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RESUMO GERAL

 
 
VALERIANO, Carolina. Ação antimicrobiana de óleos essenciais frente a 
patógenos sésseis e planctônicos de origem alimentar. 2010. 95p. Tese 
(Doutorado em Microbiologia Agrícola) – Universidade Federal de Lavras, 
Lavras, MG.* 
 

O desenvolvimento de biofilmes em ambientes de processamento de 
alimentos pode ser uma fonte contínua de contaminação. O aumento da 
resistência das células no biofilme a agentes antibacterianos e sanitizantes torna 
necessário o desenvolvimento de novas alternativas para seu controle. Este 
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a sensibilidade de células 
planquitônicas de Escherichia coli enteropatogênica, Salmonella entérica 
Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazaki frente à ação de 
óleos essenciais de Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum e 
Origanum majorana. Objetivou-se também avaliar a sensibilidade de células 
sésseis de Escherichia coli enteropatogênica e Salmonella enterica Enteritidis 
frente a soluções à base de óleo essencial de Mentha piperita e Cymbopogon 
citratus. A extração dos óleos essenciais foi realizada por hidrodestilação, 
utilizando-se aparelho de clevenger modificado. O efeito das diferentes 
concentrações dos óleos essenciais foi avaliado pela técnica de difusão em ágar. 
A formação do biofilme foi realizada sobre a superfície de cupons de aço 
inoxidável, utilizando como substrato caldo triptona de soja. O número de 
células aderidas foi determinado após 48, 96, 144, 192 e 240 horas. As soluções 
à base de óleo essencial foram testadas após as 240 horas de formação do 
biofilme, em três tempos de contato (10, 20 e 40 minutos). As quantidades de 
óleos essenciais utilizadas nas soluções foram baseadas nas CMIs. Cupons de 
aço inoxidável submetidos às soluções a base de óleos essenciais foram 
analisados por MEV, para visualização da ação dos óleos essenciais nas células. 
Observou-se que o efeito bactericida dos óleos essenciais apresentou efetividade 
variada para as bactérias testadas. Pelo número de células aderidas, observou-se 
que tanto Escherichia coli quanto Salmonella Enteritidis aderiram rapidemente à 
superfície, formando biofilme maduro após 240 horas. As soluções à base de 
óleo essencial mostraram-se efetivas na redução do número de células sésseis, 
principlmente após 20 e 40 minutos de contato. Ambas as soluções foram 
capazes de reduzir 100% do número de células do biofilme após 20 minutos de 
contato. 
________________ 

* Comitê Orientador: Roberta Hilsdorf Picolli – UFLA (Orientadora), Maria das 
Graças Cardoso – UFLA. 
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Pela MEV, observaram-se alterações estruturais nas células bacterianas, 
provavelmente causadas pela atuação dos óleos essenciais. Os óleos essenciais 
avaliados se mostraram efetivos frente as bactérias testadas, podendo ser 
considerados novas alternativas na sanitização de superfícies de aço inoxidável.  
 
 
Palavras-chave: Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum, 
Origanum majorana, Escherichia coli enteropatogênica, Salmonella entérica 
Enteritidis, Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazaki. 
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GENERAL ABSTRACT  

 

VALERIANO, Carolina. Ação antimicrobiana de óleos essenciais frente a 
patógenos sésseis e planctônicos de origem alimentar. 2010. 95p. Thesis. 
(Ph.D. in Agricultural Microbiology) – Federal University of Lavras, Lavras, 
Minas Gerais, Brazil.*          
 

Biofilm formation in food processing environments can be a continuing 
source of contamination. Increased resistance of biofilm cells to antibacterial 
and sanitizers agents requires the development of new alternatives to control 
them. This work was executed with the aim of (1) evaluating the planktonic cells 
sensitivity of enteropathogenic Escherichia coli, Salmonella enterica Enteritidis, 
Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazaki against the antibacterial action 
of Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum, and Origanum 
manjorana; and (2) studying the sessile cells sensitivity of enteropathogenic 
Escherichia coli and Salmonella enterica Enteritidis against solutions based on 
essential oil of M. piperita and C. citratus. The essential oil extraction was 
performed by hydrodistillation using the modified Clevenger apparatus. The 
effect of the different essential oil concentrations was evaluated by the agar 
diffusion technique. The biofilm formation was performed on the surface of 
stainless steel chips by using tryptone soy broth as substrate. The adhered cells 
number was evaluated after 48, 96, 144, 192 and 240 hours. Solutions based on 
essential oil were tested after 240 hours of biofilm formation at three contact 
durations (10, 20 and 40 minutes). The amount of essential oil used in the 
solutions was based on MICs. Stainless steel chips submitted to the solutions 
based on essential oil were analyzed by SEM to visualize the action of the 
essential oil in the cells. The bactericidal effect of essential oil presented varying 
effectiveness for all the bacteria tested. According to the adhered cells number it 
was observed that Escherichia coli and Salmonella enterica Enteritidis adhered 
quickly to the surface forming ripe biofilm after 240 hours. The solutions based 
on essential oil were effective in the reduction of the sessile cells number, 
mainly after contact of 20 and 40 minutes. Both solutions were able to reduce 
100% of the biofilm cells number after contact of 20 minutes. 
 
 
 
 
 
________________ 

* Guidance Committee: Roberta Hilsdorf Piccoli– UFLA (Advisor), Maria das 
Graças Cardoso – UFLA. 
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In the SEM was possible to observe the structural alterations in the bacteria 
cells, probably caused by the performance of the essential oil. The essential oil 
evaluated were effective against the bacteria tested. These findings can be used 
as new alternatives in the sanitization of stainless steel surfaces. 
 
 
 
Key-word: Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum, 
Origanum majorana, enteropathogenic Escherichia coli, Salmonella enterica 
Enteritidis, Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazaki. 
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CAPÍTULO 1 

 
 
 

AÇÃO ANTIMICROBIANA DE ÓLEOS ESSENCIAIS FRENTE A 

PATÓGENOS SÉSSEIS E PLANCTÔNICOS DE ORIGEM ALIMENTAR

 

  



 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 
 
Os biofilmes são constituídos por bactérias que aderem a superfícies e 

que são envolvidas por uma 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).    

Os biofilmes têm um impacto negativo em varias 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., 1998). 

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).  

Tais problemas são agravados pela resistência demonstrada por 

biofilmes a antibióticos e biocidas, quando comparados com células bacterianas 

livres. Esta resistência tem serias implicações econômicas e ambientais em 

vários sistemas industriais, como o alimentício e o médico, além de sistemas de 

distribuição de água. 

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). 
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Os óleos essenciais são produtos voláteis do metabolismos secundário 

de plantas aromáticas, formados em células especializadas e encontrados em 

folhas, flores, sementes, caules e raízes. De forma geral, são misturas complexas 

de substâncias lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas (Simões & Spitzer, 

2004). Devido ao seu versátil conteúdo de compostos, variando desde 

hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, 

fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas e 

cumarinas, até compostos com enxofre, estes, têm demonstrado um bom 

potencial como agentes antibacteriano e antifúngico (Burt, 2004).   

Embora a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais tenha sido 

relatada em numerosos trabalhos, poucos estudos têm relacionado o mecanismo 

de ação desses produtos naturais na célula microbiana. Alguns autores relatam 

que as propriedades antimicrobianas desses compostos são associadas com seu 

caráter lipofílico, o que leva a um acúmulo na bicamada lipídica da membrana 

citoplasmática, conferindo características de permeabilidade (Sikkema et al., 

1994; Kakkali et al., 2008) 

 Em bactérias, a permeabilização da membrana é associada com perda 

de íons e redução do potencial da membrana, colapso da bomba de próton e 

depleção do ATP (Bakkali et al., 2008). Outras alterações de natureza 

antibacteriana devido à atuação de óleos essenciais são a coagulação do 

citoplasma (Gustafson et al., 1998) e a danificação de proteínas embebidas na 

membrana citoplasmática (Ultee et al., 1999).  

