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RESUMO 
 

 Cronobacter sakazakii é uma bactéria patogênica gram-negativa, 

aeróbica facultativa, que pertence à família Enterobacteriaceae e está associada 

à morbidade e à mortalidade, principalmente entre recém-nascidos. Tem se 

mostrado importante contaminante de leite em pó e fórmulas infantis, 

apresentando capacidade de formar biofilme. Quando em biofilme, C. sakazakii 

pode apresentar maior tolerância aos agentes sanificantes e, assim, o 

desenvolvimento de novos agentes sanificantes é significante. Nesse contexto, 

os óleos essenciais têm ganhado destaque. Portanto, este trabalho foi realizado 

com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana de diversos óleos essenciais 

sobre células planctônicas e em biofilme de C. sakazakii em superfície de 

polipropileno. Foi estudado o efeito antimicrobiano dos óleos essenciais de 

Cinnamomum cassia, Origanum vulgare, Mentha piperita, Litsea cubeba, 

Foeniculum vulgare, Cinnamomum camphora, Illicium verum, Myristica 

fragans, Thymus vulgaris, Citrus nobilis, Syzygium aromaticum e Ocimum 

basilicum sobre células planctônicas e sésseis de Cronobacter sakazakii. Foram 

avaliados 10 ensaios sobre o sinergismo dos óleos de canela, menta e ho wood 

sobre células planctônicas e sésseis e teste de soluções sanitizantes à base de 

óleos sobre cupons com biofilme de C. sakazakii. O teste da atividade 

antimicrobiana in vitro foi realizado baseado na técnica de microdiluição em 

caldo, seguida de plaqueamento em ágar triptona de soja (TSA), obtendo-se, 

assim, a CMB para células planctônicas e sésseis, e formulação de soluções 

sanificantes à base de óleos essenciais, para serem testadas no biofilme formado 

no cupom de polipropileno. Dentre os óleos essênciais testados nas células 

planctônicas, canela obteve melhor resultado com CMB 0,125%. No estudo do 

sinergismo houve ausência do crescimento em todas as combinações testadas. 

Houve aumento da CMB para as células sesseis; canela e menta apresentaram 

1% e ho wood, 2%. Também não foi observado crescimento bacteriano no 

estudo do sinergismo dos óleos sobre células sésseis. Para o teste realizado no 

cupom de polipropileno, o tratamento 1 (67% de óleo de canela, 17% de óleo de ho 

wood, 17% de óleo de menta) foi melhor para o tempo de 10 minutos de contato e, 

para 20 minutos de contato, o controle 2 (Sandet) foi mais efetivo. 

 

Palavras-chave: Bactéria patogênica. Células planctônicas. Células sésseis. 

Sanificante natural.  

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Cronobacter sakazakii is a gram-negative pathogenic bacteria, aerobic 

optional, that belongs to the family Enterobacteriaceae and is associated with 

significant morbidity and mortality, especially among newborns. It has been an 

important contaminant in powdered milk and infant formula, presenting ability 

to form biofilm. When in biofilm C. sakazakii may exhibit major tolerance to 

sanitizing agents, and thus the development of new sanitizing agents is 

significant. In this context, the essential oils have gained prominence. So the 

object of this study was to evaluate the antimicrobial activity of various essential 

oils on planktonic cells and in biofilm of C. sakazakii in polypropylene surface. 

It was studied the antimicrobial effect of essential oils of Cinnamomum cassia, 

Origanum vulgare, Mentha piperita, Litsea cubeba, Foeniculum vulgare, 

Cinnamomum camphora, Illicium verum, Myristica fragans, Thymus vulgaris, 

Citrus nobilis, Syzygium aromaticum and Ocimum basilicum on planktonic  cells 

and sessile of Cronobacter sakazakii. It were evaluated 10 tests on the 

synergism of cinnamon, mint and ho wood oils on planktonic cells and sessile, 

and also, tests of sanitizing solutions in based oils on coupons with biofilm of C. 

sakazakii. The in vitro antimicrobial activity test was performed based on the 

broth microdilution technique, followed by standard plate count in tryptone soya 

agar (TSA),  thus, obtaining the MBC (minimum bactericidal concentration) for 

planktonic and sessile cells and formulation of sanitizing solutions based on 

essential oils to be tested in the biofilm formed in polypropylene coupon. 

Among the essential oils tested in the planktonic cells, cinnamon had the best 

result with MBC  0,125%. In the synergism study there was no growth at all 

tested combinations. There was an increase of MBC for sessile cells, cinnamon 

and mint presented 1% and ho wood 2%. It was also not observed bacterial 

growth in the study of synergism oils on sessile cells. For the test performed in 

polypropylene coupon, the treatment 1 (67% of cinnamon oil, 17% of ho wood 

oil, 17% of mint oil) was better for the time of 10 minutes contact and, to 20 

minutes of contact, the control 2 (Sandet) was more effective. 

 

Keywords: Pathogenic Bacteria. Planktonic cells. Sessile cells. Natural sanitizer. 
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CAPÍTULO 1 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Cronobacter sakazakii é uma bactéria patogênica gram-negativa, com 

morfologia de bastonete, aeróbia facultativa, que pertence à família 

Enterobacteriaceae. Foi chamada de Enterobacter cloacae, antes de 1980 e, 

posteriormente, de Enterobacter sakazakii. Entretanto, em 2007, foi 

reclassificada para novo gênero, Cronobacter (IVERSEN et al., 2007). 

Infecções associadas com significativa morbidade e mortalidade, 

principalmente entre recém-nascidos, têm sido associadas a Cronobacter 

sakazakii. As infecções causadas por C. sakazakii são importantes causas de 

risco de morte, podendo causar meningite, septicemia e enterocolite necrosante 

em lactentes. São mais comuns em recém-nascidos e bebês, entre os quais estão, 

geralmente, associados a mau prognóstico. Taxas de mortalidade entre 33% a 

80% foram relatadas e infecções por C. sakazakii também estão associadas com 

morbidade significativa, podendo deixar sequelas graves (KIM et al., 2008). 

O habitat natural de C. sakazakii é desconhecido, podendo ser 

encontrado no ambiente e nos alimentos. A literatura relata o isolamento de C. 

sakazakii de leite em pó, de produtos de queijo, de alimentos para bebês, de 

carne moída, de salsicha e de produtos hortícolas, significando alto risco de 

contaminação. Não se conhece ao certo a fonte de contaminação de fórmula 

infantil em pó (FIP), mas se sabe que ela pode ser intrínseca e extrínseca. 

Contaminação intrínseca é quando resulta da introdução do organismo no FIP, 

em algum momento, durante o processo de fabricação. Em contraste, a 

contaminação extrínseca pode resultar da utilização de utensílios contaminados, 

tais como misturadores e colheres, na preparação de FIP (GURTLER; 

KORNACKI; BEUCHAT, 2005). 
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Lactentes e crianças pequenas são especialmente vulneráveis às 

infecções transmitidas por alimentos. Portanto, a segurança das crianças e o 

acompanhamento da qualidade microbiológica de fórmulas infantis são de 

extrema importância (KIM; KLUMPP; LOESSNER, 2007). 

Cronobacter sakazakii apresenta capacidade de formação de biofilmes, 

os quais são constituídos por bactérias aderidas a superfícies bióticas ou 

abióticas e envolvidas por camada de partículas de matéria orgânica, ou seja, 

depósitos nos quais os microrganismos estão fortemente aderidos a uma 

superfície por meio de filamentos de natureza proteica ou polissacarídica, 

conhecida por exopolissacarídeos (EPS) (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007). 

Quando microrganismos patogênicos e deterioradores participam do 

processo de formação de biofilme, podem contaminar produtos alimentícios, 

causando danos à saúde do consumidor e provocar grandes prejuízos 

econômicos (CHARACKLIS, 1990). Biofilmes formados por microrganismos 

patogênicos têm sido considerados de grande importância no contexto de 

segurança alimentar, despertando o interesse de inúmeros grupos de pesquisa 

(GANDARA; OLIVEIRA, 2000; SHARMA; ANAND, 2002; SHI; ZHU, 2009; 

ZOTOLLA; SASAHARA, 1994). 

Devido à resistência apresentada por biofilmes a antissépticos 

convencionais e sanificantes, a demanda por novos antimicrobianos para o 

controle do mesmo tem aumento. Com isso, as atenções estão se voltando cada 

vez mais para o uso de compostos antimicrobianos naturais, o que instigou 

algumas investigações com relação aos efeitos de fitoquímicos. Entre esses 

estudos, há crescente pesquisa com relação aos óleos essenciais 

(CHORIANOPOULOS et al., 2008). A possível utilização de óleos essenciais 

como agentes antimicrobianos é assegurada pelo aumento na procura de 

produtos considerados como naturais. 
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Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade 

antimicrobiana de diferentes óleos essenciais sobre células planctônicas e sésseis 

de Cronobacter sakazakii e sobre biofilme em superfície de polipropileno. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Cronobacter sakazakii 

 

Cronobacter é um gênero da família Enterobacteriaceae cujas cepas, até 

1980, eram nomeadas como Enterobacter cloacae (FARMER III et al., 1980). 

Em 2008, foi feita uma reclassificação de Enterobacter sakazakii como um novo 

gênero, Cronobacter, em que cinco espécies foram incluídas: Cronobacter 

sakazakii, Cronobacter malonaticus, Cronobacter turicensis, Cronobacter 

muytjensii e Cronobacter dublinensis. C. sakazakii é uma bactéria gram-

negativa, móvel, não formadora de esporos, anaeróbica facultativa, ubíqua. Ela 

pode crescer ao longo de um amplo intervalo de temperaturas (6 a 47 °C) e é 

inativada a 70 °C (IVERSEN et al., 2008). 

