pedunculata; (a) – células em fluorescência, utilizando PI como fluorocromo (b) – células não submetidas 
a radiação fluorescente. 

 

A 

B 

C 

(a) (b) 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Tabela 27 Avaliação da viabilidade celular da mistura C. nepeta/L. pedunculata, face à estirpe S. aureus 

LFG 1007. 

[C. nepeta]/[L. pedunculata] 

(µL/mL) 

Células 
viáveis (%) 

Células em início 
de apoptose (%) 

Células 
apoptóticas (%) 

3,0/3,0 0 0 92,3 

1,0/1,0 4,9 3,4 90,7 
1,0/0,06 29,1 13,1 54,2 

 

A 

B 

C 

(a) (b) (c) (d) 

(a) (b) (c) (d) 

(a) (b) (c) (d) 

Figura 23 Avaliação da viabilidade celular em citómetria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face à estirpe 
S. aureus LFG 1007. A – Concentração 3,0 µL/mL de C. nepeta e 3,0 µL/mL de L. pedunculata; B – Concentração 1,0 
µL/mL de C. nepeta e 1,0 µL/mL de L. pedunculata; C –Concentração 1,0 µL/mL de C. nepeta e 0,06 µL/mL de 
L. pedunculata; (a) – gráfico de dispersão segundo a viabilidade celular; (b) – histograma segundo a viabilidade celular; 
(c) – gráfico de dispersão segundo o tamanho celular; (d) – histograma relativo ao tamanho celular. 
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A 

B 

C 

(a) (b) 

(a) (b) 

(a) (b) 

Figura 24 Avaliação da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescência da mistura C. nepeta/L. 
pedunculata face à estirpe S. aureus LFG 1007. A – Controlo positivo; B – Concentração 3,0 µL/mL de 
C. nepeta e 3,0 µL/mL de L. pedunculata; C – Concentração 1,0 µL/mL de C. nepeta e 0,06 µL/mL de 
L. pedunculata; (a) – células em fluorescência, utilizando PI como fluorocromo (b) – células não 
submetidas a radiação fluorescente. 
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Tabela 28 Avaliação da viabilidade celular da mistura C. nepeta/L. pedunculata, face à estirpe E. coli 
LFG 1003. 

[C. nepeta]/[L. pedunculata] 

(µL/mL) 

Células 
viáveis (%) 

Células em início 
de apoptose (%) 

Células 
apoptóticas (%) 

3,0/3,0 0 0 100 
1,5/1,5 0 0 100 

0,5/1,5 3,1 4,0 90,7 

 

A 

B 

C 

(a) (c) (d) 

(a) (c) 

(b) 

(b) (d) 

(a) (b) (c) (d) 

Figura 25 Avaliação da viabilidade celular em citómetria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face 

à estirpe E. coli LFG 1003. A – Concentração 3,0 µL/mL de C. nepeta e 3,0 µL/mL de L. pedunculata; B – 
Concentração 1,5 µL/mL de C. nepeta e 1,5 µL/mL de L. pedunculata; C – Concentração 0,5 µL/mL de 
C. nepeta e 1,5 µL/mL de L. pedunculata; (a) – gráfico de dispersão segundo a viabilidade celular; (b) – 
histograma segundo a viabilidade celular; (c) – gráfico de dispersão segundo o tamanho celular; (d) – 

histograma relativo ao tamanho celular. 
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A 

B 

C 

D 

(a) (b) 

(a) (b) 

(a) 

(a) (b) 

(b) 

Figura 26 Avaliação da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescência da mistura 
C. nepeta/L. pedunculata face à estirpe E. coli LFG 1003. A – Controlo positivo em tubo; B – Controlo 
positivo em microplaca; C – Concentração 3,0 µL/mL de C. nepeta e 3,0 µL/mL de L. pedunculata; D – 
Concentração 1,0 µL/mL de C. nepeta e 0,06 µL/mL de L. pedunculata; (a) – células em fluorescência, 

utilizando PI como fluorocromo (b) – células não submetidas a radiação fluorescente. 
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Tabela 29 Avaliação da viabilidade celular da mistura C. nepeta/L. pedunculata, face à estirpe P. aeruginosa 
LFG 1002. 

[C. nepeta]/[L. pedunculata] 

(µL/mL) 

Células 
viáveis (%) 

Células em início 
de apoptose (%) 

Células 
apoptóticas (%) 

3,0/3,0 0 43,5 56,5 

1,0/1,0 0 45,0 55,0 
0,25/0,5 17,0 18,5 64,1 

 

 

A 

B 

C 

(a) (b) (c) (d) 

(a) (b) (c) (d) 

(a) (b) (c) (d) 

Figura 27 Avaliação da viabilidade celular em citómetria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face à 
estirpe P. aeruginosa LFG 1002. A – Concentração 3,0 µL/mL de C. nepeta e 3,0 µL/mL de L. pedunculata; 
B – Concentração 1,0 µL/mL de C. nepeta e 1,0 µL/mL de L. pedunculata; C – Concentração 0,25 µL/mL de 
C. nepeta e 0,5 µL/mL de L. pedunculata; (a) – gráfico de dispersão segundo a viabilidade celular; (b) – 
histograma segundo a viabilidade celular; (c) – gráfico de dispersão segundo o tamanho celular; (d) – 
histograma relativo ao tamanho celular. 
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Figura 28 Avaliação da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescência da mistura C. nepeta/L. 
pedunculata face à estirpe P. aeruginosa LFG 1002. A – Controlo positivo em tubo; B – Concentração 
3,0 µL/mL de C. nepeta e 3,0 µL/mL de L. pedunculata; C – Concentração 0,25 µL/mL de C. nepeta e 
0,5 µL/mL de L. pedunculata; (a) – células em fluorescência, utilizando PI como fluorocromo (b) – 
células não submetidas a radiação fluorescente. 

A 

B 

C 

(a) (b) 

(a) (b) 

(b) (a) 
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IV  Avaliação da toxicidade em Artemia salina 

 

  

Tabela 30 Valores de CL50 obtidos para os óleos essenciais e o controlo positivo nos ensaios de 
letalidade de Artemia Salina. 

Óleos essenciais/Padrão  CL50 (µg/mL) 

C. nepeta 213,6 ± 2,0 

L. luisieri 208,6 ± 4,3 

L. pedunculata 213,2 ± 3,2 

L. viridis 191,6 ± 1,6 

M. pulegium 134,7 ± 6,7 

M. spicata 192,0 ± 2,4 

O. vulgare 35,0 ± 1,7 

K2CrO7 25,3 ± 0,9 

 


