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RESUMO 

 

A pele é o principal órgão do corpo humano que age como barreira, ficando sujeita a cortes, 

lesões e queimaduras. O PHB, por se tratar de um polímero de origem natural, renovável e 

com características biodegradáveis e biocompatíveis e, o óleo essencial de cravo da Índia 

além de ser natural, apresentar amplo espectro de ação biológica, faz dessa combinação, um 

potencial candidato, despertando o interesse de investigação desse trabalho, tornando possível 

a obtenção de uma pomada, obtida por meio da solubilização desses materiais de um solvente 

em comum, seguido de sua evaporação a temperatura ambiente, onde foi analisado os 

metabólicos presentes no óleo de cravo da Índia, sua miscibilidade com o PHB, textura da 

pomada, interação entre suas bandas de ligação e atividade antimicrobiana de ambos. A partir 

dos resultados obtidos pela cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas, pode-

se observar a presença majoritária dos metabólitos secundários no óleo essencial de cravo da 

índia como ꞵ-cariofileno e o Eugenol, essenciais no desenvolvimento da ação inibidora contra 

a proliferação de bactérias nas feridas em tratamento. A atividade antimicrobiana do óleo de 

cravo da Índia foi comprovada para várias cepas em estudo assim como para a pomada frente 

às cepas Staphylococcus aureus e Escherichia coli, cujos halos de inibição foram acima de 

50% dos obtidos para o óleo essencial puro, confirmando a atividade antimicrobiana na 

formulação da pomada em estudo. De modo geral, pode-se inferir que a pomada com 

atividade antimicrobiana foi obtida com sucesso, apresentando textura e consistência macia 

assim como coloração clara à luz visível, sem indícios de amarelamento até os 30 dias de 

análise, ficando apta a aplicação. 

 

Palavras chaves: Poli(3-hidroxibutirato); Óleo Essencial de Cravo da Índia; Pomada; 

Atividade Antimicrobiana; Cicatrização. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A pele envolve processos físico-químicos bastante elaborados, principalmente quando 

é submetida à ação de agressores externos, uma vez que esta é um dos principais órgãos do 

corpo que atua como interface protetora entre o organismo vivo e o meio externo, tornando-se 

bastante susceptível a cortes, lesões e queimaduras (Williams e Kupper, 1996; Oliveira et al., 

2012). A etapa da cicatrização torna-se então de suma importância, devendo ocorrer de forma 

mais rápida e segura, pois assim, menor será o tempo de exposição do organismo a uma série 

de patógenos (Sperandio, 2009).  

O tratamento de feridas cutâneas é dinâmico e depende a cada momento, da evolução 

das fases de cicatrização. Contudo, as pomadas podem ser usadas para este fim, devido estas, 

serem formas farmacêuticas interessantes em estado semissólido, para aplicação na pele ou 

em membranas mucosas, podendo consistir da solução ou dispersão de um ou mais princípios 

ativos em baixas proporções em uma base adequada, usualmente não aquosa (Pianetti e 

Albuquerque, 2012). Trata-se de uma forma de tratamento dessas feridas e sua escolha, 

depende de fatores intrínsecos e extrínsecos, pois a trajetória entre os estágios de 

inflamação, remoção de tecidos desvitalizados e reparo de uma ferida são perspicazes e, os 

elementos celulares alteram de acordo com o tipo de ferida, conduzindo ao processo de 

cicatrização (Boriskin, 1994; Morgan, 1994; Swaim e Henderson, 1998; Santos, 1999; 

Broughton et al., 2006). 

O uso de pomadas é datado desde 2500 a.C a 1500 a.C.. Tratava-se de medicamentos 

pastosos, produzidos a base de gorduras de origem animal e eram classificados de acordo com 

sua resistência e/ou capacidade de amolecimento ao entrar em contato com a pele (Cabral e 

Pita, 2015). De acordo com Galletto (2006), na mesopotâmia, foi encontrada a Tábua de 

Nipur, que hoje é tida como o mais antigo texto médico-farmacêutico (3.000 a.C.), onde 

contém receitas médicas e referem-se as drogas de origem vegetal, animal e mineral, e que 

nesta época já utilizavam medicamentos em forma de soluções, pomadas, pílulas e medicação 

para uso retal e vaginal, dos quais vinhos, cervejas e óleos eram usados como veículos para as 

preparações medicamentosas. 

A busca por maior bem-estar de pessoas que sofreram traumas ou patologias exige a 

necessidade de alternativas para uma rápida e eficiente cicatrização de lesões. A 

bioengenharia tecidual trata-se de um campo multidisciplinar envolvendo princípios e 

métodos da engenharia e das ciências da saúde para assistir e acelerar a regeneração e o 

reparo de tecidos lesionados. O uso de biomateriais vem adquirindo grande destaque nesse 
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contexto, principalmente quando se faz uso de bioativos naturais com propriedades biológicas 

e cicatrizantes que facilitam e aceleram o reparo e a cicatrização de lesões cutâneas (Tabata, 

2009; Williams, 2009). 

Os biomateriais podem ser de origem sintética ou natural, idealizadas para substituir 

matéria viva que deixou de ter função e que sejam biocompatíveis, reprodutíveis, acessíveis e 

biodegradáveis em situações específicas (Guastaldi e Aparecida, 2010). O uso de materiais 

sintéticos pode originar resíduos que dificultam a recuperação da lesão. Pode-se reduzir essa 

limitação pelo uso de dispositivos produzidos a partir de diversos tipos de compostos 

poliméricos naturais, já que estes, geralmente são biocompatíveis e biodegradáveis e, podem 

através de um amplo espectro de ação biológica favorecer no processo de cicatrização do 

tecido cutâneo lesionado de forma mais eficiente (Dallan, 2005; Bueno e Moraes, 2011; 

Sionkowska, 2011). A escolha por biopolímeros vem sendo também apontada na área da 

engenharia de tecidos, por possuírem propriedades capazes de manter um microambiente 

controlado no tecido lesionado.  