  A possível utilização de óleos essenciais como agentes antimicrobianos é 

assegurada pelo aumento na procura de produtos considerados como naturais.  

 O presente trabalho foi realizado com os objetivos de a) avaliar a 

composição química dos óleos essenciais de M. piperita, C. citratus, O. 

basilicum e O. manjorana e suas atividade antibacteriana frente a patógenos de 

origem alimentar, Escherichia coli enteropatogênica, Salmonella entérica 

 2 



 

Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazaki e b) avaliar a ação 

antimicrobiana de soluções à base de óleo de M. piperita e C. citratus frente a 

biofilmes formados por Escherichia coli enteropatogênica e Salmonella 

enteerica Enteritidis em superfície da aço inoxidável AISI 304 (#4), utilizando 

contagem padrão em placas e MEV. A MEV foi realizada, nesta etapa do 

trabalho, no intuito de observar a ocorrência de alterações estruturais na 

superfície bacteriana, devido à ação antibacteriana dos óleos essenciais. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 

2.1 Biofilme 

Biofilmes são definidos como comunidades de microrganismos 

imobilizados conjuntamente em uma matriz de substancias poliméricas 

extracelulares (EPS) de origem microbiana. Eles representam a parte majoritária 

de toda a vida microbiana, tanto em quantidade como em termos de atividade 

(Xavier et al., 2003). 

Bactérias vivem em biofilmes em vários ambientes, incluindo sistemas 

saturados, tais como plantas de tratamento de águas residuais e ambientes 

instaurados, como o solo (Wingender et al., 1999). 

Quando ocorre a interação entre a bactéria e a superfície, o primeiro 

estágio é o de adesão reversível da bactéria com a superfície, o que acontece em 

um curto período. Neste estágio, forças de interação físico-químicas não 

específicas atuam entre as moléculas e estruturas da superfície do 

microrganismo e do substrato sólido (van der Waals, hidrofóbicas, eletrostáticas) 

(Bryers, 2000). 

O estágio seguinte, de adesão irreversível, inicia-se quando as células 

tornam irreversivelmente aderidas à superfície. Nesta fase, as células perdem a 

motilidade; algumas delas aderem às outras, começa a excreção de polímeros 

extracelulares (polissacarídeos, lipopolissacarídeos e glicoproteínas), os quais 

formam a matriz polimérica extracelular (EPS). Como resultado da divisão 

celular compacta, microcolônias emergem, ligadas a esta matriz (Nikolaev & 

Plakunov, 2007). 

Fatores ambientais e propriedades das células microbianas afetam o 

processo de formação do biofilme e suas características. Os mais importantes 

fatores ambientais são: pH, salinidade, osmolaridade, pressão parcial de 
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oxigênio, disponibilidade de nutrientes e hidrofobicidade. Os fatores bióticos 

também influenciam a adesão. A fase de crescimento de uma cultura bacteriana 

tem um alto grau de determinação da propriedade adesiva desta célula. A 

aumentada propriedade adesiva de células crescendo ativamente pode ser 

relacionada a sua motilidade. A presença de genes que reagem à adesão e são 

ativos somente em biofilmes, pode ser considerada um mecanismo genético 

específico para adesão. Existem também estruturas de superfície celular de 

grande importância na adesão como flagelos, pili tipo IV e de “moléculas de 

adesão” específicas lecitinas e adesinas e também antiadesinas (London, 1991).    

A atividade de microrganismos em um biofilme é notavelmente 

diferente da que é observada quando estes estão na fase suspensa planctônica. 

As células microbianas fechadas na matriz do biofilme demonstram significantes 

vantagens em relação às células planctônicas, principalmente com relação à 

resistência a agentes agressivos, como antibióticos e desinfetantes e a radiação 

ultravioleta, a desidratação (EPS são altamente hidratados) e a proteção contra 

predadores, como protozoários (Ceri et al., 2001; Picioreanu et al., 2004). 

Os exopolissacarídeos (EPS) sintetizados pelas células microbianas são 

amplamente variáveis em sua composição e, consequentemente, em suas 

propriedades físicas e químicas. Alguns são macromoléculas neutras, mas a 

maioria é polianiônica, devido à presença de acido urônico (ácido D-

glucurônico, sendo o mais comum, embora os ácidos D-galacturônico e D-

manurônico sejam também encontrados) ou acetato ligado a piruvato. Resíduos 

inorgânicos, como fosfato ou raramente sulfato, podem também conferir um 

estado polianiônico (Sutherland et al., 2004). 

O EPS cria um local de ambiente celular e atua como uma barreira 

seletiva entre a célula e o ambiente externo. O EPS, dependendo de sua 

composição, é capaz de: adsorver moléculas orgânicas e íons metálicos, 

aumentar a retenção de água e proteger canais do potencial de água, além de 
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alterar enzimaticamente o substrato e impedir o transporte de dentro para fora do 

biofilme. A quantidade e a qualidade do EPS mudam o ambiente local e, assim, 

afetam a fisiologia da célula, incluindo o aumento de nutrientes, a sinalização 

célula-célula e a expressão proteica. Assim, o EPS é um importante componente 

dos biofilmes, que deve ser entendido como parte de um completo conhecimento 

do biofilme bacteriano (Steinberger & Holden, 2004). A quantidade de EPS 

sintetizado dentro do biofilme depende da disponibilidade de fontes de carbono 

(ambos dentro e fora da célula) e do balanço entre carbono e outros nutrientes 

limitantes.  

Os biofilmes têm importância em várias atividades humanas. Em 

estações de tratamento de águas ou de efluentes, removem organismos 

patogênicos e reduzem a quantidade de matéria orgânica por meio de interações 

com o biofilme. Númerosos bioprocessos também utilizam biofilmes. Alguns 

exemplos incluem a produção de vinagre e a de ácido cítrico, aplicações 

farmacêuticas por meio da produção de metabólicos secundários e processos 

biológicos para a extração de metais pesados a partir de minério (Rawlings, 

2002). 

O crescimento não desejado de biofilmes, em contrapartida, tem impacto 

negativo em várias atividades. Estragos em equipamentos devido à biocorrosão 

causada por biofilmes, contaminação de produtos, perdas energéticas 

relacionadas com o aumento de atrito, resistência acrescida a transferências de 

calor e perdas de pressão são alguns dos efeitos adversos da acumulação 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 bactérias 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 et al., 2003).  
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A chave para uma efetiva limpeza em superfícies é o entendimento da 

natureza e do tipo da superfície a ser limpa, incluindo os microrganismos a 

serem removidos a partir da superfície. Uma vez que os microrganismos formam 

um biofilme firme, a limpeza e a desinfecção tornam-se muito mais difíceis. 

Além disso, antimicrobianos não penetram satisfatoriamente na matriz 

exopolissacarídica na superfície após inadequada limpeza e, assim, eles não 

destroem todas as células do biofilme (Wirtanen et al., 2001). Neste contexto, a 

investigação de novos produtos no controle de biofilmes demonstra elevada 

importância.  

Investigações recentes revelam a atividade antimicrobiana de alguns 

produtos naturais derivados de plantas (Griffin et al., 1999; Delorenzi et al., 

2006; Akendengue et al., 2002). Entre esses estudos, há uma crescente pesquisa 

com relação aos óleos essenciais, substâncias que possuem várias ações 

biológicas comprovadas, destacando-se a sua ação microbiológica. 