Cronobacter spp. pode causar doenças transmitidas por alimentos na 

forma de surtos ou casos esporádicos, tais como enterocolite necrosante, 

bacteremia e meningite em crianças (ACKER et al., 2001; BOWEN; BRADEN, 

2006; GÜRTLER; KORNACKI; BEUCHAT, 2005; SANTO; FORSYTHE, 

2013). A septicemia neonatal, ou sepse, é caracterizada por sinas sistêmicos de 

infecção e sua principal complicação, nos recém-nascidos, é a meningite 

(CECCON et al., 1999). O mecanismo específico de virulência de Cronobacter é 

pouco conhecido, mas o microrganismo parece ter uma propensão a infectar o 

sistema nervoso central, causando meningite, cistos ou abcesso (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2004).  Já a enterocolite necrosante 

neonatal (ECN) é caracterizada por necroses e pneumatoses intestinais, distensão 

abdominal, vômitos biliosos e hematoquezia, capaz de evoluir para peritonite, 

pneumoperitonite e choque (ACKER, 2001; VIEIRA; LOPES, 2003). 

Esta bactéria tem sido implicada frequentemente em doença em recém-

nascidos e crianças de três dias a quatro anos de idade. De 1958 até 2003, foram 
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relatados pelo menos 76 casos de infecções por C. sakazakii e 19 mortes em 

recém-nascidos e crianças (IVERSEN; FORSYTHE, 2003). Segundo o Center 

for Diasease Control and Prevention - CDC (2011), normalmente, são 

informados cerca de quatro a seis casos de Cronobacter por ano. Mas houve 

aumento recente, tendo sido informado um total de 12 casos em 2011. 

Embora os surtos causados por essa bactéria sejam escassos, as 

infecções por C. sakazakii são frequentemente acompanhadas por uma alta taxa 

de mortalidade de 40%-80%, em lactentes (KIM; RYU; BEUCHAT, 2006; LAI; 

DMD, 2001; LEHNER; STEPHAN, 2004), especialmente nos que apresentam 

baixo peso ao nascer ou neonatos imunocomprometidos. Cronobacter sakazakii 

tem sido isolada de inúmeras fontes alimentares, ambientais e clínicas, porém, 

fórmula infantil tem sido o principal veículo de transmissão deste 

microrganismo (GURTLER; KORNACKI; BEUCHAT, 2005; IVERSEN; 

FORSYTHE, 2003; MULLANE et al., 2008). Por isso, vários estudos têm 

implicado fórmulas infantis em pó reidratadas como fonte de C. sakazakii em 

infecções em neonatos (ACKER et al., 2001; BLOCK et al., 2002; CLARK et 

al., 1990; HIMELRIGHT et al., 2002; NORIEGA et al., 1990; SIMMONS et al., 

1989; SMEETS et al., 1998; WEIR, 2002). A Comissão do Codex Alimentarius 

(CAC) da Organização das Nações Unidas prevê regulamentações relevantes 

para FIP, como a de que Cronobacter spp. deve estar ausente em 30 amostras de 

10 g de produtos acabados FIP (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION - 

CAC, 2008). A União Europeia introduziu oficialmente padrões microbiológicos 

semelhantes (EUROPEAN COMMISSION, 2007). 

O primeiro surto de C. sakazakii ligado à fórmula infantil em pó a partir 

de uma lata fechada foi em 2001 (CDC, 2002; HIMELRIGHT et al., 2002; 

WEIR, 2002). Em outro surto, a bactéria não foi encontrada no produto (leite em 

pó) e sim no misturador utilizado para preparar a fórmula reidratada (NORIEGA 
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et al., 1990). Sendo assim, sugeriu-se que a contaminação pode ter surgido a 

partir de lotes anteriores da fórmula para lactentes utilizada.  

No Brasil, Santos (2006) avaliou 86 amostras de fórmula infantis em pó, 

20 de fórmulas reconstituídas e 5 amostras de amido. Destas, em 12 (14%) 

amostras de fórmulas em pó e em 4 (80%) amostras de amido foi detectado C. 

sakazakii. 

Santos et al. (2000) descreveram um surto de septicemia por 

Cronobacter sakazakii em sete pacientes (dois adultos, uma criança e quatro 

neonatos), em quatro unidades de terapia intensiva, durante setembro e outubro 

de 1998, em diferentes hospitais públicos do Rio de Janeiro. Os dois adultos 

vieram a falecer.  

Barreira et al. (2003) relataram um caso de meningite por C. sakazakii 

atendido no Hospital Universitário da Universidade de São Paulo, acometendo 

um bebê de 14 dias, amamentado exclusivamente ao seio. Na cultura do líquor, 

foi detectada C. sakazakii, causando no recém-nascido um mal convulsivo, 

seguido de edema cerebral e extensa hemorragia, coma, abaulamento acentuado 

da fontanela e disjunção de suturas cranianas. Os autores não sugerem qual a 

causa da infecção. 

Em estudo realizado em uma maternidade de um hospital em São Paulo, 

Brasil, foi avaliada a população de Cronobacter sakazakii e de enterobactérias 

em amostras de fórmula infantil em pó e reconstituídas, ambientes das cozinhas, 

água, mamadeiras, utensílios e mãos dos manipuladores. C. sakazakii foi 

encontrada em fórmula infantil em pó, em resíduos de uma mamadeira e em uma 

esponja utilizada no hospital (PALCICH et al., 2009). 

As fórmulas infantis em pó têm sido consumidas com segurança por 

crianças há mais de 50 anos e constitui cerca de 80% do volume desse alimento 

consumido no mundo todo. Como não é um produto estéril, pode conter baixos 
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níveis de patógenos oportunistas, como, por exemplo, C. sakazakii (UNITED 

STATES OF AMERICA - USA, 2002). 

A atividade de água (aw) de fórmula infantil em pó é baixa, igual a 0,2, o 

que garante sua estabilidade (BREEUWER et al., 2003). Tem sido demonstrado 

que C. sakazakii tem resistência notável em meio seco por períodos de, pelo 

menos, dois anos (CAUBILLA-BARRON; IVERSEN; FORSYTHE, 2004). 

Esse recurso representa uma vantagem competitiva, facilitando a sua prevalência 

em produtos com baixo teor de água (EDELSON-MAMMEL; PORTEUS; 

BUCHANAM, 2005). Cronobacter spp. pode acumular solutos, tais como 

trealose, que protege o microrganismo contra o estresse osmótico, estabilizando 

a sua membrana (BREEUWER et al., 2003). 

Kandhai et al. (2004), na Holanda, verificaram que C. sakazakii pode 

estar amplamente distribuído tanto no ambiente doméstico como no industrial 

(fabricas produtoras de leite em pó, massas, cereais, chocolate, farinha de batata 

e condimentos). O microrganismo foi isolado em 35 unidades de 147 amostras 

provenientes de 9 fábricas e em 16 casas avaliadas.  

As indústrias de leite em pó, ou de fórmulas infantis, podem apresentar 

diferenças em vários aspectos, desde os materiais utilizados na sua construção, a 

idade da fábrica, o design, até a facilidade de limpeza do ambiente e isso pode 

influenciar diretamente o nível de eficiência do controle da contaminação 

microbiana no ambiente (GURTLER; KORNACKI; BEUCHAT, 2005). 

Muytjens e Kollée (1990) associaram a contaminação de liquidificadores 

e de escovas utilizadas nas cozinhas com doenças infantis causadas por C. 

sakazakii. E importante ter um rigoroso controle de limpeza de equipamento e 

utensílios utilizados no preparo dessas fórmulas.  

A presença de C. sakazakii em equipamentos e utensílios pode ser 

decorrente de sua capacidade de aderir às superfícies e formar biofilmes. 

Iversen, Lane e Forsythe (2004) investigaram o potencial de cepas de C. 
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sakazakii em formar biofilme em materiais comumente encontrados tanto em 

ambiente industrial como doméstico, tais como silicone, látex, policarbonato e 

aço inoxidável. A formação de biofilme foi verificada em todos os materiais.  

Kim, Ryu e Beuchat (2006) demostraram a formação de biofilme de C. 

sakazakii em aço inoxidável e em tubos de alimentação enteral, quando estes 

eram imersos em fórmula infantil. Já Iversen, Lane e Forsythe (2004) estudaram 

a capacidade de C. sakazakii se multiplicar, quando cultivada em fórmula 

infantil em temperatura de refrigeração e de formar biofilmes a 37 ºC, em 

superfícies como látex, silicone e, em menor quantidade, no aço inoxidável.  

A capacidade de C. sakazakii de formar biofilme, combinada à alta 

resistência ao estresse osmótico, pode favorecer a sua persistência no ambiente, 

após a colonização nos equipamentos utilizados no preparo dos alimentos 

(LEHNER; STEPHAN, 2004). 

 

2.2 Biofilmes 

 

Mais de 70 anos após o primeiro relatório sobre biofilmes (ZOBELL, 

1943), eles ainda são uma preocupação em ampla gama de áreas e, 

especificamente, nas áreas de alimentos, ambiental e biomédica (FLINT; 

BREMER; BROOKS, 1997; MAUKONEN et al., 2003; SIHORKAR; VYAS, 

2001; SIMÕES; SIMÕES; VIEIRA, 2010; VERAN, 2002). O conceito de 

biofilme tem emergido gradualmente de estudos científicos durante longo 

período de tempo, porém, nas últimas duas décadas, essa concepção tem 

avançado consideravelmente. 