Derivado da família dos PHAs (polihidroxialconoatos), pesquisas sobre poliésteres 

alifáticos como o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) vem crescendo exponencialmente em 

aplicações biomédicas (Reis et al., 2008; Zhang et al., 2010; Bhattacharjee et al., 2016). De 

origem natural, renovável e produzido por bactérias a partir de diversas fontes renováveis, 

sendo mais difundida sua produção a partir da cana-de-açúcar, trata-se de um poliéster 

termoplástico biodegradável que tem se difundido como importante biopolímero nos estudos 

de preparação de materiais biomiméticos (Börner e Schlaad, 2007; Carmigan, 2008). De 

acordo com Castellano et al. (2017) a estrutura do PHB torna-o atraente para uma maior 

exploração nos procedimentos de reconstrução da pele, provavelmente devido apresentar 

propriedades angiogênicas (formação de vasos sangüíneos a partir de vasos preexistentes) e 

de polarização de macrófagos do tipo M2 (liberação de citocinas anti-inflamatórias que pode 

promover o reparo tecidual). Em seu estudo, Castellano et al. (2017) relataram um compósito 

à base de dermo-epidérmicos da pele humana com PHB, sendo aplicado como implante em 

um modelo de xenoenxerto em camundongo, resultando em um enxerto acompanhado de um 

aumento na angiogênese promovendo a sobrevivência do enxerto humano utilizado como 

base pro compósito em seu estudo. 

Estudos de compostos bioativos tem despertado e inspirado o conceito de seu uso 

fitoterápico, uma vez que muitos destes materiais apresentam propriedades analgésicas, anti-

inflamatória, bactericida e cicatrizante, tornando esses materiais ótimos aditivos em produtos 

que tem por finalidade o reparo e cicatrização de feridas. Nascimento et al. (2000) estudaram 
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a atividade antibacteriana de extratos de plantas e fitoquímicos em bactérias resistentes a 

antibióticos, onde os extratos de Caryophyllus aromaticus e Syzygyum joabolanum, inibiram 

64,2 e 57,1% dos microrganismos testados, respectivamente. Oussalah et al. (2007), relata o 

estudo de 28 óleos essenciais de plantas de acordo com seus efeitos inibitórios no crescimento 

de quatro bactérias patogênicas: Escherichia coli O157: H7, Salmonella typhimurium, 

Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, onde os óleos Corydothymus capitatus, 

Cinnamomum cassia, Origanum heracleoticum, Satureja montana e Cinnamomum verum 

(casca), estudados, apresentaram 60,05% e que o Eugenia caryophyllus apresenta atividade 

antimicrobiana de 60,04% de concentração mínima inibitória para todas as bactérias testadas. 

Estudos na literatura comprovam o potencial antimicrobiano dos mais diversos bioativos 

naturais, dentre eles o óleo de cravo (Chaieb et al., 2007; Affonso et al., 2012). 

 O Syzygium aromaticum, popularmente conhecido como cravo e/ou cravo da Índia, 

possui, atualmente, como principais produtos disponíveis no mercado o seu próprio botão 

floral seco e o óleo essencial (Lorenzi e Matos, 2002; Paoli et al., 2007). Espécies dessa 

família são comumente utilizadas para diversos fins médicos, como o tratamento 

gastrointestinal, devido ao aumento do ácido clorídrico no estômago e à melhora do 

peristaltismo (Kumari, 1991), distúrbios circulatórios (Saeed e Gilani, 1994) e agente 

anticancerígeno (Banerjee et al., 2006), além de ser abundantemente utilizado na odontologia 

como antisséptico e analgésico, devido sua atividade contra bactérias orais associadas a cárie 

dentária e doença periodontal, onde o óleo não diluído pode ser esfregado nas gengivas para 

tratar a dor de dente (Cai e Wu, 1996).  Devido seu óleo apresentar compostos fenólicos como 

o Eugenol e o ꞵ-cariofileno, apresenta grande poder bactericida, antimicrobiano, anti-

inflamatório, analgésico e diversas outras propriedades (Shimizu et al., 1990; Veiga Jr. e 

Pinto, 2002; Chaieb et al., 2007; Pramod et al., 2010; Affonso et al., 2012) que chamam 

atenção para seu uso direto em aplicações médicas e fitoterápicas, além de sua utilização 

como aditivo nos biopolímeros, potencializando os efeitos de reparo e cicatrização tecidual 

das mais diversas lesões. 

Com base nos dados reportados da literatura, surge o interesse de incorporar o óleo 

essencial de cravo como bioativo natural no poli(3-hidroxibutirato), de modo a produzir uma 

pomada com propriedades anti-inflamatórias, analgésicas e anti-microbiana que auxilie no 

reparo e cicatrização de feridas, uma vez que o PHB tem-se apresentado como potencial 

candidato no tratamento de lesões tissulares devido suas propriedades angiogênica e de 

proliferação de macrófagos do tipo M2. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Esse trabalho tem como finalidade a preparação e caracterização de uma formulação à 

base de poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e óleo essencial de cravo da Índia com amplo espectro 

de ação biológica, de modo a ser testada e usada como pomada no tratamento de feridas 

cutâneas. 
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2.2. Objetivos Específicos 

 

✓ Solubilizar o PHB em clorofórmio para obtenção de um filme, por meio de 

evaporação de solvente; 

✓ Determinar os metabólitos secundários do óleo essencial de cravo da Índia por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM); 

✓ Verificar atividade antimicrobiana no óleo essencial de cravo da Índia contra as 

cepas gram-positivas, gram-negativas e fungos; 