 

 
2.2 Óleos essenciais 

Os óleos essenciais são formados a partir de vias metabólicas 

secundárias e podem ser definidos como misturas complexas de substâncias 

voláteis, lipofílicas, geralmente odorífiras e líquidas (Simões & Spitzer, 2004).  

A International Standard Organization, ou ISO, define óleos essenciais 

como os produtos obtidos de partes de plantas mediante destilação por arraste 

com vapor d’água, bem como os obtidos por expressão dos pericarpos de frutos 

cítricos.  

São, geralmente, incolores ou ligeiramente amarelados; poucos são os 

óleos que apresentam cor, como o óleo volátil de camomila, de coloração 

azulada, pelo seu alto teor em azulenos. Em geral, são muito instáveis, 

principalmente na presença de ar, luz, calor, umidade e metais. A maioria dos 
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óleos voláteis possui índice de refração e é opticamente ativa, propriedades essas 

utilizadas na sua identificação e controle da qualidade (Simões et al., 2004; 

Oussalah et al., 2006).  

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 polens e sementes ou repelir aqueles indesejáveis (Bakkali et al., 

2008).   

Os constituintes dos óleos essenciais 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) (Simões et al., 2004). 

Dependendo da família, os óleos essenciais podem ocorrer em estruturas 

secretoras especializadas, tais como pelos glandulares (Lamiaceae), células 

parenquimáticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais 

oleíferos (Apiaceae) ou em bolsas lisígenas ou esquizolisígenas (Pinaceae, 

Rutaceae). Os óleos essenciais podem estar estocados em certos órgãos, tais 

como flores (laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-limão, eucalipto, louro) ou, 

ainda, nas cascas dos caules (canelas), madeira (sândalo, pau-rosa), raízes, 

rizomas (cúrcuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou 

sementes (noz-moscada). Embora todos os órgãos de uma planta possam 

acumular óleos essenciais, sua composição pode variar segundo a localização 

(Robbers et al., 1997; Oussalah et al., 2006). 

 As plantas ricas em óleos essenciais devem ser coletadas pela manhã ou 

à noite, pois o período de exposição ao sol pode provocar perda quantitativa 
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importante do óleo existente no vegetal. O grau de hidratação do terreno e os 

teores de macronutrientes (N, P, K) também podem influenciar a composição 

dos óleos voláteis. Entretanto, não se pode prever ou estabelecer um único 

padrão, pois cada espécie reage de forma diferenciada (Castro, 2006). 

 A utilização de produtos naturais extraídos de plantas é tão remota 

quanto a civilização na terra. Os egípcios utilizavam amplamente os extratos e 

óleos extraídos de plantas para tratamento farmacológico e também como 

conservante de alimentos. Com o desenvolvimento de novas técnicas de 

produção destes compostos e o desenvolvimento da Química, ocorreu melhoria 

na obtenção de óleos essenciais (Rates, 2001). 

Atualmente, 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 et al., 2000).  

O mecanismos de ação dos óleos essenciais nas células bacterianas diz 

respeito, principalmente, aos danos estruturais e funcionais à membrana 

citoplasmática (Sikkema et al., 1994). Como são tipicamente lipofílicos, os óleos 

essenciais se acumulam na bicamada lipídica da membrana citoplasmática, 

conferindo características de permeabilidade (Bakkali et al., 2008). A 

permeabilidade das membranas celulares é dependente da sua composição e da 

hidrofobicidade dos solutos que a atravessam (Sikkema et al., 1995), de maneira 

que a resistência bacteriana frente a óleos essenciais parece estar relacionada à 

habilidade de partição dos componentes dos mesmo na fase lipídica da 

membrana (Lambert et al., 2001). 

Em bactérias, a permeabilidade da membrana citoplasmática está 

associada à dissipação da força próton motiva, no que diz respeito à redução do 

pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, e à perda de metabólitos e 

íons potássio e fosfato (Lambert et al., 2001). Dessa forma, danos estruturais à 
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membrana citoplasmática levam ao comprometimento de suas funções como 

barreira seletiva e local de ação enzimática e geração de energia (Sikkema et al., 

1994; Gill & Holley, 2006). 

Outras alterações de natureza antibacteriana, devido à atuação de óleos 

essenciais, são a coagulação do citoplasma (Gustafson et al., 1998) e a 

danificação de proteínas embebidas na membrana citoplasmática (Knobloch et 

al., 1989; Ultee et al., 1999). Enzimas como ATPases estão localizadas na 

membrana citoplasmática e encontram-se envoltas por moléculas de lipídeos.  

Dois possíveis mecanismos são propostos para a ação dos óleos 

essenciais em relação a proteínas da membrana citoplasmática. Moléculas 

lipofílicas capazes de se acumular na bicamada lipídica podem vir a danificar a 

interação lipídeo-proteína. Entretanto, a interação direta de compostos lipofílicos 

com partes hidrofóbicas das proteínas pode também ocorrer (Juven et al., 1994; 

Sikkema et al., 1995).         

As propriedades antimicrobianas de plantas e seus óleos essenciais têm 

sido estudadas, principalmente com relação ao efeito inibidor sobre 

microrganismos patogênicos presentes em alimentos.  
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 1 RESUMO 

 
 

Objetivou-se identificar e quanticar os constituintes e avaliar a atividade 
antimicrobiana dos óleos essenciais de Mentha piperita, Cymbopogon citratus, 
Ocimum basilicum e Origanum majorana contra cepas de Escherichia coli 
enteropatogênica, Salmonella enterica Enteritidis, Listeria monocytogenes e 
Enterobacter sakazaki. A obtenção dos óleos essenciais foi realizada a partir de 
folhas secas, empregando-se a técnica de hidrodestilação e utilizando-se a 
aparelho de Clevenger modificado. A atividade antibacteriana dos óleos 
essenciais foi determinada pelo método de difusão em ágar. Observou-se que os 
óleos essenciais inibiram o crescimento bacteriano, mas sua efetividade foi 
variada. Entre os óleos essenciais testados, M. piperita apresentou alta atividade 
animicrobiana para E. coli, atividade moderada para Salmonella Enteritidis e 
Enterobacter sakazakii e baixa atividade para Listeria monocytogenes. Já 
Cymbopogon citratus apresentou alta atividade antimicrobiana frente a E. coli e 
atividade moderada frente a Enterobacter sakazakii, Salmonella Enteritidis e 
Listeria monocytogenes. Ocimum basilicum apresentou alta atividade 
antibacteriana frente E. coli e Enterobacter sakazakii, moderada atividade frente 
a  Salmonella Enteritidis e não apresentou atividade frente a Listeria 
monocytogenes. Origanum majorana também foi testado neste estudo e 
apresentou alta atividade antimicrobiana frente E. coli, atividade moderada para 
Salmonella Enteritidis e Enterobacter sakazakii e baixa atividade para Listeria 
monocytogenes. 
 