Biofilme pode ser definido como uma comunidade de microrganismos 

sésseis embebidos em matriz polimérica extracelular (HARRISON; TURNER; 

CERI, 2005), caracterizada por células aderidas irreversivelmente a uma 

superfície ou interface e que exibem alteração fenotípica em relação ao 
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crescimento planctônico (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). 

Representam a parte majoritária de toda a vida microbiana, tanto em quantidade 

como em termos de atividade (XAVIER et al., 2003). 

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre não com 

células individualizadas crescendo de maneira planctônica (livres, em 

suspensão), mas como comunidades sésseis (células microbianas associadas a 

diversos tipos de superfícies), com diferentes graus de complexidade, em 

estrutururas denominadas biofilmes (WATNICK; KOLTER, 2000; WEBB; 

GIVSKOVY; KJELLEBERG, 2003). 

Os biofilmes microbianos ocorrem naturalmente nos mais variados tipos 

de ambientes, sejam eles bióticos, como tecidos vegetais e animais, ou abióticos, 

como rochas, metais e polímeros diversos.  A opção por sua constituição está no 

fato de que estes, por meio da formulação de micro-hábitats, oferecem proteção 

aos indivíduos que dele fazem parte contra as intempéries e estresses do meio 

ambiente (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; JOHNSON, 2007; 

MADDULA et al., 2006). Os biofilmes constituem uma barreira física, 

protegendo as células de inúmeros fatores de estresse ambiental, como luz 

ultravioleta (UV), estresse osmótico, calor, inanição, detergentes ácidos, 

antibióticos, fagócitos, anticorpos e bacteriófagos. Esta comunidade de células 

bacterianas fechadas, encerradas em uma matriz polimérica de produção própria 

e aderida a uma superfície viva ou inerte, constitui um modo protegido de 

crescimento que permite a sobrevivência em ambientes hostis (LEHNER et al., 

2005). 

A matriz de substâncias poliméricas extracelulares (EPS), também 

chamada de glicocálix, é responsável pela morfologia, estrutura, coesão e 

integridade funcional do biofilme. Sua composição química, heterogênea e 

complexa (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007), determina a maioria das 

propriedades físico-químicas e biológicas do biofilme (FLEMMING; 
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WINGENDER, 2010). Ainda que haja a predominância de polissacarídeos 

(WATNICK; KOLTER, 2000), ela também pode ser constituída por proteínas, 

como glicoproteínas, ácidos nucleicos (ácido desoxirribonucleico, ácido 

ribonucleico) e fosfolipídios (GUIBAUD et al., 2008). 

As vantagens para que a célula bacteriana se encontre em biofilme são 

numerosas, nomeadamente no que diz respeito à proteção contra agentes 

agressivos, resistência a desinfetantes e antibióticos, à radiação UV (ELASRI; 

MILLER, 1999), à desidratação (a matriz de EPS é altamente hidratada) e a 

predadores, como protozoários (XAVIER et al., 2003). 

Vários microrganismos deterioradores e patogênicos são capazes de 

aderir e formar biofilme em diversos tipos de superfícies. Na indústria de 

alimentos, o grupo de maior predominância é o das bactérias, cujas elevadas 

taxas de multiplicação, grande capacidade de adaptação e produção de 

substâncias e estruturas extracelulares as tornam aptas à formação de biofilme 

(CHARACKLIS, 1990; NITSCHKE; COSTA, 2007). 

O processo de formação de biofilme é caracterizado por diferentes 

etapas (Figura 1). 
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Figura 1 Formação de biofilme (HARRISON; TURNER; CERI, 2005) 

 

Durante o primeiro estágio, moléculas orgânicas e inorgânicas presentes 

no meio circulante são transportadas até a superfície por intermédio de difusão 

ou fluxo turbulento; o acúmulo dessas substâncias à superfície, denominado de 

filme condicionante, representa importante papel na aderência bacteriana, uma 

vez que pode alterar as propriedades físico-químicas da superfície (PALMER; 

FLINT; BROOKS, 2007). Nessa etapa, células planctônicas migram do meio 

líquido para a superfície condicionada, aderindo por meio de forças físicas 

(forças de Van der Walls e forças de Derjaguim, Verwey, Landau e Overbeek – 

DVLO, interações estéricas e eletrostáticas) e ou apêndices celulares (flagelo e, 

ou fimbria) (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008). 

 Na segunda etapa, um grande número de células aderidas 

reversivelmente permanece imobilizado e torna-se adsorvido irreversivelmente. 

Pili ou fímbrias e flagelos propiciam o contato da célula à superfície, 

estimulando reações químicas, tais como oxidação e hidratação. Vale ressaltar 
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que o processo de adesão pode ocorrer dentro de poucos minutos ou poucas 

horas. Na etapa seguinte ocorre a divisão celular, aumentando rapidamente a 

população. Nesse estágio, a presença de expolissacarídeos e de cátions 

divalentes propicia forte ligação entre as células, formando o biofilme maduro. 

Outra interessante teoria é proposta por Shi e Zhu (2009), que 

abordaram a formação de biofilmes microbianos, enfatizando sua ocorrência em 

indústrias alimentícias. Segundo estes autores, a formação de biofilmes 

microbianos em ambiente de processamento de alimentos é um processo 

complexo. Inicialmente, moléculas orgânicas provenientes do alimento são 

depositadas sobre a superfície de equipamentos formando o filme condicionante. 

Em seguida, microrganismos ativos biologicamente aderem à superfície 

condicionada, atraídos pelas moléculas orgânicas. Algumas células microbianas 

persistem mesmo após a limpeza e a sanitização e iniciam o crescimento do 

biofilme. Por último, forma-se o biofilme maduro com a ajuda da expressão de 

genes específicos e quorum sensing. Para se evitar a formação de biofilmes na 

indústria de alimentos são essenciais o estabelecimento e a adequação das 

medidas de higiene e sanitização (ARAÚJO, 2006). 

Os biofilmes maduros são ecossistemas altamente organizados em que 

canais de água encontram-se dispersos e fornecem passagem para a troca de 

nutrientes, metabólitos, oxigênio e produtos de excreção. A comunidade do 

biofilme pode compreender apenas uma espécie bacteriana ou múltiplas 

espécies, arranjadas em camadas únicas de células ou em estruturas 

tridimensionais (SAUER; RICKARD; DAVIES, 2007). Na etapa final, ou de 

morte, ocorre a produção de enzimas, que rompem partes do biofilme, que 

podem iniciar outro processo de adesão em substrato fresco (GARRETT; 

BHAKOO; ZHANG, 2008). 

O crescimento não desejado de biofilmes tem impacto negativo em 

várias atividades. Estragos em equipamentos devido à biocorrosão, à 
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contaminação de produtos, às perdas energéticas relacionadas com o aumento de 

atrito, à resistência acrescida a transferências de calor e às perdas de pressão são 

alguns dos efeitos adversos do acúmulo de biofilmes microbianos e representam 

perdas significativas para indústrias, em âmbito global. Tais problemas são 

agravados pela resistência aumentada a métodos de desinfecção e limpeza que 

os biofilmes demonstram, comparados com células bacterianas livres. Assim, os 

métodos convencionais de desinfecção não são suficientes e requerem, por 

vezes, doses elevadas de desinfetantes, indesejadas do ponto de vista ambiental 

(SIMÕES; PEREIRA; VIEIRA, 2003). 

Os principais microrganismos envolvidos nos processos de 

contaminações de alimentos são as bactérias, pois atuam sobre numerosos tipos 

de substratos, com diferentes temperaturas, pH e condições do meio ambiente. 

Tendo em vista os problemas de resistência de microrganismos a antibióticos e 

desinfetantes convencionais, e diante da atual tendência do mercado de utilizar 

produtos ecologicamente seguros, o emprego de óleos essenciais para a 

conservação de alimentos e controle fitossanitário vem sendo muito estudado, 

propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos 

negativos de oxidantes, radicais e microrganismos causadores de grandes 

prejuízos às indústrias alimentícias (PEREIRA et al., 2008; SACCHETTI, 

2004). 

Uma vez que os microrganismos formam biofilme maduro, a 

higienização torna-se muito mais difícil. Além disso, antimicrobianos não 

penetram satisfatoriamente na matriz exopolissacarídica e, assim, eles não 

matam todas as células do biofilme (WIRTANEN; SALO; HELANDER, 2001). 

Neste contexto, a investigação de novos produtos no controle de biofilmes 

demonstra elevada importância. Dentre as alternativas encontram-se os óleos 

essenciais.  
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2.3 Óleos essenciais 

 

Além do metabolismo primário, responsável pela síntese de celulose, 

lignina, proteínas, lipídeos, açúcares e outras substâncias importantes para a 

realização das funções vitais, as plantas apresentam o chamado metabolismo 

secundário. Os vegetais produzem grande variedade de compostos orgânicos, 

que não têm ação direta conhecida em seus processos vitais, como fotossíntese, 

respiração, transporte de solutos, translocação, assimilação de nutrientes, 

diferenciação ou síntese de carboidratos, proteínas e lipídeos. Tais substâncias 

são conhecidas como metabólitos secundários (TAIZ; ZEIGER, 2004). 