✓ Promover a incorporação do óleo essencial de cravo da Índia na solução de PHB para 

obtenção de uma pomada por meio da evaporação de solvente; 

✓ Avaliar o aspecto visual da pomada PHB/óleo de cravo em função do tempo, levando 

em consideração sua cor, consistência e odor; 

✓ Caracterizar por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier o 

óleo essencial de cravo da Índia, a pomada PHB/óleo de cravo e o filme de PHB;  

✓ Verificar atividade antimicrobiana na pomada PHB/óleo de cravo contra as cepas 

gram-positivas, gram-negativas e fungos.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Pele e tratamento de feridas 

 

O maior órgão do corpo humano é a pele, recobrindo uma superfície de 

aproximadamente 2m² em um corpo adulto, representando aproximadamente 15% do peso 

corporal, logo, a pele é a principal barreira física contra o meio externo (Cestari, 2012). Essa 

função já havia sido afirmada por Virchow em meados do século XIX, descrevendo a pele 

como um envoltório que reveste e protege órgãos mais complexos (Virchow, 1860). No 

entanto, nas últimas décadas, diversos estudos apontam a pele como um órgão funcionalmente 

complexo e de estrutura própria, devido caracterizar-se por diversos tecidos, tipos celulares e 

estruturas especializadas, distribuído em camadas interdependentes, onde suas interações 

celulares e moleculares são das mais diversas possíveis, possibilitando a ocorrência de 

renovação e reparo de seus componentes a todo momento (Barbosa, 2011; Cestari, 2012). 

Desde tempos imemoráveis há uma exploração de forma padrão nos estudos da pele 

decorrente de lesões que esta pode sofrer. Visando uma melhoria no processo de tratamento 

das feridas, desde então, a pele é dividida nas seguintes camadas: epiderme que trata-se de 

um epitélio com a função de revestimento encontrado firmemente acoplada a derme, a qual 

trata-se de tecido conjuntivo subadjacente que serve de suporte a epiderme e por fim, tem-se a 

hipoderme, camada mais profunda da pele que une a derme aos tecidos e órgãos subjacentes. 

Pode-se visualizar a estrutura e camadas da pele na Figura 1 (Van de Graaff, 2003; Weller et 

al., 2008). 
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Figura 1. Principais estruturas e camadas da pele.  

Fonte: Weller et al., 2008. 

 

 Pode-se descrever ferida como qualquer alteração da integridade anatômica da pele, 

podendo atingir da camada mais fina, epiderme, até estruturas mais profundas como fáscia 

(planos de tecido conjuntivo), músculos, aponeuroses (membranas achatadas de constituição 

semelhante à dos tendões) e órgãos (Declair, 2002). 

 As feridas podem ser classificadas segundo diversos parâmetros, que auxiliam no 

diagnóstico, evolução e definição do tipo de tratamento. De modo geral, dependendo do seu 

tempo de existência, elas podem ser agudas, apresentando respostas rápidas ao tratamento, ou 

crônicas, possuindo cicatrização branda e de extensa duração, podendo apresentar 

complicações no tratamento (Oliveira et al., 2006). 

As formas farmacêuticas comumente utilizadas para o processo de cicatrização 

incluem pomadas, cremes, géis e pastas como formulações semi-sólidas e as soluções e 

suspensões, como formulações líquidas (Kulkarni, 2010). 

 A incessável busca para melhorar a qualidade de vida de pessoas que sofreram lesões 

e/ou traumas patológicos, torna necessário estudos cada vez mais minuciosos a respeito do 

reparo e cicatrização de feridas cutâneas, que possibilitem a produção de materiais de baixo 
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custo a partir de matérias-primas de fonte renovável e abundantes na natureza. Contudo, a 

produção de biomateriais com base em materiais poliméricos biodegradáveis em conjunto 

com óleos essenciais vem ganhando destaque nesse âmbito, devido apresentar amplo espectro 

de propriedades biológicas e cicatrizantes que facilitam e aceleram o reparo e a cicatrização 

de lesões cutâneas (Tabata, 2009; Williams, 2009). 

 

3.2. Biomateriais e Poli(3-hidroxibutirato) (PHB) 

 

O uso de biomateriais para reparar, restaurar ou até mesmo substituir um tecido, órgão 

ou membro do corpo, além dos mais diversos tipos de problemas relacionados a saúde 

humana, remonta a antiguidade (Ratner, 2005). De acordo com Lyman e Seare (1974) o 

primeiro registro do uso de biomateriais é mencionado por Edwin Smith, há quase 4000 anos 

de idade, descrevendo o uso de suturas no reparo de feridas, e que a escrita médica hindu, 

egípcia e grega, descrevem o transplante de ossos de animais para seres humanos, o que hoje 

é denominado xenoenxerto. E assim os biomateriais podem ser definidos como toda e 

qualquer substância ou combinação de substâncias, naturais e/ou sintéticas, utilizadas em 

aplicações biomédicas, que interagem com sistemas biológicos (Williams, 1976; Von Recum 

e Laberge, 1995; Gil e Ferreira, 2006; Pires et al., 2015). 

 O poli(3-hidroxibutirato) (PHB) trata-se de um polímero derivado da família dos 

polihidroxialcanoatos (PHAs), uma classe de poliésteres naturais, alifáticos e biodegradáveis, 

produzidos pela fermentação bacteriana a partir de fontes renováveis, tais como os açúcares, 

amido e ácidos graxos (Reis et al. 2008; Künkel et al., 2016). Apresentam propriedades 

biocompatíveis, chamando atenção dos pesquisadores da área biomédica devido 

apresentarem-se adequados para uso como endoprótese expansível temporária, placa óssea, 

adesivo, pregos e parafusos, além disso, nos últimos anos, tem mostrado biocompatibilidade 

para várias linhas celulares, incluindo osteoblásticos, células epiteliais e condrócitos ovinos 

(Miller e Williams, 1987; Malm et al., 1992; Boeree et al., 1993; Peng et al., 1996; Rivard et 

al., 1996; Nebe et al., 2001; Freier, 2006). Na Figura 2 pode-se observar a estrutura geral dos 

PHAs bem como seus derivados mais importantes. 
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Figura 2. Polihidroxialcanoatos, estrutura geral e seus derivados mais importantes. 