  
Palavras-chave: monoterpenos, patogenos de origem alimentar, propriedades 
antibacteriana. 
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2 ABSTRACT  

 

The objective of this work was to identify and quantify the constituents 
and to evaluate the antimicrobial activity of essential oil of Mentha piperita, 
Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum and Origanum majorana, against 
enteropathogenic Escherichia coli, Salmonella enterica Enteritidis, Listeria 
monocytogenes and Enterobacter sakazaki. The essential oil were obtained from 
dried leaves by using the hydrodistillation technique and the modified Clevenger 
apparatus. The bacterial activity of the essential oil was determined by using the 
agar diffusion technique. Essential oil inhibited bacterial growth, but its 
effectiveness was varied. Among the essential oil tested, M. piperita showed 
high antimicrobial activity against E. coli, moderate activity for Salmonella 
enterica Enteritidis and Enterobacter sakazakii and low activity for Listeria 
monocytogenes. However, Cymbopogon citratus presented high antimicrobial 
activity against E. coli and moderate activity against Enterobacter sakazakii, 
Salmonella enterica Enteritidis and Listeria monocytogenes. Ocimum basilicum 
showed high antimicrobial activity against E. coli and Enterobacter sakazakii, 
moderate activity against Salmonella enterica Enteritidis and it was inactive 
against Listeria monocytogenes. Origanum majorana, which was also tested in 
our work, showed high antibacterial activity against E. coli, moderate activity 
against Salmonella enterica Enteritidis and Enterobacter sakazakii and low 
activity against Listeria monocytogenes. 
 
 
Key-word: monoterpenes, pathogenic feed source, antibacterial properties. 
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3 INTRODUÇÃO 
 
 

Patógenos de origem alimentar são amplamente diversos na natureza e 

continuam sendo a maior causa de problemas mundiais de saúde pública em 

países desenvolvidos e em desenvolvimento. Esses agentes são responsáveis por 

considerável morbidade e mortalidade, além de resultar em custos com cuidados 

médicos, perda de produtividade e controle pela indústria de alimentos 

(Frantamico et al., 2007, Nedorostova et al., 2009). Nos países industrializados, 

a porcentagem de pessoas que são acometidas com doenças transmitidas por 

alimentos por ano chega a 30% da população. A cada ano, somente nos EUA, se 

estima um total de 76 milhões de casos de doenças transmitidas por alimentos, 

com 325.000 hospitalizações e 5.000 mortes. Não existem dados documentados 

desses casos nos países em desenvolvimento, mas sabe-se que eles enfrentam 

graves problemas, devido à presença de uma grande variedade de patógenos. 

Entre os mais sérios patógenos de origem alimentar estão Salmonella sp., 

Listeria monocytogenes e E. coli, os quais respondem pelo maior número de 

casos de doenças e mortes (Ricke et al., 2005; Oussalah et al., 2007). 

Para reduzir doenças e danos econômicos causados por microrganismos 

patogênicos, o uso de produtos naturais como compostos antimicrobianos 

parecer ser uma maneira interessante de controlar a presença de bactérias 

patogênicas e estender a vida de prateleira de alimentos processados (Cowan, 

1999; Filoche et al., 2005; Nedorostova et al., 2009), principalmente devido à 

prevalência de microrganismos resistentes a antissépticos e antibióticos 

convencionais e também pelo aumento do conceito popular sobre a qualidade de 

alimentos e do potencial impacto dos aditivos sintéticos na saúde. Assim, a 

crescente demanda do consumidor por produtos naturais efetivos e seguro tem 

levado a investigações com relação aos efeitos de fitoquímicos. Entre esses 
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estudos é crescente a pesquisa com relação aos óleos essenciais (Dorman & 

Deans, 2000; Draughon, 2004; Filoche et al., 2005). 

Os óleos essenciais e seus componentes são considerados os agentes 

antimicrobianos mais importantes presentes em plantas; eles podem também 

apresentar atividade antioxidante e anti-inflamatória. Os óleos essenciais 

originam-se do metabolismo secundário das plantas, sendo constituídos por uma 

mistura de compostos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, e seus 

derivados oxigenados (álcoois, aldeídos, ester, éteres, cetonas, fenóis e óxidos). 

Outros compostos voláteis incluem fenilpropanoides e substâncias contendo 

enxofre ou nitrogênio. Geralmente, a composição do óleo essencial é um 

balanço de vários compostos, embora na maioria das espécies um constituinte 

prevaleça sobre o outro (Cowan, 1999, Bajpai et al., 2008). 

Como os óleos essenciais e seus constituintes são extensivamente usados 

como ingredientes de flavour em uma ampla variedade de alimentos, bebidas e 

produtos de confeitaria, sua aplicação no controle de patógenos pode reduzir o 

risco de doenças de origem alimentar e assegurar ao consumidor produtos 

alimentícios seguros (Burt, 2004; Kotzekidou et al., 2008).   

O presente estudo foi realizado com o objetivo de identificar e quanticar 

os constituintes e avaliar a atividade antimicrobiana de óleos essenciais de 

hortelã-pimenta (Mentha piperita), capim-limão (Cymbopogon citrarus), 

manjerona (Origanum majorana), e manjericão (Ocimum basilicum) frente os 

patógenos de origem alimentar Escherichia coli enteropatogênica, Salmonella 

enterica Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazaki.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1 Material vegetal 

 Os materiais vegetais utilizados para a extração de óleo essencial foram 

folhas de hortelã-pimenta (Mentha piperita) e de capim-limão (Cymbopogon 

citrarus), manjerona (Origanum majorana), manjericão (Ocimum basilicum) e 

erva doce (Pimpinella anisium). O material foi colhido no horto de plantas 

medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na cidade de Lavras, 

região sul de Minas Gerais (Brasil), a 21º14’ S de longitude 45º00’ W GR, a 918 

m de altitude.  As plantas foram coletadas em novembro de 2008, na parte da 

manhã, em dia com temperatura amena e sem precipitação pluviométrica. 

 
 
4.1.1 Extração dos óleos essenciais e determinação do rendimento  

O método empregado para extração dos óleos essenciais foi o de 

hidrodestilação utilizando o aparelho de Clevenger modificado. Oprocesso de 

extração foi realizado por um período de 2 horas, controlando-se a temperatura 

em, aproximadamente, 100ºC.  

 
 

4.1.2 Identificação e quantificação dos constituintes dos óleos essenciais 
 
 As análises qualitativas e quantitativas dos óleos essenciais foram 

realizadas no laboratório METABIO, do Departamento de Química da 

Universidade Federal do Sergipe. 

Análises qualitativas dos óleos foram realizadas por cromatografia 

em fase gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG/EM), utilizando-

se aparelho Shimadzu CG-17ª, com detector seletivo de massa modelo 

QP 5050ª, sob as seguintes condições operacionais: coluna capilar de 
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sílica fundida (30 m X 0,25mm) com fase ligada DB-5MS (Folsom, CA, USA); 

temperatura da fonte de íons de 280ºC; programação da coluna com temperatura 

inicial de 50º, por 2 minutos com aumento de 4ºC/minuto até 200ºC; depois, 

10ºC/minuto até 300ºC, finalizando com temperatura de 300ºC, por 10 minutos; 

gás carreador hélio (1mL min-1); pressão inicial na coluna de 100,2 KPa; taxa 

split 1:83 e volume injetado de 0,5 µm (1% de solução em diclorometano). As 

condições para espectrômetro de massas (EM) foram: energia de impacto de 70 

eV, velocidade de decomposição 1000, intervalo de decomposição de 0,50 e 

fragmentos de 40 Da e 550Da decompostos. Foi injetada, nas mesmas condições 

das amostras, uma série de padrões de hidrocarbonetos (C9H20.......C26H54). 

Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca 

Wiley 229 e pelo índice de Kovat, calculando para cada constituinte de acordo 

com Adams (1995). 

A quantificação dos constituintes dos óleos essenciais foi realizada por 

cromatografia gasosa. Nesta análise, foi utilizado um cromatógrafo gasoso 

Shimadzu CG - 17 A, com detector por ionização de chama (FID), nas seguintes 

condições cromatográficas: coluna capilar (DB5); programação da coluna com 

temperatura inicial de 50oC, por 2 minutos, com aumento de 4ºC/minutos, até 

200oC; depois, 10ºC/minutos até 300ºC, finalizando com temperatura de 300ºC, 

por 10 minutos Utilizou-se como gás carreador o nitrogênio (2,2 mL.min-1) e, 

ainda, taxa de split de 1:10 e volume injetado de 1 mL (1% de solução em 

diclorometano) e pressão na coluna de 115 KPa. A quantificação de cada 

constituinte foi obtida por meio de normalização de áreas (%).  