Entre os metabólitos secundários podemos encontrar os óleos essenciais, 

que vêm ganhando espaço devido à sua utilização crescente nas áreas de 

alimentos (condimentos, antioxidantes, aromatizantes de alimentos e bebidas), 

cosméticos (perfumes e produtos de higiene), no controle de microrganismos, 

agindo como bactericidas, fungicidas e virucidas, e no controle de nematoides, 

insetos e parasitas (ALTOÉ, 2012). 

Óleos essenciais são, geralmente, uma mistura complexa de 

hidrocarbonetos, álcoois e compostos carbonílicos. Ocorrem em todo o tecido 

vivo da planta, geralmente concentrados na casca, nas flores, no rizoma e nas 

sementes (ARAÚJO, 2011; BRITO, 2007). 

Na natureza, os óleos essenciais exercem importante papel na proteção 

das plantas como antibacterianos, antivirais, antifúngicos, inseticidas e também 

contra herbívoros. Podem agir também atraindo insetos, para favorecer a 

dispersão de pólens e sementes ou repelir aqueles indesejáveis (BAKKALI et 

al., 2008). 

Simões et al. (2007) definem os óleos essenciais como os produtos 

obtidos de partes de plantas, por meio de destilação por arraste com vapor 

d’água, bem como os produtos obtidos por expressão dos pericarpos de frutos 
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cítricos. De maneira geral, são misturas de substâncias orgânicas voláteis, de 

consistência semelhante ao óleo, definida por um conjunto de propriedades, 

entre as quais se destacam volatilidade, aroma agradável e solubilidade em 

solventes orgânicos apolares, entre outras. Assim, diferem dos óleos fixos, que 

são misturas de triacilglicerídeos, obtidos geralmente de sementes. São, também, 

denominados de essências, óleos etéreos ou óleos voláteis. Quando recentemente 

extraídos, são incolores ou ligeiramente amarelados; alguns podem apresentar 

coloração intensa, como o óleo de camomila, que é azul intenso, devido à 

presença dos derivados do azuleno. 

A intensidade de produção e a composição dos óleos variam de acordo 

com a espécie, a variabilidade genética, os fatores ambientais, sendo, 

geralmente, específicos para um determinado órgão e característicos para o 

estágio de desenvolvimento da planta. Podem ser consideradas moléculas 

lipofílicas, de baixo peso molecular, constituídas de uma ou mais insaturações, 

instáveis à temperatura e à luz, podendo ser degradadas ou sofrer polimerização 

(GUIMARÃES et al., 2008). 

Os constituintes dos óleos essenciais são agrupados em duas classes 

quimicamente distintas: terpenoides e fenilpropanoides (ROBBERS; SPEEDIE; 

TYLER, 1997; SANTOS, 2004). Nas células, os metabólitos secundários são 

sintetizados a partir do acetil-CoA, ácido chiquímico, ácido mevalônico e 

metileritrol fosfato, que são intermediários da via glicolítica (Figura 2). O acetil-

CoA origina fenóis e sua formação ocorre a partir da descarboxilação oxidativa 

da quebra da molécula da glicose e da formação de duas moléculas de acido 

pirúvico. O acido chiquímico é sintetizado a partir da combinação de um 

intermediário da glicólise (fosfoenolpiruvato) com um componente da via da 

pentose-fosfato (eritrose-4-fosfato). Sua via leva à formação dos aminoácidos 

aromáticos fenilalanina, tirosina e triptofano, que são precursores dos 

metabólitos secundários aromáticos, como alcaloides, ácido cinâmico, 
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fenilpropanoides e ligninas. A condensação de três moléculas de acetil-CoA 

origina o ácido mevalônico, enquanto, da combinação do piruvato com o 

gliceraldeído 3-fosfato (via glicolítica), forma-se o metileritrol fosfato. A via 

biossintética do metileritrol fosfato, juntamente com a via do mevalonato, 

origina os esteróis e os terpenoides (DEWICK, 2002; SANTOS, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Ciclo biossintético dos metabólitos secundários, adaptado de Simões et 

al. (2004) 
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Os óleos essenciais são constituídos por uma complexa mistura de 

compostos, incluindo terpenos, álcoois, cetonas, fenóis, ácidos, aldeídos e 

ésteres (AYALA-ZAVALA et al., 2007). Segundo Simões et al. (2004), esses 

constituintes variam desde hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e 

terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, 

ácidos orgânicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, 

tais compostos apresentam-se em diferentes concentrações; normalmente, um 

deles é o composto majoritário, existindo outros em menores teores e alguns em 

baixíssimas quantidades (traços).  

No processo de extração de óleo essencial, podem ser aplicados diversos 

métodos, como hidrodestilação, maceração, extração por solvente, enfleurage, 

CO2 supercrítico e micro-ondas. Dentre esses, o método de maior aplicação é o 

de hidrodestilação, que se divide em duas técnicas, arraste com vapor de água e 

coobação, que é a destilação repetida, a fim de se obter maior concentração dos 

princípios ativos (SANTOS, 2004). 

Há diversos fatores que influenciam a produção de óleo pelas plantas e 

sua constituição química (Figura 3). Gobbo Neto e Lopes (2007) citam fatores 

como o genético, a sazonalidade, o ritmo circadiano, a idade, o estádio de 

desenvolvimento da planta, a temperatura, a disponibilidade hídrica, a radiação 

ultravioleta, a nutrição mineral, a altitude, a poluição atmosférica, a indução por 

estímulos mecânicos e o ataque de patógenos. Não há um comportamento 

similar entre as plantas, para a variação de cada item; como exemplo, a espécie 

Thymus pulegioides L. produz o máximo teor de óleo e de seu componente de 

interesse, se for coletada durante ou logo após a floração (SENATORE, 1996); 

já na espécie Osmanthus fragrans Lour, o teor de óleo será maior se a mesma for 

coletada no início do estágio de floração (WANG et al., 2009). 
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Figura 3 Principais fatores que podem influenciar o acúmulo de metabólitos 

secundários em planta 
Fonte: Gobbo Neto e Lopes (2007) 

 

Há, ainda, os fatores relacionados ao processo de colheita do material 

vegetal e de extração do óleo essencial, que podem interferir diretamente no seu 

rendimento. Souza et al. (2011) notaram que o horário de coleta interfere no 

rendimento de óleo essencial para a espécie Cordia verbenacea DC. Em dias 

chuvosos, de maneira geral, o rendimento de óleo essencial é reduzido, para a 

maioria das espécies (GOBBO NETO; LOPES, 2007). Teles et al. (2012) 

verificaram que há diferenças no rendimento de óleo essencial e na composição 

química deste, em amostras de Lippia alba (Mill) N.E. Brown processadas 

frescas ou submetidas a método de secagem. 
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2.4 Ação antibacteriana dos óleos essenciais  

 

As propriedades antimicrobianas dos óleos essenciais têm despertado 

interesse pela perspectiva de constituírem uma alternativa para as exigências dos 

consumidores, quanto à utilização de aditivos naturais em alimentos (TASSOU; 

KOUTSOUMANIS; NYCHAS, 2000). 

Considerando que os óleos essenciais são formados por diversos 

constituintes, torna-se difícil atribuir a eficácia da atividade antimicrobiana a 

apenas um deles. O mecanismo de ação de um dado constituinte pode diferir, 

quando comparado ao de outros, sendo relatados vários alvos na célula 

microbiana (AYALA-ZAVALA; GONZÁLEZ-AGUILAR; DEL-TORO-

SÁNCHEZ, 2009). A interação inicial entre os componentes dos óleos 

essenciais e a célula microbiana parece ser a difusão passiva da molécula 

componente, por meio da parede celular de bactérias gram-positivas e fungos ou 

membrana externa de bactérias gram-negativas (HAMMER; CARSON, 2011). 

Contudo, pode ocorrer, também, interação de constituintes dos óleos essenciais 

com a membrana externa de bactérias gram-negativas, conforme demonstrado 

por La Storia et al. (2011), que utilizaram carvacrol contra diferentes espécies 

bacterianas.  

Óleos essenciais são compostos tipicamente lipofílicos e, por isso, são 

capazes de passar pela parede celular e se acumular na membrana citoplasmática 

bacteriana, causando aumento da permeabilidade, por danificar a estrutura de 

diferentes camadas de polissacarídeos, ácidos graxos e fosfolipídeos (BAKKALI 

et al., 2008). O aumento da fluidez da membrana parece estar entre os primeiros 

efeitos antimicrobianos causados pelo tratamento com óleos essenciais. A 

expansão e o aumento da fluidez da membrana citoplasmática podem levar à 

quebra da integridade com consequente perda de pequenos componentes 

intracelulares, como hidrogênio, potássio e sódio. A perda destes íons está 
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associada ao decréscimo do potencial de membrana, pH intracelular e pool de 

ATP, causado pelo dano ao gradiente de íons que ocorre entre o interior e 

exterior da célula. Concentrações elevadas de óleos essenciais ou longos tempos 

de exposição podem acarretar danos maiores à membrana citoplasmática, 

ocasionando perda de macromoléculas, como DNA e proteínas, estritamente 

relacionadas à morte celular (HAMMER; CARSON, 2011). 