Fonte: Künkel et al., 2016. 

O PHB pode ser degradado por uma vasta gama de microrganismos nos mais diversos 

ambientes (Chiellini e Solaro, 2003). Por apresentar excelentes propriedades inerentes de 

biodegradabilidade e biocompatibilidade, tem chamado a atenção da indústria e 

pesquisadores, levando a estudos que demonstram esse polímero como um bom candidato 

para aplicação na engenharia de tecidos, podendo ser usado na forma de membranas de fibras 

ultrafinas eletrofiadas, possibilitando a proliferação celular de forma contínua, similar ao 

observado em esponjas de colágeno por até 35 dias de cultura, caráter esse que favorece a 

regeneração tecidual, surgindo como alternativa promissora para substituir técnicas de 

xenoenxerto e autoenxerto, por exemplo (Rivard et al., 1996; Lee et al., 2002; Williams e 

Mart, 2002; Sombatmankhong et al., 2006; Jiang et al., 2012; Castellano et al., 2017; 

Salvatore et al., 2018). 
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3.3. Bioativos Naturais 

 

Desde a existência da raça humana, os homens buscam na natureza recursos para 

melhorar suas próprias condições de vida, garantindo sua sobrevivência. Daí evidencia-se 

fortemente a relação entre seres humanos e plantas, pois o uso de recursos vegetais são dos 

mais diversos e importantes, como é o caso da alimentação e das finalidades medicinais 

(Balick e Cox 1997). 

Nos últimos anos ocorreu um crescimento no número de registros de produtos 

conhecidos como bioativos naturais, fazendo-os adquirir um valor estratégico sobre os seus 

possíveis usos industriais e econômicos nos mais diversos segmentos, em especial seu uso 

medicinal, o que leva a Organização Mundial de Saúde (OMS), a relatar considerações sobre 

o uso popular de espécies potencialmente importantes e a recomendação para o 

desenvolvimento de pesquisas que visem à utilização de plantas com finalidades terapêuticas 

(Almeida e Scheffer, 2012). 

De acordo com Gonçalves (2007) os principais grupos de compostos, com 

propriedades antibacterianas, extraídos de plantas são: substâncias fenólicas e polifenóis 

(fenóis simples, ácidos fenólicos, quinonas, flavonas, flavonóis, flavonoides, taninos e 

cumarinas); terpenóides e óleos essenciais; alcalóides; lectinas e polipeptídios; e 

poliacetilenos. 

 

3.4. Óleo de Cravo da Índia 

 

Em português, o nome cravo é derivado do latim, clavus (prego), devido sua aparência 

física (Kiple et al., 1999). O craveiro da índia, Syzygium aromaticum, trata-se de uma árvore 

nativa das ilhas Molucas, na Indonésia, sendo uma planta de porte arbóreo com copa alongada 

característica, que pode atingir de 8 a 10 m de altura. Apesar de possuir propriedades 

terapêuticas ainda desvalorizadas, a medicina popular vem fazendo uso do cravo da índia no 

tratamento de diversas doenças, atraindo dessa forma o interesse de muitos pesquisadores que 

terminam por comprovar cientificamente suas propriedades biológicas nas aplicações 

terapêuticas, como por exemplo anestésico local na odontologia e efeito cicatrizante em 

feridas (Lorenzi et al., 2002; Paoli et al., 2007; Pramod, et al. 2010). 
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A concentração dos constituintes presentes no óleo de cravo da índia varia tanto 

quanto da porção/parte do vegetal analisada quanto da região na qual a planta foi cultivada 

(Tabela 1) (Affonso et al., 2012). De acordo com a literatura, possui como componentes 

majoritários em sua composição molecular o eugenol (C10H12O2) e o β-cariofileno (C15H24), 

sendo o primeiro em maior concentração, cujas fórmulas estruturais estão apresentadas na 

Figura 3 (Prashar et al. 2006, Santoro et al. 2007, Pereira et al. 2008, Scherer et al., 2009). 

 

Tabela 1. Porcentagem dos componentes do óleo de cravo. 

Componentes 
Área (%) 

FF* FSS* FSE* PEN* BFS* 

Eugenol 82,47 87,07 82,69 90,41 88,38 

β-Cariofileno 10,78 8,29 10,45 3,61 0,64 

α-Humuleno 1,44 1,08 1,63 0,60 - 

Acetato de eugenila 1,89 - - 3,76 10,98 

Óxido de cariofileno 0,47 - 0,51 - - 

*FF: Folhas frescas; FSS: Folhas secas ao sol; FSE: Folhas secas em estufa, PEN: Pedúnculos e BFS: Botões 

florais secos de S. aromaticum 

Fonte: Oliveira et al., 2009. 

 

 

 

 

               

 

(a) Fonte: Oliveira et al., 2009.                       (b) Fonte: Coutinho et al., 2015. 

Figura 3. Fórmulas estruturais (a) Eugenol e (b) β-Cariofileno. 

Segundo Oliveira et al. (2009) atividades analgésica, anti-inflamatória e antioxidante 

encontradas no óleo essencial de cravo é de responsabilidade do eugenol. Alguns autores 

como Mytle et al. (2006), Pinto et al. (2009), Scherer et al. (2009) e Affonso et al. (2012) 

estudaram a atividade antimicrobiana contra as cepas Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

epidermidis e o fungo Candida albicans, ao eugenol. Ogunwande et al. (2005) descobriram 
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que o óleo essencial da fruta exibia forte atividade antibacteriana contra o Staphylococcus 

aureus, enquanto o óleo da folha inibia fortemente o crescimento de Bacillus cereus. 