 
 

4. 2 Teste de atividade antibacteriana 

4.2.1 Microrganismos  
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Foram utilizadas cepas de Escherichia coli enteropatogênica, 

Salmonella entérica Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter 

sakazakii, provenientes da coleção de culturas da Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz).  

 
 
4.2.2 Padronização, estocagem e preparo do inóculo 

Para a padronização do número de células, a cepa foi inicialmente 

inoculada em frasco Erlenmeyer contendo 150mL de meio de cultura caldo 

triptona de soja (TSB) (Himedia®, Mumbai, Maharashtra, Índia), o qual foi 

incubado a 37ºC. Em seguida, a partir do TSB, a curva de crescimento foi 

determinada pela realização periódica de leituras da absorbância da cultura a 

600nm e de diluições seriadas em água peptonada 0,1% (p/v) com posterior 

plaqueamento em superfície para determinação do Log UFC. mL -1, utilizando-

se como meio de cultura ágar triptona de soja (TSA) (Himedia®, Mumbai, 

Maharashtra, Índia).  

Durante a realização do experimento, a cepa foi estocada sob 

refrigeração em meio de congelamento (por 100 mL de água destilada: 15ml de 

glicerol, 0,5g de peptona bacteriológica, 0,3g de extrato de levedura e 0,5g de 

NACL, pH 7,2±7,4). Para ativação e utilização da cepa, uma alíquota do meio de 

congelamento foi transferida para tubos de ensaio contendo TSB, sendo 

realizados dois repiques consecutivos com incubação a 37ºC, por 24 horas, neste 

meio de cultura. Em seguida, a cultura foi estriada em placas contendo TSA e 

incubada a 37ºC, por 24 horas. Das colônias formadas na superfície do TSA, foi 

retirada uma alçada e transferida para um frasco Elernmeyer contendo 150mL de 

TSB, o qual foi incubado a 37ºC, até atingir o número de células necessárias 

para a utilização no experimento. 
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4.2.3 Determinação da atividade antimicrobiana 

A metodologia empregada foi a de difusão em ágar, de acordo com 

Mendonça (2004), com modificações. Como meio de cultura utilizou-se TSA. 

Para o preparo das cavidades de deposição dos óleos essenciais, uma camada 

inicial do meio de cultura foi depositada em placas de Petri, sobre as quais, após 

solidificação, foram dispostas pérolas de vidro. Uma sobrecamada do meio de 

cultura contendo o inócuo na concentração de, aproximadamente, 8 Log UFC. 

mL-1, foi depositado sobre as pérolas de vidro dispostas na superfície da camada 

inicial. Após solidificação da sobrecamada, as pérolas de vidro foram removidas 

com o auxílio de pinças estéreis, dando origem às cavidades. Em seguida, 10µl 

das diferentes concentrações (0; 0,39; 078; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50), 

expressas em % (v/v) dos óleos essenciais de hortelã e capim-limão, manjerona, 

manjericão e erva-doce, diluídas em etanol, foram transferidas para as 

cavidades. A concentração 0% (v/v), constituída apenas de etanol, foi utilizada 

como controle positivo do crescimento bacteriano. As placas foram incubadas, a 

37ºC, por 24 horas e, após esse período, foram medidos os diâmetros dos halos 

de inibição formados. O experimento foi realizado em três repetições e os 

resultados foram expressos como a média dos três valores. A atividade 

antibacteriana foi caracterizada pelo comprometimento do crescimento 

bacteriano, observado pela formação de halo de inibição. A menor concentração 

que apresentou atividade antimicrobiana foi definida como concentração mínima 

inibitória (CMI). 

 
 
4.3 Análise dos dados 

 Os dados de atividade bactericida dos óleos essenciais obtidos pelo 

método de difusão em placa foram padronizados em unidades arbitrarias por mL 

(UA/ml) para, posteriormente, serem comparados entre si. Para a obtenção das 

UA/mL utilizou-se a fórmula:  
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em que DH é o diâmetro inibitório para a menor concentração (em milímetros). 

De posse dos valores das UA/mL, procedeu-se a uma análise de variância, tendo 

os dados de UA dos óleos essenciais para cada bactéria sido transformados em 

raiz de x+0,5 e as medias comparadas pelo teste de Scott & Knott (1974) usando 

o pacote “Laercio” (Silva, 2008), compilado pelo software R® (2009). 
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5 RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

A atividade antibacteriana dos óleos essenciais de Mentha piperita, 

Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum e Origanum majorana contra as 

quatro espécies de bactérias testadas, Escherichia coli enteropatogênica, 

Salmonella entérica Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter 

sakazakii está sumarizada na Tabela 1. Os resultados revelam que os óleos 

essenciais demonstraram atividade antimicrobiana em variadas magnitudes, 

sendo a maioria das bactérias testadas sensível aos óleos. 

Os principais constituintes do óleo essencial de M. piperita identificados 

e quantificados foram mentol (68,21%), mentona (10,95%) acetato de metila 

(6,65%) e iso-mentona (4,82%). Prévias investigações da composição são 

consistentes com nossos resultados, segundo os quais mentol e mentona são 

encontrados como compostos majoritários. Iscan et al. (2002) elucidaram, por 

GC e GC/MS, a composição e relativa porcentagem de quatro amostras de óleos 

essenciais de M. piperita de fontes distintas. Os resultados demonstraram que as 

amostras continham mentol (28%-42%) e mentona (18%-28%) como os 

principais constituintes.  
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TABELA 1 Atividade bactericida (UA/mL ±EP) dos diferentes óleos essenciais para Salmonella Enteritidis, Eschrichia 
coli, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazakii. 

 
Atividade do óleo essencial (UA/mL±EP)1

Bactéria Mentha piperita Cymbopogon citratus Ocimum basilicum Origanum majorana CV (%) 

S. Enteritidis 1.706,67± 282,21 b C 2.773,33± 213,33 a B 1.600,00± 

184,75 

b B 1.706,67± 

213,33 

b B 10,48 

E. coli 8.106,67± 1.128,85 a A 9.386,67± 853,33 a A 6.826,67± 

853,33 

a A 5.973,33± 

426,67 

a A 9,79 

L. monocytogenes 106,67± 6,67 b D 2.773,33± 213,33 a B      0,00±0,00 c C 0,00±0,00 c C 10,85

E. sakazakii 3.200,00± 369,50 b B 2.773,33± 213,33 b B 8.106,67± 

426,67 

a A 2.346,67± 

213,33 

b B 7,05 

Medias seguidas pela mesma letra minúscula na mesma linha ou maiúscula na mesma coluna, não diferem entre si, pelo 
teste de Scott & Knott (1974) (P≤0,05). 



 

Óleo essencial de M. piperita apresentou alta atividade antimicrobiana 

para E. coli, atividade moderada para Salmonella Enteritidis e Enterobacter 

sakazakii e baixa atividade para Listeria monocytogenes. Vários estudos têm 

avaliado a atividade antibacteriana de M. piperita (Cowan, 1999, Tassou et al., 

2000, McKay & Blumberg, 2006). Mentol tem sido relatado como sendo o 

composto responsável pela atividade antimicrobiana de M. piperita 

(Sivropoulou, 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). Contudo, alguns estudos sugerem que mentol não 

parece ser o único agente responsável pela propriedade antimicrobiana de M. 

piperita. Yadegarinia et al. (2006) observaram alta atividade antimicrobiana de 

óleo essencial de M. piperita com concentrações baixas de mentol (3,6%). 