Ainda, segundo Ayala-Zavala, González-Aguilar e Del-Toro-Sánchez 

(2009) e Burt (2004), o mecanismo de ação dos óleos essenciais, fenômeno 

complexo e diversificado, pode incluir destruição da parede celular e membrana 

citoplasmática, danificação de proteínas de membrana, liberação de conteúdo 

celular, coagulação do citoplasma, depleção da força próton motiva, inativação 

de enzimas essenciais e perturbação da funcionalidade do material genético. Os 

principais mecanismos de ação dos óleos essenciais na célula bacteriana, bem 

como os locais onde estes ocorrem, encontram-se ilustrados na Figura 4. 
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Figuras 4 Principais locais e mecanismos de ação dos óleos essenciais na célula 

bacteriana (NAZZARO et al., 2013) 

 

Em estudo realizado por Amalaradjou e Venkitanarayanan (2011), o 

biofilme de C. sakazakii, formado sobre superfícies abióticas, foi inibido e 

inativado por trans-cinamaldeído.  

O mecanismo de ação pelo qual a maioria dos óleos essenciais exerce 

seu efeito antibacteriano envolve a parede celular bacteriana, em que os óleos 

essenciais desnaturam e coagulam proteínas. Mais especificamente, eles atuam 

alterando a permeabilidade da membrana citoplasmática aos íons hidrogênio 

(H+) e potássio (K+). A alteração dos gradientes de íons conduz ao 

comprometimento dos processos vitais da célula como transporte de elétrons, 

translocação de proteínas, processo de fosforilação e outras reações dependentes 

de enzimas, resultando em perda do controle quimiosmótico da célula afetada e, 
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consequentemente, na morte do microrganismo (DORMAN; DEANS, 2000 

citados por BONA et al., 2012). 

A ação inibitória das especiarias e de seus óleos nos diferentes 

microrganismos tem sido relatada em diversos estudos (OATTARA et al., 

1997). O interesse renovado no uso de especiarias como agentes antibacterianos 

é atribuído, basicamente, a duas razões: a segurança dos aditivos químicos é 

constantemente questionada, havendo uma tendência ao uso de substâncias 

naturais de plantas, e a redução do sal ou do açúcar em alimentos por razões 

dietéticas tende a aumentar o uso de outros temperos (ISMAIEL; PIERSON, 

1990). 

Além dos recentes estudos da manipulação de óleos com ação 

antimicrobiana, têm-se avaliado diferentes misturas de óleos essenciais, a fim de 

comprovar os seus níveis de sinergismo ou antagonismo, visto que não se pode 

afirmar que o componente majoritário é o que realiza a atividade biológica, 

podendo haver a interação entre os diferentes componentes do óleo. Além disso, 

o estudo dessas misturas de óleos tem a finalidade de maximizar a atividade e 

minimizar as concentrações para não haver interferência diante das 

características sensoriais dos alimentos, bem como se podem constituir bases 

para a produção de conservantes de alimentos naturais (NGUEFACK et al., 

2012). 
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CAPÍTULO 2 

 

Ação de óleos essenciais sobre células planctônicas e sésseis de Cronobacter 

sakazakii 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

Cronobacter sakazakii é uma bactéria gram-negativa, em forma de 

bastão, pertencente à família Enterobacteriaceae. Esta espécie não faz parte da 

microbiota normal do trato gastrintestinal humano ou animal e é reconhecida 

como um potencial patógeno emergente de origem alimentar (FARBER, 2004). 

O reservatório natural de C. sakazakii é ainda desconhecido, entretanto, 

outros membros do mesmo gênero são, normalmente, encontrados em fezes 

humanas e animais, no esgoto, na água e no solo (SAKAZAKI, 1974). Relatos 

demonstram que o microrganismo pode ser isolado em diversos tipos de 

ambientes e alimentos (IVERSEN; FORSYTHE, 2004; KANDHAI et al., 2004; 

LECLERCQ; WANEGUE; BAYLAC, 2002; MUYTJENS; KOLLÉE, 1990). 

De maneira geral, são considerados patógenos oportunistas que raramente 

causam doença em indivíduos saudáveis. C. sakazakii, no entanto, tem sido 

relacionado a diversos surtos e casos esporádicos de doenças envolvendo 

neonatos debilitados. Por esta razão, este microrganismo vem ganhando atenção 

de autoridades de saúde pública em diversos países (LAI; DMD, 2001; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2004). 

A presença de C. sakazakii em equipamentos e utensílios pode ser 

decorrente de sua capacidade de aderir às superfícies e formar biofilmes. Iversen 

et al. (2004) investigaram o potencial de cepas de C. sakazakii em formar 

biofilme em materiais comumente encontrados tanto em ambiente industrial 
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como doméstico, tais como silicone, látex, policarbonato e aço inoxidável. A 

formação de biofilme foi verificada em todos os materiais.  

Sabe-se que os biofilmes têm um impacto negativo em várias atividades. 

Estragos em equipamentos por biocorrosão, entupimento de membranas e filtros 

e perdas energéticas relacionadas com o aumento do atrito são alguns dos efeitos 

adversos da acumulação de biofilmes microbianos e representam perdas 

significativas para a indústria em âmbito global (WALKER et al., 2000). 

Devido à resistência apresentada por biofilmes a antissépticos 

convencionais e antibióticos, a demanda por novos antimicrobianos para o 

controle do mesmo tem sido aumentada. Com isso, as atenções estão se voltando 

para o uso de compostos antimicrobianos naturais, o que instigou algumas 

investigações com relação aos efeitos de fitoquímicos. Entre esses estudos, há 

uma crescente pesquisa com relação aos óleos essenciais (CHORIANOPOULOS 

et al., 2008). 

Devido às altas taxas de mortalidade de bebês em decorrência de 

infecções causadas por C. sakazakii e sua capacidade de formação de biofilme, a 

busca por compostos antimicrobianos naturais, como óleos essenciais torna-se 

interessante. Dessa forma, buscou-se determinar a atividade antimicrobiana de 

diferentes óleos essenciais sobre células planctônicas e sésseis de Cronobacter 

sakazakii, bem como frente a biofilme formado em polipropileno.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

  

2.1 Local de execução do experimento 

 

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia de 

Alimentos, no Departamento de Ciência dos Alimentos da Universidade Federal 

de Lavras.   

 

2.2 Composição e obtenção dos óleos essenciais  

 

A composição dos óleos essenciais (OE) é apresentada na Tabela 1, 

conforme especificado pelo fornecedor.  
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Tabela 1 Composição dos óleos essenciais utilizados  
Óleo Nome científico Compostos 

Canela Cinnamomum cassia Aldeído cinâmico (81%), cumarina 

(3%), benzaldeído (3%), álcool 

cinâmico (3%), estireno (3%). 

Orégano Origanum vulgare Carvacrol (71%), timol (3%), gama-

terpineno (4,5%), para-cimeno (3,5%), 

beta-carfiofileno (4%). 

Menta Mentha piperita l-mentol (34%), mentona (25%), acetato 

de mentila (5%), eucaliptol (9%). 

Litsea cubeba Litsea cubeba Neral (30 %), geraniale (38%), limonene 

(11%). 

Funcho-doce Foeniculum vulgare Não informado 

Ho wood Cinnamomum camphora Linalol (98 %). 

Anis-estrelado Illicium verum Anetol (mínimo 80%). 

Noz-moscada  Myristica fragans Alfa-pineno (20%), beta-pineno (14%), 

sabineno (17%),  terpineno-4-ol  (6%). 

Tomilho-

branco 

Thymus vulgaris Timol (quantidade não especificada) 

Mandarina Citrus nobilis Não informado 

Cravo-botão Eugenia caryophyllus Eugenol (84%), beta-cariofileno (6%) 

acetato eugenila (8%). 

Basilicão Ocimum basilicum Metilchavicol  (84%). 

 

 

Todos os óleos foram adquiridos da Ferquima Indústria e Comércio 

Ltda. (Vargem Grande Paulista, São Paulo, Brasil).  

 

2.3 Sanificante controle 

 

 Foi utilizado o sanificante Sandet 666 (quaternário de amônio, nonil 

fenol etoxilado 9,5 moles OE, sequestrante, corante e veículo), adquirido da 

empresa Sandet Química Ltda.  
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2.4 Microrganismo, estocagem e padronização do inóculo 

 

O microrganismo utilizado no desenvolvimento deste trabalho foi 

Cronobacter sakazakii ATCC 29004, adquirido da coleção de culturas da 

Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A cultura estoque foi armazenada em 

meio de congelamento [glicerol (150 mL), peptona (5 g), extrato de levedura 

(3g), NaCl (5 g), H2O (1.000 mL) pH 7,2±7,4]. A cultura foi descongelada à 

temperatura ambiente e reativada inoculando-se alíquotas de 100 μL em tubos 

contendo 10 mL de caldo BHI (brain heart infusion) e incubada, a 37 ºC, por 24 

horas. A padronização do inóculo foi realizada mediante curva de crescimento. 

Após a reativação, alíquotas de 50μL do inóculo foram transferidas para 300 mL 

de TSB (caldo triptona de soja) e incubadas a 37 ºC, sendo realizadas leituras 

periódicas da absorbância (D.O. 600nm) e plaqueamento em TSA (ágar triptona 

de soja) com incubação a 37 ºC/24 horas. A cultura foi padronizada em 10
8 
UFC 

mL
-1, com absorbância de 660 nm.  

 

2.5 Determinação da concentração mínima bactericida (CMB) de óleos 

essenciais sobre células planctônicas 

 

A concentração mínima bactericida (CMB) dos óleos essenciais foi 

determinada empregando-se a técnica de microdiluição em caldo, em placas de 

poliestireno de 96 cavidades, de acordo com o NCCLS (M7-A6) (NATIONAL 

COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS, 

2003), com adaptações.  