De acordo com Martin et al. (1993) o cariofileno trata-se de um sesquiterpenóide de 

ocorrência comum em muitos óleos essenciais e, em especial, no óleo de cravo na sua forma 

isômera (ꞵ-cariofileno). Ocorre na natureza como mistura de isômeros: isocariofileno, α-

cariofileno (humuleno) e ꞵ-cariofileno. Algumas dessas substâncias apresentam atividades 

biológicas, destacando o ꞵ-cariofileno que apresenta efeitos espasmolítico, anestésico local e 

anti-inflamatório.  
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1. Materiais 

 

Os materiais utilizados (Figura 4) na preparação do filme de PHB e da pomada 

PHB/óleo de cravo foram: o poli(3-hidroxibutirato) (PHB), fornecido sob a forma de pó pela 

PHB INDUSTRIAL S/A, localizada em Serrana-SP, com índice de fluidez de 16 g/10 min e 

densidade de 1,22 g/cm3. O óleo essencial de cravo da Índia (Eugenia caryophyllata ou 

Syzygium aromaticum) usado como bioativo natural, 100% puro da Phytoterápica, adquirido 

no Mundo Verde/Rio de Janeiro-RJ. O clorofórmio de massa molar 119,38 g/mol foi 

fornecido pela Quimex sob forma líquida e usado como recebido. 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

 

 

 

 

 

                                                                       (c) 

Figura 4. Materiais utilizados para preparação do filme de PHB e da pomada PHB/óleo de 

cravo (a) poli(3-hidroxibutirato) (PHB), (b) óleo essencial de cravo da Índia e (c) clorofórmio. 
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4.2.Metodologia 

 

4.2.1. Preparação do filme de PHB 

 

A solução de PHB a 1% (m/V) de concentração foi preparada através da dissolução de 

0,5 g de pó do polímero em 50mL de clorofórmio, ficando em repouso por um período de 

24h. Passada as 24h, foi adicionado mais clorofórmio, até completar o volume de 50 mL, 

compensando a quantidade de solvente evaporada no repouso. Em seguida, a solução foi 

submetida a 45°C sob agitação magnética por 40min. Por fim, a solução polimérica foi 

filtrada usando gaze e vertida em placa Petri de 12 cm para formação do filme por meio de 

evaporação de solvente à temperatura ambiente. 

 

4.2.2. Preparação da pomada de PHB com óleo essencial de cravo da Índia 

 

A preparação da solução polimérica de PHB seguiu o mesmo procedimento descrito 

no Item 4.2.1. Em seguida, fez-se a adição de 3mL de óleo de cravo, representando 6% em 

relação ao volume total da amostra, permanecendo por mais 20min sob agitação magnética a 

45°C. Por fim, a solução foi filtrada usando gaze e vertida em placa Petri de 12 cm para 

formação da pomada por meio de evaporação de solvente à temperatura ambiente. 

 

4.3.Caracterização 

 

4.3.1. Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas CG/EM 

 

A identificação e quantificação dos constituintes do óleo essencial de cravo da Índia 

foram realizadas via Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM) 

da Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Plus. O óleo obtido foi concentrado em um rota-

evaporador a 40 ± 1°C. Em seguida, a amostra foi injetada numa coluna cromatográfica do 
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equipamento CG-EM e uma curva de calibração na faixa de concentração de 1 a 100 µg/L, foi 

utilizada na determinação dos principais metabólitos secundários presentes no óleo essencial. 

 

4.3.2. Atividade antimicrobiana in Vitro 

 

Foi utilizado o método de difusão em ágar descrito por Altherthum e Carvalhal (1999). 

Dependendo da atividade presente no antimicrobiano em relação a bactéria, halos de inibição 

podem ser formados no meio em torno do disco, pedaço de papel filtro impregnado de 

antimicrobiano, indicando o não crescimento microbiano. O diâmetro do halo varia de acordo 

com a velocidade de difusão do antimicrobiano testado e com a sensibilidade da bactéria. 

As amostras do óleo essencial de cravo e da pomada PHB/óleo de cravo foram 

manipuladas em ambiente estéril, utilizando a cabine de segurança biológica da marca 

Quimis, modelo Q216F21RA1. Para o ensaio foi utilizado meio de cultura Mueller Hinton 

Broth (Caldo Mueller Hinton- Kasvi - Italy). As amostras foram testadas frente às cepas 

bacterianas de interesse clínico: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e o fungo Candida 

albicans. 

 

4.3.3. Análise visual da pomada PHB/óleo de cravo 

 

A avaliação visual foi realizada levando em consideração a miscibilidade ainda em 

solução, textura e coloração ao longo do tempo, sendo registradas fotografias da pomada 

PHB/óleo de cravo por 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. 

 

4.3.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros de FTIR do óleo essencial de cravo da Índia e da pomada PHB/óleo de 

cravo foram analisados em um equipamento da PerkinElmer precisely, Spectrum 400, 

FTIR/FT-NIR Spectrometer com ATR (reflectância total atenuada), cristal de diamante/ZnSe 

na faixa de 4000 a 600 cm-1 usando 20 varreduras. 
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5. Resultados e Discussão 

 

5.1.Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas do óleo essencial de 

cravo da Índia 

 

Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa, realizado em 

triplicata, foi possível observar a presença de dois constituintes majoritários no óleo essencial 

de cravo da Índia, os quais são apresentados na Figura 5 (a) 1, (b) 2 e (c) 3. 

(a) 

(b) 
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(c) 

Figura 5. Cromatograma do óleo essencial de cravo da índia realizado em triplicata (a) 1, (b) 2 

e (c) 3. 