Assim, pode-se deduzir que outros compostos químicos presentes no óleo 

também contribuem para alta atividade antimicrobiana do óleo essencial de M. 

piperita. 

Na avaliação, o óleo essencial de C. citratus apresentou, em sua 

constituição, 38,43% de geranial, 31,12% de neral, 4,21% de linalol e 2,53% de 

mirceno. Geranial e neral são estereoisômeros e sua mistura constitui o citral. 

Assim, o citral é uma mistura isomérica de geranial [(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-

dienal; citral A ou isômero E] e neral [(2z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal; citral B 

ou isômero Z] (El Fattah et al., 1992). Observa-se que os constituintes 

majoritários encontrados no óleo essencial de C. citratus utilizado neste estudo 

assemelha-se aos encontrados nos trabalhos consultados. Oliveira et al. (2009) 

encontraram, como constituintes do óleo essencial de C. citratus, geranial 

(42,91%), neral (30,90%), linalol (1,51%) e mirceno (1,36%).   
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  Cymbopogon citratus apresentou alta atividade antimicrobiana frente a 

E. coli e atividade moderada frente a Enterobacter sakazakii, Salmonella 

enteritidis e Listeria monocytogenes.  

Doran et al. (2008) demonstraram que o óleo essencial de C. citratus 

inibiu bactérias resistentes a antibióticos em concentrações muito baixas 

(0,06%). Onawunmi (1989), ao avaliar a atividade de citral frente a bactérias e 

fungos, constatou que a mínima concentração inibitória obtida para S. aureus, E. 

coli, C. albicans e M. gypseum foi de 0,05% (v/v), enquanto para A. fumigatus 

foi de 0,08% (v/v). Segundo este autor, 0,01% de citral levou a uma ligeira 

inibição no crescimento de E. coli; já em concentrações mais altas (0,03%, 

0,05%, 0,08% e 0,1%), citral demonstrou rápida diminuição na viabilidade da 

contagem final de células.   

Entre os óleos essenciais avaliados, apenas C. citratus apresentou 

atividade frente à Listeria monocytogenes. Esses achados estão de acordo com 

os de Oussalah et al. (2007) que também observaram superioridade na atividade 

antibacteriana do óleo essencial de C. citratus frente a L. monocytogenes, tendo 

a CMI encontrada para o óleo essencial sido de 0,4% (v/v). Lis-Balchin & Deans 

(1997) observaram forte atividade antilisterial de C. citratus e encontraram uma 

correlação entre essa atividade e o alto conteúdo de geranial e neral. A moderada 

atividade registrada pelo método de difusão em Agar, neste estudo, pode ser 

atribuída à baixa afinidade entre componentes menos polares, como neral e 

geranial e o substrato polar (ágar), o que pode diminuir atividade do óleo 

essencial de C. citratus. 

Apesar de as atividades antimicrobianas e antifúngicas do óleo essencial 

de C. citratus serem atribuídas ao citral (Guerra et al., 2000), é possível que a 

atividade dos principais componentes seja modulada por outras moléculas que 

estão presentes em menor quantidade. Onawunmi et al. (1984) demonstraram 

sinergismo entre os componentes do óleo, observando que mirceno não 
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apresentou atividade antimicrobiana, mas, quando associado ao citral, 

potencializou seu efeito. É possível que a atividade dos principais componentes 

seja modulada por moléculas menores (Hoet et al., 2006; Bakkali et al., 2008). 

Óleo essencial de Ocimum basilicum apresentou alta atividade 

antibacteriana frente E. coli e Enterobacter sakazakii; moderada atividade frente 

a Salmonella Enteritidis e não apresentou atividade frente a Listeria 

monocytogenes. Segundo Sinha & Gulati (1990), o óleo essencial de Ocimum 

basilicum de varias regiões foi efetivo contra Staphylococcus aureus, E. coli, 

Salmonella thyphi, Samonella paratyphi, Shigella boydii e Proteus vulgaris. 

Deans & Ritcie, ao avaliaram vários óleos essenciais (incluindo O. basilicum), 

quanto à sua propriedade antimicrobiana contra 25 gêneros de bactérias, 

utilizando a técnica de difusão em ágar, constataram que a maioria das bactérias 

testadas, incluindo Aeromonas hydrophila, B. subtilis, Brevibacterium linens, 

Brocothrix thermosphacta, Erwinia carotovora, E. coli, Lueconostoc cremoris, 

S. aureus, Streptococcus faecalis e Yersinia enterocolitica, apresentou ampla 

sensibilidade ao óleo essencial de O. basilicum. 

 O óleo essencial de O. basilicum apresentou, em sua constituição, 

59,19% de linalol, 13,74% de 1,8 cineol, 6,91% de cinamato de metila, 3,94% 

de α-epi-cadinole e 2,44% de metil chavicol. Sua atividade antibacteriana pode 

ser, em parte, devido, à presença do alto conteúdo de linalol (Sartoratto et al., 

2004; Koutsoudaki et al., 2005; Sokovic & Griensven, 2006). 

A atividade antimicrobiana dos principais constituintes do óleo essencial 

de O. basilicum (Linalol, 1,8 cineol, methyl chavicol, eugenol e metil cinamato) 

foi também estudada. Pattnaik et al. (1997) avaliaram as propriedades 

antibacterianas dos constituintes aromáticos de óleos essenciais. Os resultados 

dos testes demonstraram que linalol foi o mais efetivo composto, inibindo 17 das 

18 cepas bacterianas. Álcoois são conhecidos por possuir atividade bactericida 

em vez de bacteriostática contra células vegetativas. O álcool terciário linalol é 
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ativo contra microrganismos testados, potencialmente atuando tanto como um 

agente de desnaturação proteica ou como um solvente desidratante (Suppakul et 

al., 2002). 

Knobloch et al. (1989) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 

componentes do óleo essencial de O. basilicum contra bactérias gram-negativas 

(e.g. Enterobacter aerogenas e P. Vulgaris), bactérias gram-positivas (e.g. S. 

aureus e B. subtilis) e fungos (e.g. Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus e P. 

expansum). Estes autores constataram que linalol, com alta solubilidade em 

água, teve significativa atividade antimicrobiana, quando comparado a outros 

compostos, como cinamaldeído, citral, geraniol, eugenol e mentol, ao passo que 

metil chavicol, com sua baixa solubilidade, apresentou uma menor atividade 

antimicrobiana.  

A solubilidade em água dos constituintes dos óleos essenciais está 

diretamente relacionada à sua capacidade de penetrar na parede celular de 

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

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

1989; Suppakul et al., 2002). 

 

Óleo essencial de Origanum majorana também foi testado neste estudo 

e apresentou alta atividade antimicrobiana frente E. coli, atividade moderada 

para Salmonella Enteritidis e Enterobacter sakazakii e não apresentou atividade 

antibacteriana frente a Listeria monocytogenes. 

Para os constituintes do óleo essencial do O. majorana utilizado, as 

proporções e as substâncias identificadas foram: 38,17% de terpinen-4-ol, 7,71% 

de γ-terpineno, 6,50% de p-cimeno e 3,84% de α-terpineno. Bussata et al. 

(2008), ao avaliarem a atividade antimicrobiana de óleo essencial de O. 

majorana frente a dez espécies de bactérias, observaram que todos os 

microrganismos testados foram suscetíveis à ação do óleo essencial, com valores 
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de MIC a partir de 0,069 a 2.3 mg/mL. Deans & Svoboda (2006), em um estudo 

sobre a atividade antimicrobiana do óleo de O. majorana sobre 25 bactérias, 

mostraram um poder inibitório sobre considerável número de bactérias.   