Para tanto, 168 µL de TSB acrescido de 0,5% de Tween 80 foram 

adicionados em cada cavidade da placa de microdiluição. Em seguida, 32 µL de 

óleo essencial foram acrescidos às cavidades correspondentes à coluna 1 e linha 

A, transferindo-se 100 µL para a linha seguinte após a homogeneização e assim 
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sucessivamente, desprezando-se os 100 µL finais, obtendo-se, assim, as 

seguintes concentrações finais (%): 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,0 e 

16,00 (v/v). Foram adicionados nas cavidades 10 μL da cultura padronizada. As 

placas foram vedadas e incubadas, a 37 ºC, por 24 horas. Após esse período, foi 

realizado o plaqueamento de alíquotas das culturas em TSA e incubadas a 37 

ºC/24 horas, determinando-se, assim, a concentração mínima bactericida (CMB) 

do óleo essencial.  

O experimento foi conduzido em triplicata e três repetições. Foi 

realizado um tratamento controle, contendo TSB acrescido de 0,5% de Tween 

80 e inóculo.  

 

2.6 Determinação da concentração mínima bactericida (CMBB) de óleos 

essenciais sobre células sésseis  

 

Os biofilmes de C. sakazakii foram formados em microplacas de 

poliestireno com 96 cavidades. Nas cavidades foram adicionados 150 µL de 

TSB e 50 µL da cultura padronizada; as placas foram vedadas e incubadas a 37 

°C/48 horas. Após esse período, as culturas foram removidas e as cavidades 

lavadas três vezes com solução salina 0,85% (m/v), para a remoção das células 

não aderidas. Após a lavagem, 200 µL das soluções dos óleos essenciais de 

canela, menta e ho wood, que foram selecionados por apresentarem melhores  

resultados sobre as células planctônicas,  nas concentrações (%) de 0,00; 0,12; 

0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,0 e 16,00 (v/v), foram adicionadas às cavidades. 

As soluções foram preparadas pela homogeneização vigorosa, por 2 minutos, em 

agitador tipo vórtex dos óleos essenciais em água destilada estéril acrescentada 

de 0,5% (v/v) de Tween 80. Após 20 minutos de contato, as soluções 

antimicrobianas foram removidas das cavidades, que foram lavadas três vezes 

com solução salina. Em seguida, 200 μL de TSB foram adicionados às cavidades 
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e a microplaca foi incubada, a 37 °C/24 horas. Após esse período, foi realizado o 

plaqueamento das culturas em TSA e incubadas, a 37 °C/24 horas e 

determinadas as concentrações de óleos essenciais capazes de matar o biofilme, 

sendo essa considerada a concentração mínima bactericida do biofilme (CMBB). 

O experimento foi conduzido em triplicata e três repetições. 

 

2.7 Estudo do sinergismo antimicrobiano entre os óleos essenciais sobre 

células planctônicas 

 

Para o estudo do sinergismo dos óleos essenciais foram selecionados 

aqueles que apresentaram as menores concentrações mínimas bactericidas 

(CMB), sendo eles: canela, ho wood e menta. O estudo foi realizado 

empregando-se a combinação dos três óleos em diferentes proporções que estão 

descritas na Tabela 2. 

 

 

Tabela 2 Planejamento experimental para avaliação da ação antimicrobiana 

sinergística da combinação dos óleos essenciais de canela, ho wood e 

menta 
Ensaio Óleo A Óleo B Óleo C 

1 100 - - 

2 - 100 - 

3 - - 100 

4 50 50 - 

5 50 - 50 

6 - 50 50 

7 67 17 17 

8 17 67 17 

9 17 17 67 

10 33 33 33 

100 refere-se à CMB e CMBB de cada óleo essencial estudado e os demais números 

representam as proporções dos óleos que foram utilizados 
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O efeito bactericida da combinação entre os óleos essenciais foi 

estabelecido utilizando-se a metodologia em tubos, com série de 11 tubos de 

ensaio, adicionados de 10 mL de TSB contendo 0,5 % de Tween 80. Os tubos 

foram autoclavados, a 121 °C, por 15 minutos. Os óleos essenciais foram 

diluídos diretamente neste caldo, nas concentrações demonstradas no 

planejamento experimental (Tabela 2). O tubo de número 11 foi considerado o 

controle positivo (TSB + inóculo). Cada tubo foi adicionado de 1 mL do inóculo 

padronizado. O conteúdo foi homogeneizado e os tubos incubados, a 37 °C, por 

24 horas. Após esse período, alíquotas foram plaqueadas em TSA, empregando-

se a técnica de plaqueamento em superfície e incubadas, a 37 °C, por 24 horas. 

As análises foram realizadas em triplicata e três repetições. 

 

2.8 Estudo do sinergismo antimicrobiano entre os óleos essenciais sobre 

células planctônicas e sésseis 

 

Após formação dos biofilmes C. sakazakii em microplacas de 

poliestireno, como mencionado anteriormente, eles foram expostos às diferentes 

combinações dos óleos essenciais (Tabela 2). 

Após a lavagem, 200 µL das soluções dos óleos essenciais foram 

adicionados às cavidades. As soluções dos óleos foram previamente preparadas 

pela homogeneização vigorosa em agitador tipo vórtex, por 2 minutos, em água 

destilada estéril acrescentada de 0,5% (v/v) de Tween 80. Após 20 minutos de 

contato, as soluções antimicrobianas foram removidas das cavidades, que foram 

lavadas três vezes com solução salina. Em seguida, 200 μL de TSB foram 

adicionados às cavidades e a microplaca foi incubada, a 37 °C/24 horas. Após 

esse período, foi realizado o plaqueamento das culturas em TSA e elas foram 

incubadas, a 37 °C/24 horas. A concentração mínima bactericida do biofilme 

(CMBB) foi definida como a combinação dos óleos essenciais capaz de inibir o 
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crescimento bacteriano, o que caracteriza a inativação das células sésseis 

presentes no biofilme. O experimento foi realizado em triplicata com três 

repetições. 

 

2.8 Formação de biofilme bacteriano em superfície de polipropileno 

 

2.8.1 Higienização dos cupons  

 

A adesão bacteriana foi realizada em cupons de polipropileno com 1 mm 

de espessura e dimensões de 10 x 20 mm. 

Os cupons foram lavados por imersão em detergente neutro líquido, 

enxaguados com água destilada estéril, imersos em solução comercial de ácido 

peracético 0,3%, por 30 minutos, sob agitação de 50 rpm a 50 ºC. Em seguida, 

foram imersos em água destilada estéril, à temperatura de 80 ºC, por 5 minutos e 

à temperatura ambiente, por 1 minuto, sob agitação de 50 rpm. Os cupons foram 

secos em estufa de secagem, a 40 ºC, por 2 horas, de acordo com Oulahal et al. 

(2008) com modificações.  

 

2.8.2 Adesão das células bacterianas e avaliação da biotransferência 

 

Em uma placa de Petri de 140 mm de diâmetro, contendo 15 cupons, 

foram adicionados 60 mL de leite desnatado UHT e inoculados 10
8
 UFC/mL da 

cultura de Cronobacter sakazakii padronizada. As placas foram incubadas a 37 

ºC, sob agitação branda (50 rpm), por 48 horas.  
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2.8.3 Enumeração das células em biofilme 

 

 Para a enumeração das células em biofilme, após 48 horas de incubação, 

foram retirados cupons da placa de Petri, os quais foram lavados com água 

peptonada, para a eliminação de células não aderidas. Em seguida, as células em 

biofilme foram removidas utilizando-se swab estéril. Após esse procedimento, 

foi realizada a diluição seriada e contagem do numero de células viáveis 

determinadas em TSA, empregando-se a técnica de espalhamento em superfície. 

As placas foram incubadas a 37 ºC, por 24 horas, e o resultado da contagem de 

colônias expresso em UFC/cm
2
. Todo o experimento foi realizado em três 

repetições e as análises, em triplicata.  

 

2.9 Preparo das soluções sanificantes  

 

Para a realização do teste de sensibilidade do biofilme, foram 

formuladas diferentes soluções, como mostrado na Tabela 3. A solução controle 

1 continha água destilada estéril e 0,5 de Tween 80; a solução controle 2, Sandet 

666 e as soluções 1 e 2 contendo água destilada estéril, 0,5% de Tween 80 e 

óleos essenciais.  

 

 

Tabela 3 Composição das soluções sanificantes  
 Óleo essencial %(v/v) 

Sandet 666 
Soluções Canela Ho wood Menta 

Controle 1 - - - - 

Controle 2 - - - 3% 

1 0,67 0,34 0,17 - 

2 0,33 0,66 0,33 - 
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As concentrações de óleos essenciais utilizadas foram definidas 

baseando-se nos resultados de atividade antimicrobiana sinergística entre os 

óleos essenciais sobre as células sésseis 

 

2.10 Tratamento do biofilme com soluções sanificantes contendo óleos 

essenciais em diferentes tempos de contato  

 

Após 48 horas de formação de biofilme, os cupons foram retirados das 

placas de Petri, lavados com água peptonada 0,1% (m/v), por 5 vezes, para a 

eliminação de células não aderidas e imersos em solução sanificantes (Tabela 3), 

por 10 e 20 minutos, à temperatura ambiente. Após o tempo de sanificação, foi 

realizado esfregaço sobre os cupons, com auxílio de swab de algodão estéril. Os 

swabs foram transferidos para tubos contendo água peptonada 0,1% (m/v), 

sendo, em seguida, agitados em vórtex, por 2 minutos. Após esse procedimento, 

realizou-se a diluição seriada e alíquotas de 0,1 ml foram transferidas para 

placas contendo TSA, para a determinação do número de células viáveis. 