 Os cromatogramas (b) e (c) mostram um pico mais intenso, com tempo de retenção em 

18,55 min (pico 2), correspondendo ao ꞵ-cariofileno, seguido pelo segundo pico de maior 

intensidade que se refere ao eugenol com tempo de retenção em 16,37 min (pico 1), ambos 

confirmados pelos seus respectivos espectros de massas, Figura 6 (a) e (b), comportamento 

esse também observada por Pawar e Thaker (2006) que encontraram isômeros do cariofileno 

com tempo de retenção entre 16,732 a 18,896 min e do Eugenol em 16,182 min. 

O cromatograma (a) difere dos outros cromatogramas, (b) e (c), ao apresentar três 

picos mais intensos, onde os dois primeiros estão com tempo de retenção em 8,4 e 14,93 min, 

e não se apresentam nos outros cromatogramas, e o terceiro pico possui tempo de retenção em 

16,38 min, tornando-o condizente com o pico de menor intensidade dos outros 

cromatogramas, os quais se referem ao Eugenol. 
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(a) Eugenol. 

 

(b) ꞵ-cariofileno. 

Figura 6. Espectogramas de massas (a) Eugenol e (b) ꞵ-cariofileno. 

 

Os espectros de massas encontrados para o Eugenol e para o ꞵ-cariofileno , referem-se 

ao cromatograma (c) e estão de acordo com a literatura, onde, apesar do pico que representa a 

massa do ꞵ-cariofileno não está para 100% de sua presença no composto, isso procede devido 

a formação de diversos íons, em decocorrência da energia incidida sob o material no momento 

da análise, ser suficiente para romper as ligações do ꞵ-cariofileno, como por exemplo a 
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ligação do grupo metila que se desprende da molécula do ꞵ-cariofileno, formando um 

carbocáion terciário, que pode originar novos fragmentos através da clivagem dos carbonos da 

fase endocíclica do ꞵ-cariofileno (Ribeiro, 2009; Ribeiro, 2015). 

Na Tabela 2, encontra-se os metabólicos presentes no óleo de cravo (OC) de acordo 

com o tempo de retenção e suas respectivas porcentagens de concentração no óleo, 

quantificadas pelo cálculo de integral da área de seus respectivos picos. Nota-se que o ꞵ-

cariofileno aparece em maior quantidade (67,28%), caracterizando ser o componente 

majoritário no óleo essencial de cravo da índia. Esses resultados são condizentes com Pawar e 

Thaker (2006), que reportaram a existência de uma maior concentração do ꞵ-cariofileno, 

apresentando-se como óxido de cariofileno e cariofileno, na CG/EM. Esses compostos 

também foram reportados por diversos autores, porém apresentando o eugenol como 

composto majoritário do OC (Prashar et al., 2006; Oussalah et al., 2007; Santoro et al., 2007; 

Affonso et al., 2012). 

Tabela 2. Compostos majoritários presentes no óleo de cravo da índia. 

Pico 

TR* 

(min) 

Substância 

identificada 

Teor 

(%) 
DP* 

CV* 

(%) 

Fórmula 

Molecular 

1 16,34 Eugenol 32,72 4,04 12,36 C10H12O2 

2 18,55 β-cariofileno 67,28 4,04 6,01 C15H24 

*TR: tempo de retenção; DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação 

O β-cariofileno é um sesquiterpenoide bicíclico que pode ser encontrado nos óleos 

essenciais de maconha (Cannabis sativa), cravo da Índia (Syzygium aromaticum) e alecrim 

(Rosmarinus officinalis). Vem sendo utilizado em tratamentos de inflamação, dor, 

osteoporose e aterosclerose (Gertsch et al., 2008). Segundo Ghelardini (2001) trata-se de um 

componente do cravo da Índia, utilizado na medicina herbária para tratar a dor apresentando 

atividade anestésica. 

O Eugenol é um fenilpropanóide e segundo diversos autores é responsável pelas 

propriedades farmacológicas que o óleo de cravo da índia apresenta como anestésico, anti-

inflamatório, antibacteriana e antifúngica (Chaieb, 2007; Paoli, 2007; Velisek, 2011. Esse 

composto também é encontrado nos óleos essenciais da pimenta da Jamaica (Pimenta dioica), 

Caneleira-verdadeira (Cinnamomum zeylanicumbark), canela chinesa (Cinnamomum cassia) e 

diversos outros óleos como reportado por Pawar e Thaker (2006).  
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De acordo com essa análise, pode-se observar a presença majoritária dos metabólitos 

secundários do tipo β-cariofileno e eugenol no óleo essencial de cravo da Índia, apresentando 

ação anti-inflamatória e antimicrobiana, essenciais no reparo e tratamento de feridas cutâneas. 

Por esta razão, esse óleo essencial foi escolhido como bioativo natural na produção da 

pomada à base de PHB neste trabalho. 

 

5.2. Aspecto visual da pomada PHB/óleo de cravo 

 

Inicialmente, a pomada apresenta-se pastosa, homogênea e com forte odor 

característico do cravo da Índia, sendo adequada para uso no tratamento de feridas, uma vez 

que, nos primeiros 30 dias, apresenta consistência de fácil manuseio para aplicação, 

possibilitando fácil espalhamento e cobertura da ferida. Mas, passados 60 dias, apresenta 

textura ressecada e acompanhada de intensa coloração amarelada como pode ser visualizada 

na Figura 7. Em decorrência desse aspecto, sua aplicação pode ser dificultada e causar 

desconforto no espalhamento sobre a região da ferida. Sugere-se que esta característica de 

ressecamento da pomada com o tempo esteja associada à volatilização dos compostos 

fenólicos presentes no óleo essencial de cravo da índia. Visando solucionar o aspecto de sua 

textura e, consequentemente, aumentar a vida útil da pomada em prateleira, garantindo fácil 

aplicação, a incorporação de plastificantes como poli(etilenoglicol) (PEG), glicerol e/ou 

vasilina é recomendada.  