A atividade antibacteriana apresentada pelo óleo pode ser devido a 

terpinen-4-ol e γ-terpineno. γ-Terpineno tem sido relatado por apresentar 

significativa atividade antimicrobiana (Carson & Riley, 1995; Cosentino et al., 

1999) e terpinen-4-ol tem sido citado por apresentar atividade bacteriostática 

contra alguns microrganismos (Barel et al., 1991). Contudo, os compostos que 

são encontrados em menor quantidade, como p-cimeno e α-terpineol, podem 

também contribuir para atividade antimicrobiana dos óleos (Carson & Riley, 

1995; Pattnaik et al., 1997; Cosentino et al., 1999; Tabanca et al., 2001), sendo 

possível que estejam envolvidos em algum tipo de sinergismo com outros 

compostos ativos (Marino et al., 2001; Xianfei et al., 2007).   

A maior atividade de óleo essencial frente a E. coli, Salmonella, 

Enteritidis e Enterobacter sakazakii e a menor atividade frente a Listeria 

monocytogenes diferem da maioria dos estudos que relatam que bactérias gram-

positivas são mais sensíveis a óleos essenciais do que as gram-negativas 

(Davison, 1997). Entretanto, alguns estudos não confirmam estas observações. 

Burt (2004) afirma que bactérias gram-positivas têm sido menos ou igualmente 

sensíveis a bactérias gram-negativas. Doran et al. (2009), avaliando a atividade 

antimicrobiana de óleo essencial de C. citratus, demonstraram que este óleo 

inibiu bactéria resistente a antibiótico a baixas concentrações (0,06%). Além 

disso, foi observado também que bactéria gram-positiva foi menos susceptível 

do que gram-negativa. Ao estudarem a atividade antimicrobiana de 22 óleos 

essenciais frente a 10 cepas bacterianas, Kotzekidou et al. (2008) demonstraram 

que S. typhimurium (gram-negativa) foi a cepa mais sensível, sendo inibida por 

17 dos compostos testados, enquanto L. monocytogenes (gram-positiva) foi a 

cepa mais resistente, sendo inibida por somente quatro dos compostos testados.  
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Os resultados do presente trabalho estão de acordo com estas 

observações, uma vez que Listeria monocytogenes apresentou maior resistência 

aos óleos testados quando comparada às bactérias gram-negativas. 

Randrianarivelo et al. (2009), ao avaliarem amostras de óleos essenciais de 

Cinnamosma fragrans originárias de duas regiões em Madagascar, 

Tsaramandrosa (B8) e Mariarano (B143), frente a bactérias gram-positivas e 

gram-negativas, observaram que cepas de Micrococcus foram mais resistentes 

aos óleos B134, sendo tão resistente quanto cepas de Salmonella ao óleo B8.  

 A permeabilidade da membrana bacteriana, a presença de proteínas 

porinas em bactérias gram-negativas e a distribuição intracelular dos 

constituintes dos óleos essenciais são elementos chaves que influenciam a 

difusão e a ação dos óleos essenciais dentro das células, sendo, então, a variação 

na atividade dos óleos essenciais esperada contra diferentes grupos de bactérias 

(Lambert et al., 2001; Randrianarivelo et al., 2009).  

Neste estudo foi também observado que, em geral, os óleos essenciais 

apresentam alta atividade antimicrobiana contra E. coli, concordando com outros 

estudos. Hammer et al. (1999), usando a técnica de difusão em Agar, concluíram 

que E. coli foi mais sensível do que uma cepa selecionada de S. typhimurium 

para a maioria dos óleos essenciais testados (Penalver et al., 2005). 

  A diferença encontrada entre a composição química dos óleos essenciais 

deste estudo e a composição química dos óleos essenciais de alguns trabalhos já 

realizados pode ser atribuída ao fato de que os óleos essenciais são um grupo 

heterogêneo de misturas de substâncias orgânicas nas quais os constituintes e 

suas concentrações relativas não dependem somente da espécie da planta. Entre 

outros fatores que influenciam a composição química, os mais importantes são a 

origem da planta, a parte da planta utilizada, o estágio de desenvolvimento da 

planta, as condições climáticas e de crescimento, como temperatura, solo e 

fertilizantes e as condições de destilação e estocagem (Ozcan & Erkmen, 2001; 
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Oladimeji et al., 2001). Entretanto, a maioria componentes majoritários 

encontrados nos óleos essenciais estudados foi semelhante aos encontrados nos 

trabalhos consultados.  

Essa diferença apresentada na constituição e na concentração dos óleos 

essenciais influencia diretamente na atividade antimicrobiana. Assim, a 

diferença na atividade antimicrobiana existente entre os óleos essenciais de 

diferentes espécies de plantas, como observado entre os óleos essenciais de 

Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Origanum majorana e Ocimum 

basilicum), é relacionada à concentração e à natureza de seus constituintes 

químicos (Chang et al., 2001). 

Com relação aos óleos essenciais estudados, os constituintes 

majoritários encontrados foram monoterpenos. A ação antimicrobiana dos 

monoterpenos tem sido explicada pelo seu efeito tóxico na estrutura e na função 

da membrana celular. Como resultado do caráter lipofílico, os monoterpenos 

irão, preferencialmente, se deslocar da fase aquosa em direção às estruturas da 

membrana (Sikkema et al., 1994), o que resulta em expansão da membrana, 

aumento da fluidez e permeabilidade da membrana, desordenando as proteínas 

embebidas na membrana, inibindo a respiração e alterando o processo de 

transporte de íons (Trombeta et al., 2009). Dessa forma, danos estruturais à 

membrana citoplasmática levam ao comprometimento de suas funções, como 

barreira seletiva e local de ação enzimática e geração de energia (Sikkema et al., 

1994).  

A capacidade apresentada pelos óleos essenciais em inibir o crescimento 

bacteriano permite que os mesmos sejam utilizados como antimicrobianos na 

indústria de alimentos. 
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6 CONCLUSÃO 
 

 
Os compostos majoritários encontrados foram mentol e mentona para M. 

piperita, geranial e neral para C. citratus, linalol e 1,8 cienol para O. basilicum, 

e terpinen-4-ol e p-cimeno para O. manjorana. 

Os resultados deste estudo demonstraram que os óleos essenciais de 

Mentha piperita, Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum e Origanum 

majorana apresentaram significativa atividade antimicrobiana frente a 

Escherichia coli enteropatogênica, Salmonella entérica Enteritidis e 

Enterobacter sakazaki. Contudo, somente o óleo essencial de C. citratus 

apresentou atividade frente a Listeria monocytogenes. 
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1 RESUMO

 
 

Este estudo foi realizado com o objetivo de investigar a ação 
antibacteriana de soluções à base de óleos essenciais de C. citratus e M. piperita, 
frente ao biofilme formado por Escherichia coli INCQS 184. O biofilme foi 
formado em superfície de aço inoxidável AISI 304 (#4), por 240 horas, a 35°C e, 
subsequentemente, foi tratado com as soluções à base de óleos essenciais por 10, 
20 e 40 minutos, na concentração de 7,8% (v/v). As soluções à base de óleo 
essencial se apresentaram efetivas, reduzindo o número de células aderidas, 
principalmente após 20 e 40 minutos de contato, obtendo-se uma redução de 
100%. A atividade antibacteriana dos óleos essenciais pode ser evidenciada 
pelas mudanças morfológicas apresentadas pelas células tratadas com óleo 
essencial de M. piperita e C. citratus, observadas pela MEV. Os óleos essenciais 
podem ser uma boa alternativa para serem utilizados como sanitizantes na 
superfície de equipamentos das indústrias de alimentos. 
 