Empregou-se a técnica de espalhamento em superfície. As placas foram 

incubadas a 37 ºC/ 24 horas, sendo realizada, ao final desse período, a contagem 

padrão em placas e o resultado expresso em UFC/cm
2
. 

 

2.11 Delineamento experimental e análise estatística 

 

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema 

fatorial 4 x 2 (tratamentos x tempos de contato), com três repetições e a variável 

resposta foi o Log de redução, obtido pela diferença entre o biofilme formado 

após 48 horas e os tratamentos empregados. Após a realização de análise de 

variância, foi empregado o teste t (LSD) para a determinação da diferença entre 

as médias.  
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3 RESULTADOS  

 

3.1 Concentração mínima bactericida dos óleos essenciais sobre células 

planctônicas de C. sakazakii 

 

A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de canela, orégano, 

menta, litsea, ho wood, tomilho, cravo, basilicão, funcho-doce, noz-moscada, 

anis-estrelado e mandarina sobre as células planctônicas de Cronobacter 

sakazakii é mostrada na Tabela 4.  

 

 

Tabela 4 Concentração mínima bactericida (CMB) dos óleos essenciais sobre 

células planctônicas de Cronobacter sakazakii 
Óleo essencial Concentração %(v/v) 

Canela 0,12 

Orégano 0,25 

Menta 0,25 

Litsea 0,25 

Ho wood 0,25 

Tomilho 0,50 

Cravo 0,50 

Basilicão 1,00 

Funcho-doce 2,00 

Noz-moscada 2,00 

Anis-estrelado 4,00 

Mandarina 16,0 

 

 

Os resultados apontam que os óleos essenciais apresentaram atividade 

bactericida em diferentes concentrações. O óleo essencial de canela a 0,125% 

(v/v) foi mais eficaz sobre as células planctônicas. Não foram encontradas 

diferenças entre as atividades bactericidas dos óleos de orégano, menta, litsea e 

ho wood, pois a concentração 0,25% (v/v) foi eficiente para inibir totalmente o 

desenvolvimento da bactéria. Os óleos de tomilho e cravo apresentaram CMB 

0,5%(v/v). C. sakazakii mostrou menor sensibilidade aos óleos de basilicão a 
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1%, funcho-doce e noz-moscada a 2%, anis-estrelado a 4% e mandarina a 16% 

(v/v).   

 Após a definição das concentrações mínimas bactericidas foi realizado 

o teste do sinergismo dos óleos essenciais.   

 

3.2 Sinergismos entre os óleos essenciais nas células planctônicas  

 

Dentre os óleos essenciais testados, foram selecionados os de canela, 

menta e ho wood, por apresentarem menores concentrações mínimas 

bactericidas. Estes óleos foram testados em diferentes combinações, seguindo o 

planejamento experimental proposto na Tabela 2. Pode-se observar que o 

crescimento bacteriano foi inibido em todos os ensaios. A ação antimicrobiana é 

demonstrada na Tabela 5. 

 

 

Tabela 5 Concentração mínima bactericida das combinações de óleos essenciais 

de canela, howood e menta, utilizados nas análises de sinergismo sobre 

Cronobacter sakazakii 
 

Ensaio 

Óleo essencial %(v/v) Resultados  

Canela Ho wood Menta 

1 0,12 - - ( - ) 

2 - 0,25 - ( - ) 

3 - - 0,25 ( - ) 

4 0,06 0,12 - ( - )  

5 0,06 - 0,12 ( - ) 

6 - 0,12 0,12 ( - ) 

7 0,08 0,04 0,04 ( - ) 

8 0,02 0,16 0,04 ( - ) 

9 0,02 0,04 0,16 ( - ) 

10 0,04 0,08 0,08 ( - ) 

(-) ausência de crescimento em todas as combinações testadas 
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3.3 Concentração mínima bactericida nas células sésseis  

 

Após a determinação das CMB nas células planctônicas, foi realizado 

teste para definição da CMB nas células sésseis. Foram testados os óleos que 

apresentaram melhores resultados sobre as células planctônicas, canela, ho wood 

e menta. Na Tabela 6 encontra-se o teste dos óleos sobre as células sésseis de 

Cronobacter sakazakii.  

 

 

Tabela 6 Concentração mínima bactericida dos óleos essenciais sobre de células 

sésseis de Cronobacter sakazakii 
Óleo essencial Concentração % (v/v) 

Canela 1,00% 

Menta 1,00% 

Ho wood 2,00% 

 

 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, os óleos de 

canela e menta apresentaram CMB de 1%, seguido do óleo de wo hood, com 2% 

(v/v). 

 

3.4 Sinergismos entre os óleos essenciais nas células sésseis  

 

Na Tabela 7 são apresentados as concentrações testadas e os resultados 

do estudo do sinergismo dos óleos de canela, ho wood e menta sobre células 

sésseis de Cronobacter sakazakii. Não foi observado crescimento bacteriano em 

nenhuma das concentrações testadas.  
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Tabela 7 Concentração mínima bactericida das combinações de óleos essenciais 

de canela, howood e menta, utilizados nas análises de sinergismo sobre 

células sésseis de Cronobacter sakazakii 
 

Ensaio  

Óleo essencial %(v/v) Resultados  

Canela Ho wood Menta 

1 1 - - ( - ) 

2 - 2 - ( - ) 

3 - - 1 ( - ) 

4 0,50 1 - ( - ) 

5 0,50 - 0,50 ( - ) 

6 - 1 0,50 ( - ) 

7 0,67 0,34 0,17 ( - ) 

8 0,17 1,34 0,17 ( - ) 

9 0,17 0,34 0,67 ( - ) 

10 0,33 0,66 0,33 ( - ) 

(-) ausência de crescimento em todas as combinações testadas 

 

 

3.5 Tratamentos dos biofilmes, em superfície de polipropileno com soluções 

sanificantes à base de óleos essenciais 

 

Na Tabela 8 são apresentadas as contagens de células sésseis aderidas 

aos cupons da superfície de polipropileno, após o tratamento com a solução 

sanificante controle, as soluções sanificantes à base de óleos essenciais e o 

sanificante utilizado comercialmente, nos tempos de 10 e 20 minutos.  
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Tabela 8 Número de células sésseis (Log UFC/cm
2
) de Cronobacter sakazakii, 

quantificadas nas superfícies de polipropileno, após 48 horas de 

formação do biofilme, após tratamento com a solução sanificante 

controle e as soluções sanificantes à base de óleos essenciais 
Agente sanificantes Tempo de exposição 

10 min 20 min 

Tratamento 1 

Tratamento 2 

Controle 1  

Controle 2 

3,21±0,56 A 2,62±1,30 B 

5,06±1,05 B 2,35±2,06 B 

5,03±0,65 B 5,18±0,92 C 

4,70±0,16 B 0,61±1,06 A 

Tratamento 1 = ensaio 7 (67% de óleo de canela, 17% de óleo de howood, 17% de óleo 

de menta), tratamento 2= ensaio 10 (33% de óleo de canela, howood e menta), 

tratamento 3= Sandet 666. Resultados expressos pela média de contagem de células 

sésseis (Log UFC/cm
2
) ±desvio padrão.  Médias seguidas por letras diferentes na mesma 

coluna diferem entre si, pelo teste de Skott-Knot, a 5% de probabilidade 

 
 

No estudo da formação de biofilme em superfície de polipropileno e 

ação do sinergismo dos óleos sobre o biofilme de C. sakazakii, realizou-se o 

experimento em cupons de polipropileno. Foram testados os ensaios 7 e 10 com 

diferentes tempos de contato com a solução sanificante e o sanificante Sandet 

666. Pode-se observar que o tratamento 1, com 10 minutos de exposição, 

apresentou diferença significativa, quando comparado com os tratamentos 2 e 3, 

havendo redução do número de células. Já para o tempo de exposição de 20 

minutos, houve diferença significativa para o tratamento 3, quando comparado 

com os tratamentos 1 e 2. Após a exposição de 20 minutos aos tratamentos, 

houve significativa queda do número de células, quando comparado com o 

controle, significando que as soluções testadas reduziram o número de células, 

como observado na Tabela 8.  
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4 DISCUSSÃO 

 

Segundo estudo realizado por Valeriano et al. (2012), foi demonstrado 

que os óleos essenciais de Mentha piperita, Cymbopogon citratus, Ocimum 

basilicum e Origanum majorana apresentaram significativa atividade 

antimicrobiana sobre Escherichia coli enteropatogênica, Salmonella enteritidis e 

C.sakazaki, sendo o óleo essencial de Ocimum basilicum o mais efetivo contra 

C. sakazakii.  

O óleo de canela foi o que apresentou melhor resultado sobre as células 

planctônicas de C. sakazakii, o que se assemelha com o estudo realizado por 

Andrade et al. (2012). Avaliando a ação de óleos essenciais sobre células 

planctônicas de E.coli, estes autores observaram que o óleo essencial de canela 

foi o mais efetivo na inibição das células bacterianas. Ooi et al. (2006) 

verificaram que o óleo essencial de C. cassia e o cinamaldeído foram igualmente 

efetivos na inibição do crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeroginosa, Vibrio 

cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella typhymurium. 