Macroscopicamente, observa-se na Figura 7, o aspecto visual da pomada de PHB/óleo 

de cravo ao longo de 90 dias, onde é notório o amarelamento da pomada, que começa a 

apresentar-se levemente nos primeiros 15 dias, tornando-se mais intensa a partir de 60 dias. 

Esse aspecto estar associado à baixa estabilidade do óleo na presença de luz, calor, ar e 

umidade. Pois o eugenol apresenta capacidade inibitória da peroxidação lipídica, capturando o 

O2 ativo e, ao ser metabolizado em um dímero (dieugenol), inibe a peroxidação, além dos 

grupos como anel aromático (C6H5) e da ligação C=O capazes da absorção de luz na região do 

espectro, conferindo uma coloração amarelada intensa em função do tempo (Mihara e 

Shibamoto, 1982; Ogata, 2000; Atsumi et al., 2001; Affonso et al., 2012). Mesmo tendo o 

cuidado de envolver a amostra com papel alumínio, com o intuito de eliminar/evitar seu 

contato direto com a luz, não foi possível evitar alteração na coloração da amostra ao longo do 

tempo. O uso de aditivos como antioxidante e/ou estabilizante visa solucionar este aspecto.  
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Figura 7. Aspecto visual da pomada PHB + OC no período de 0, 15, 30, 60 e 90 dias. 

Fonte própria. 

 

5.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

O espectro de FTIR do óleo de cravo, observado na Figura 8, apresenta uma banda em 

3504 cm-1 associada ao estiramento da ligação de hidroxila (OH) referentes as ligações 

presentes no eugenol, o qual foi confirmado na análise CG/EM representando 32,72% na 

composição do óleo de cravo. Em 3066 cm-1 observa-se a banda referente a ligação =CH e em 

2931 cm-1 tem-se a banda referente ao estiramento CH e deformação axial dos grupos CH2 e 

Pomada PHB + OC 0 dias Pomada PHB + OC 15 dias 

Pomada PHB + OC 30 dias 

Pomada PHB + OC 60 dias Pomada PHB + OC 90 dias 
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CH3. Em 1638-1606 cm-1 nota-se a deformação axial fraca referente ao grupo C=C, associada 

a ligação dupla endocíclica encontrada no ꞵ-cariofileno; composto esse também confirmado 

como constituinte majoritário no óleo de cravo através da análise de CG/EM. Em 1511 cm-1 

tem-se a deformação C=C referente ao anel aromático característico do eugenol, além da 

banda em 1430 cm-1 associada ao estiramento CH2 do grupo vinil. Entre 1266 e 1029 cm-1 

estão as bandas atribuídas ao estiramento da ligação C-O do grupo éster e álcool primário. As 

bandas presentes entre 996-743 cm-1 estão atribuídas a deformação angular do grupo 

RCH=CH2 fora do plano característico do eugenol (Silverstein et al., 2007.; Chen et al., 2015; 

Faria, 2017). 

No espectro de FTIR do filme de PHB, também observado na Figura 8, verifica-se a 

presença de uma banda 1753-1713 cm-1 atribuída as vibrações de estiramento de carbonila 

(CO) do grupo éster do polímero. Em 1377 cm-1, tem-se a banda que corresponde ao 

estiramento assimétrico dos grupos CH2. Entre 1311-1103 cm-1 tem-se as bandas referentes ao 

alongamento simétrico e assimétrico do grupamento COC. As faixas entre 1274-1226 cm-1 

assim como 1261-1180 cm-1 pertencem às fases cristalinas e amorfas do PHB, 

respectivamente (Gonzalez et al. 2005; Ong et al., 2011; Heitmann et al., 2016; Giaquinto et 

al., 2017). 

No espectro da pomada, PHB/óleo de cravo, ainda na Figura 8, observa-se a presença 

de bandas referente a ambos os compostos, como já era de se esperar. As bandas 3482, 2974, 

2839 cm-1 na pomada PHB/óleo de cravo, são referentes as ligações OH, CH, CH2 e CH3, 

características do óleo de cravo, já que essas bandas não se apresentavam no filme de PHB. 

Ampliando os espectros, na faixa de 1800 a 600 cm-1, Figura 9, observa-se que a elevada 

intensidade da banda 1721 cm-1 trata-se da influência mútua das ligações CO e C=C do PHB e 

do óleo de cravo, respectivamente, além da forte interação apresentada pela banda 1261 cm-1, 

onde o pico, inicialmente em 1376 cm-1 referente a ligação CH2 do PHB, se desloca em 

direção as bandas 1266 cm-1 das ligações C-O do óleo de cravo. Dessa forma, conclui-se a 

presença do óleo de cravo na composição da pomada à base de PHB. 

 



34 

 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

0

1

2

3

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 (
u

.a
.)

N° de ondas (cm
-1
)

 OC

 PHB

 Pomada

 

Figura 8. Espectros de FTIR do óleo de cravo (OC), PHB e da pomada PHB/óleo de cravo. 
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Figura 9. Espectros de FTIR ampliados na faixa de 1800 a 600 cm-1 do óleo de cravo (OC), 

PHB e pomada PHB/óleo de cravo 
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5.4. Atividade antimicrobiana do óleo de cravo da Índia e da pomada PHB/óleo de 

cravo 

 

O óleo de cravo foi investigado através do meio de cultura Mueller Hinton Broth para 

avaliar a atividade antimicrobiana frente às cepas bacterianas de interesse clínico 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e o fungo Candida albicans, já a pomada, investigada pelo mesmo meio de 

cultura, teve sua avaliação antimicrobiana frente às cepas Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli, que são mais comumente utilizadas em estudos que tratam de cicatrização 

de feridas (Affonso et al., 2012). Pode-se analisar os halos de inibição da amostra para essas 

cepas na Tabela 3. 

Tabela 3. Halos de inibição obtidos para o óleo de cravo e pomada PHB/óleo de cravo 

Amostra 
Diâmetro do halo de inibição (mm) 

S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa C. albicans 

OC 5 5 4 2 10 

Pomada PHB/óleo de 

cravo 
13 - 12 - - 

 

O óleo cravo apresenta uma baixa resposta, atingindo um halo de inibição de 10 mm, 

para o fungo Candida albicans, e de maior resistência a cepa Pseudomonas aeruginosa, com 

um halo de inibição de 2 mm. Esses valores são bastante inferiores aos encontrados na 

literatura para as mesmas cepas bacterianas utilizadas na verificação da atividade 

antimicrobiana. Essa discrepância pode estar associada além da composição do óleo de cravo, 

que pode variar, como no caso do óleo que está sendo utilizado nesse estudo possuir mais ꞵ-

cariofileno do que Eugenol, como já discutidos no item 5.1; do tipo de metodologia utilizada, 

bem como do manuseio do operador durante a análise. Muller (2013), por exemplo, encontrou 

valores de 31,5±0,7 mm frente a Staphylococcus aureus e 17,0±0,0 mm frente a Escherichia 

coli para o óleo de cravo, através do método de difusão em ágar. Já Guimarães et al. (2017) 

utiliza dois métodos diferentes, difusão em disco (método Kirby & Bauer, com alterações) e 

difusão em poços, com adaptações (Moody et al. 2004, Okeke et al. 2001), para análise da 

atividade antimicrobiana do óleo de cravo frente as bactérias Escherichia coli e 
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Staphylococcus aureus, encontrando halos variando até 8 mm de diâmetro para a mesma 

bactéria. 

De um modo geral, pode-se observar que o óleo de cravo da Índia apresentou discretos 

halos de inibição para a maioria das cepas testadas, com exceção da C. albicans que 

apresentou valor considerável de inibição de crescimento microbiano. Dessa forma, fica 

viável o uso desse bioativo natural na produção da pomada à base de PHB para ser usada no 

tratamento de feridas cutâneas. 

Vale ressaltar o aumento dos halos de inibição exibidos na pomada PHB/óleo de cravo  

quando comparado aos do óleo de cravo da Índia (Tabela 3), aumentando em mais de 100% o 

diâmetro dos halos de inibição, que passaram de 5 para 13 mm e de 4 para 12 mm frente as 

cepas Staphylococcus aureus e Escherichia coli, respectivamente, comprovando a atividade 

antimicrobiana nessa formulação. O aspecto microbiológico da pomada é advindo do óleo de 

cravo e a melhoria da atividade antimicrobiana, da pomada em relação ao óleo puro, frente a 

estas cepas, pode ser atribuída a uma boa interação polímero/óleo de cravo, já discutida nos 

espectros de FTIR, uma vez que na literatura não foi encontrado relatos de atividade 

antimicrobiana referente ao PHB. Esse resultado sugere a pomada como forte candidata ao 

tratamento de feridas cutâneas, uma vez que o PHB auxilia na regeneração tecidual por meio 

de suas propriedades angiogênicas e polarização de macrófagos tipo M2 (Nebe et al., 2001; 

Freier, 2006; Castellano et al. 2017), e o óleo de cravo atua como analgésico, antibacteriano e 

antifúngico com amplo espectro de ação biológica (Shimizu et al., 1990; Veiga Jr. e Pinto, 

2002; Ogunwande et al. 2005; Chaieb et al., 2007; Pramod et al., 2010; Affonso et al., 2012). 

De acordo com Karaman et al. (2003), há três formas diferentes de classificar a 

atividade antimicrobiana em relação ao halo de inibição correspondente a determinadas 

bactérias, sendo elas: sensíveis, quando o halo é igual ou maior que 3mm de diâmetro em 

relação ao controle positivo; moderadamente sensível, quando o halo se encontra entre 2 e 

3mm de diâmetro; e resistente, quando o halo é igual ou inferior a 2mm de diâmetro. Com 

base nessa classificação, o óleo de cravo da Índia apresentou-se sensível à maioria das cepas 

estudadas, com exceção da P. aeruginosa, que apresentou halo de inibição de 2mm, ver 

Tabela 3. Já a pomada PHB/óleo de cravo, de acordo com essa classificação, apresenta 

excelentes halos frentes as cepas estudadas, apresentando halos com diâmetros de até 4 vezes 

maior do que é considerado como sensível para atividade antimicrobiana, logo a pomada de 

PHB/óleo de cravo obtida nesse estudo atinge os objetivos de pesquisa. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O óleo de cravo da Índia apresentou o ꞵ-cariofileno e o Eugenol como componentes 

majoritários em sua composição, além de apresentar halos de inibição frente a todas as cepas 

e fungos investigados neste trabalho. 

Foi obtida uma pomada com sucesso quando incorporado o óleo de cravo como 

bioativo natural no PHB, apresentando boa textura em seus primeiros 30 dias, de fácil 

aplicação e recobrimento da ferida, além de translúcida e incolor a luz visível em seus 

primeiros dias, atingindo uma coloração de amarelo intensa a partir de 60 dias, mas ainda 

mostrando-se translúcida. 

Foi comprovada a atividade antimicrobiana na pomada por meio dos halos de inibição, 

atingindo valores acima de 100%, superiores aos encontrados para o óleo essencial de cravo 

da Índia puro, frente às cepas Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Sugerindo seu uso 

como potencial candidato no tratamento de lesões cutâneas. 
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