Em estudo realizado por Trajano et al. (2009), o óleo de M. piperita foi 

eficaz contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes e 

Serratia marcencens, inibindo o crescimento bacteriano. Esses resultados 

assemelham-se ao do presente estudo, com resultado satisfatório para C. 

sakazakii. Já os resultados encontrados por Mimica-Dukić et al. (2003), que 

pesquisaram a atividade antimicrobiana e antioxidante de M. piperita,  

observaram que o vegetal teve uma ação moderada bacteriostática especialmente 

sobre E. coli, mas  não foi observada atividade antibacteriana deste óleo contra a 

cepa de E. coli.  

Vários estudiosos têm avaliado a atividade antibacteriana de M. 

piperita (COWAN, 1999; MCKAY; BLUMBERG, 2006; TASSOU; 
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KOUTSOUMANIS; NYCHAS, 2000). Mentol tem sido relatado como sendo o 

composto responsável pela atividade antimicrobiana de M. 

piperita (SIVROPOULOU; KOKKINI; LANARAS, 1995) e foi apresentado 

como ativo contra Clostridium sporogenes, Enterobacter aeraerogenes, 

Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

Pullorum, Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis, inibindo estes 

microrganismos em concentrações de 10 µL por placa, utilizando o método de 

plaqueamento em ágar (ISCAN et al., 2002). 

Em estudo realizado por Liu e Yang (2012) utilizando litsea cubeba-

óxido de etileno LC-OE, verificou-se que as concentrações mínimas 

microbicidas (MMC) para V. 

parahaemolyticus, L. monocytogenes, L. plantarum e H. anomala foram 

determinadas como 750, 750, 1500, e 375 ug/g, respectivamente. Estes MMCs 

indicaram que o LC-EO era mais eficaz contra H. anômala, mas menos eficaz 

contra L. plantarum.  

A solubilidade em água dos constituintes dos óleos essenciais está 

diretamente relacionada à capacidade de penetrar na parede celular de fungos e 

bactérias. Contudo, a atividade antimicrobiana desses óleos deve-se à 

solubilidade na bicamada lipídica da membrana celular (KNOBLOCH et al., 

1989; SUPPAKUL et al., 2002). Sabe-se que, na maioria das vezes, bactérias 

gram-negativas são menos sensíveis aos óleos essenciais que bactérias gram-

positivas, pois a parede celular das gram-negativas é rica em polissacarídeos, o 

que inibe a penetração das substâncias antimicrobianas (BURT, 2004). 

De acordo com Silva et al. (2009), além da resistência evidenciada entre 

os microrganismos gram-negativos, diferenças entre resultados podem ocorrer 

também quanto à sensibilidade de linhagens diferentes de um determinado 

microrganismo frente a um mesmo produto antimicrobiano vegetal, mesmo 

quando a metodologia utilizada é idêntica. Em seu estudo avaliando a atividade 
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antibacteriana de óleos essenciais provenientes de seis espécies vegetais frente a 

linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, os mesmos autores 

encontraram uma maior resistência da bactéria gram-negativa, a qual necessitou 

de uma maior quantidade dos óleos essenciais testados, os quais apresentaram, 

para os óleos de alecrim, cravo-da-índia, gengibre, capim-cidreira e hortelã-

pimenta, valores de concentração inibitória mínima de >3,0; 0,25; 0,24; 0,40 e 

0,63, enquanto os valores encontrados frente à bactéria gram-positiva foram de 

0,40; 0,073; 0,04; 0,1 e 0,19, respectivamente.  

No teste da combinação dos três óleos essenciais foi observada inibição 

do crescimento, mesmo quando utilizados valores abaixo do MIC. Isso foi 

explicado por Burt (2004), quando o efeito combinado das substâncias é maior 

do que a soma dos efeitos individuais, isto é, a sinergia; antagonismo acontece 

quando uma combinação mostra efeito menor, em comparação com as 

aplicações individuais. Os efeitos sinérgicos de alguns compostos, além dos 

principais componentes na EOS, têm sido demonstrados em alguns estudos 

(ABDALLA et al., 2007; BECERRIL et al., 2007; ROTA et al., 2008). 

Cronobacter sakazakii apresentou capacidade de formação de biofilme. 

Os microrganismos, em seu estilo de vida planctônico, recebem algum estímulo 

que os leva a aderir em alguma superfície. Embora esse processo necessite de 

maior elucidação, alguns fatores passíveis de influenciá-lo já são descritos, como 

pH, concentração e biodisponibilidade de nutrientes, autoindutores de quorum 

sensing, presença de compostos orgânicos e inorgânicos e temperatura 

(OULAHAL et al., 2008). 

As células organizadas em biofilme passam a apresentar vantagens em 

relação às células em seu estado planctônico; por terem maiores condições de 

sobrevivência e menores chances de erradicação (MORCK; OLSON; CERI, 

2001), podem apresentar também maior resistência a sanificantes utilizados, 

como apresentado neste trabalho.   

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713510000459#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713510000459#bib14
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713510000459#bib9a
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Biofilmes podem ser formados por quase todos os tipos de 

microrganismos sob condições favoráveis. Entretanto, nas indústrias de 

alimentos são as bactérias que mais frequentemente produzem biofilmes, ainda 

que umas apresentem maior aptidão que outras. Dentre as bactérias 

deteriorantes, destacam-se Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, 

Micrococcus sp. e Enterococcus faecium (ANDRADE; BRIDGEMAN; 

ZOTTOLA, 1998; LERICHE; CARPENTIER, 1995). Como exemplos de 

bactérias patogênicas, encontram-se P. aeruginosa, L. monocytogenes, Yersinia 

enterocolitica, Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157:H7, S. aureus e 

B. cereus (LERICHE; CARPENTIER, 1995; SMITH; FRATÂMICO, 1995; 

SURMAN; MORTON; KEEVIL, 1996). 

Iversen, Lane e Forsythe (2004) investigaram o potencial de cepas de C. 

sakazakii em formar biofilme em materiais comumente encontrados tanto em 

ambiente industrial como doméstico, tais como silicone, látex, policarbonato e 

aço inoxidável. A formação de biofilme foi verificada em todos os materiais.  

A adesão das células bacterianas depende de fatores como a fisiologia e 

a morfologia das células e as propriedades físico-químicas da superfície de 

contato. Os microrganismos gram-negativos apresentam maior facilidade de 

adesão em superfícies, em comparação aos gram-positivos, pois estes 

apresentam píli, fimbrias e flagelo, bem como a membrana externa. Para 

microrganismos eletricamente carregados com cargas negativas, estes 

apresentam maior dificuldade de ligação direta às superfícies. A participação de 

filme condicionante, formado por diversos compostos e moléculas provenientes 

da fase aquosa, será determinante.  

Oliveira, Brugnetra e Piccoli (2010) demonstraram eficiência de 

soluções sanificantes formuladas à base de óleos essenciais de capim-limão 

(Cymbopogon citratus) e capim-citronela (Cymbopogon nardus) e sua 

combinação, na eliminação de biofilme de Listeria monocytogenes formado em 
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superfície de aço inoxidável. Neste estudo, todas as soluções sanificantes foram 

efetivas na redução do número de células de Listeria monocytogenes aderidas à 

superfície, mas a solução formulada a partir da combinação dos dois óleos 

essenciais apresentou a melhor eficácia, possibilitando a não recuperação de 

células viáveis, após 60 minutos de contato.   

Os óleos essenciais de cravo-da-índia (Syzgium aromaticum), tomilho 

(Thymus vulgaris) e sua combinação apresentaram CMI de 0,10% sobre 

Staphlococcus aureus. Todas as soluções sanificantes à base de óleos essenciais 

se mostram efetivas na redução de biofilme bacteriano formado por S. aureus 

em superfície e aço inoxidável e polipropileno, sendo a combinação mais efetiva 

(SANTOS JÚNIOR et al., 2014). 

Em pesquisa realizada por Esper (2010) ficou evidenciada a capacidade 

de E. sakazakii e B. cereus de formar biofilmes em superfície de aço inoxidável, 

utilizando cultivos em fórmula infantil e caldo Luria Bertani, sendo mais intensa 

em fórmula infantil. Foi realizado cultivo monoespécie e cultivo misto, e foi 

verificado que o nível de contagem de E. sakazakii foi superior ao de B. cereus. 

Para o tratamento controle 2, após 20 minutos de contato, houve 

significativa redução do numero de células. Este fato pode ser explicado pelo 

fato de os compostos quaternário de amônio, entre os quais se encontra o cloreto 

de benzalcônio, serem detergentes catiônicos sintéticos que têm atividade 

antimicrobiana, boa estabilidade, solubilidade em água e toxicidade 

relativamente baixa (PELCZAR et al., 1980). A ação bactericida é atribuída à 

inativação de enzimas responsáveis pelos processos de transformação de 

energia, à desnaturação de proteínas celulares e à ruptura da membrana celular 

(ROMÃO, 1996). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Dentre os óleos essenciais testados nas células planctônicas, o de canela 

obteve melhor resultado, com CMB 0,125%. No estudo do sinergismo houve 

ausência do crescimento em todas as combinações testadas. Houve aumento da 

CMB para as células sésseis; canela e menta apresentaram 1% e ho wood, 2%. 

Também não foi observado crescimento bacteriano no estudo do sinergismo dos 

óleos sobre células sésseis. Para o teste realizado no cupom de polipropileno, a 

solução sanificante composta pelo ensaio 7 foi melhor para o tempo de 10 

minutos de contato e, para 20 minutos de contato, o sanitizante Sandett 666 a foi 

mais efetivo. 
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