  
Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Mentha piperita, Cymbopogon 
citratus, microscopia eletrônica de varredura 
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2 ABSTRACT 

 

The aim of this study was to investigate the antibacterial action of 
solutions based on essential oil of Mentha piperita and Cymbopogon citratus 
against the biofilm formed by Escherichia coli INCQS 184. Biofilm was formed 
on stainless steel surface AISI 304 (#4) after 240h at 35 °C. Subsequently, the 
biofilm was treated with solutions of essential oil during 10, 20 and 40 minutes, 
at a concentration of 7,8% (v/v). Solutions of essential oil presented effective 
reducing the adhered cells number, mainly after contact of 20 and 40 min. After 
these periods it was possible observe a 100% reduction in the adhered cells 
number. The antibacterial activity of essential oil could be observed by SEM 
which showed morphological changes of cells treated with M. piperita and C. 
citratus essential oil. Essential oil can be a good alternative to be used as 
sanitizers on the surface of equipment from food industries. 
 
 
Key-word: Antimicrobial activity, Mentha piperita, Cymbopogon 
citratus, scanning electron microscopy. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

A adesão de microrganismos a superfícies e equipamentos utilizados no 

processamento de alimentos e os problemas que estes causam são assuntos 

preocupantes para a indústria de alimentos. Biofilmes têm potencial para atuar 

como fonte crônica de contaminação microbiana, podendo comprometer a 

qualidade dos alimentos e representar um perigo para a saúde (Barnes et al., 

1999). Microrganismos sésseis apresentam vantagens, uma vez que são mais 

difíceis de serem removidos mecanicamente a partir de superfícies em contato 

com alimentos (Efstathios & Nychas, 2006) e são mais resistentes a 

desinfetantes e agentes sanitizantes, quando comparados às células 

planquitônicas, o que agrava os problemas causados pelos biofilmes e contribui 

para a ineficiência do higienização (Barnes et al., 1999; Efstathios & Nychas, 

2006).  

Atualmente, são prioridades, nas indústrias de alimentos, a limpeza e a 

sanitização para minimizar o risco de contaminação por biofilmes. Pesquisas de 

novas substâncias para a eliminação de biofilmes são, portanto, uma nova área 

com potencial promissor.  

O uso de agentes antimicrobianos naturais pode ser uma alternativa 

efetiva ou suplementar para o controle de microrganismos (Knowles et al., 

2005). Entre esses produtos, os óleos essenciais de plantas condimentares, 

aromáticas e medicinais têm demonstrado possuir atividade antimicrobiana 

contra uma ampla variedade de microrganismos. Contudo, até o momento, há 

poucos dados disponíveis sobre a avaliação de óleos essenciais como 

sanitizantes frente a biofilmes (Chorianopoulos et al., 2008, Oussalah et al., 

2007). 
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Em vários estudos tem sido relatado que microrganismos patogênicos de 

origem alimentar, como E. coli, podem facilmente aderir e formar biofilmes em 

superfícies em contato com alimentos como aço inoxidável, vidro e plástico 

(Riva et al., 2007, Pawar et al., 2005). A associação com superfícies sólidas é 

uma estratégia que não somente E. coli, mas outras bactérias utilizam para 

sobreviver em condições subótimas.  

Escherichia coli é um microrganismo tipicamente de origem fecal, 

usado como indicador de qualidade sanitária da água e de ambientes de 

processamento de alimentos. Pela aquisição específica de fatores de virulência 

as cepas de E. coli têm se tornado um patógeno notório, causando um amplo 

espectro de doenças e representando um risco para a saúde da população 

mundial. 

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a ação 

antimicrobiana de soluções à base de óleo essencial de hortelã-pimenta (Mentha 

piperita) e de capim-limão (Cymbopogon citrarus) frente a biofilme formado 

por Escherichia coli 184 em superfície de aço inoxidável.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Microrganismos utilizados, padronização, preparação e estocagem do 

inóculo 

O microrganismo utilizado foi Escherichia coli 184, proveniente da 

coleção de culturas da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) (Rio de Janeiro, RJ). 

Para a padronização do número de células, as cepas foram inicialmente 

inoculadas em frasco Erlenmeyer contendo 150mL de caldo triptona de soja 

(TSB) (Himedia®) e incubadas a 37ºC. A curva de crescimento da bactéria foi 

determinada por leituras periódicas da absorbância a 600nm e diluições seriadas 

em solução salina [NaCl 0,9% 9p/v). Subsequentemente, realizou-se 

plaqueamento de 0,1 ml da diluição adequada em superfície para determinação 

do Log UFC. mL -1, em  ágar triptona de soja (TSA) (Himedia®).  

Para o experimento, a cepa foi estocada, sob refrigeração, em meio de 

cultura de congelamento (por 100 mL de água destilada: 15ml de glicerol, 0,5g 

de peptona bacteriológica, 0,3g de extrato de levedura e 0,5g de NACL; pH 

7,2±7,4). Para ativação e utilização da cepa, alíquota do meio de cultura de 

congelamento foi transferida para tubos de ensaio contendo TSB, sendo 

realizados dois repiques consecutivos em TSB, com incubação a 37ºC, por 24 

horas. Em seguida, a cultura foi estriada em placas contendo TSA e incubada a 

37ºC, por 24 horas. Das colônias formadas na superfície do TSA, algumas foram 

removidas e transferidas para frasco Erlenmeyer contendo 150 ml de TSB, os 

quais foram incubados a 37°C, até a obtenção do número de células necessárias 

para o experimento, aproximadamente 8 log UFC mL-1 (OD600 nm = 1.320). 

 
4.2 Modelo experimental de formação do biofilme 

O modelo experimental de formação do biofilme por Eschericha coli foi 

elaborado segundo sistema proposto por Gram et al. (2007) e em suporte de aço 
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inoxidável AISI 304 (#4), composto por duas divisões, cada qual dando lugar ao 

apoio de vinte cupons de aço inoxidável AISI 304, com 1 mm de espessura e 

dimensões de 10 x 20 mm, dispostos verticalmente. O conjunto suporte e cupons 

foi colocado em um béquer de 1.000 mL, o qual continha uma barra magnética e 

permaneceu acomodado sobre um agitador magnético, utilizado com a 

finalidade de permitir a livre circulação do substrato dentro do béquer. O bequer 

foi lacrado com auxílio de placa de Petri e filme plástico. 

 
 
4.3 Preparação dos cupons e suporte de aço inoxidável 

Para iniciar o estágio de formação do biofilme, os cupons e o suporte de 

aço inoxidável foram previamente higienizados e esterilizados. Inicialmente, 

eles foram limpos com acetona 100%, lavados por imersão em detergente 

alcalino [NaOH 1% (p/v), pH 13,2), por 1 hora, enxaguados com água destilada 

esterilizada, secos e limpos com álcool 70% (v/v). Após a higienização, eles 

foram lavados com água destilada estéril, secos por duas horas a 60ºC e 

autoclavados, a 121°C, por 15minutos (Rossoni & Gaylarde, 2000). 

 

4.4 Formação do biofilme 

O suporte de aço inoxidável contendo os cupons foi disposto no interior 

de um béquer de 1.000 mL, juntamente com uma barra magnética. Em seguida, 

foram adicionados ao béquer 900 mL de TSB previamente estéril e 1 mL de 

TSB contendo a cultura bacteriana, perfazendo a concentração final de, 

aproximadamente, 8 Log UFC.mL-1. O béquer foi lacrado e incubado a 37ºC, 

sob agitação de 50 rpm. A cada 48 horas, os cupons foram removidos do 

suporte, lavados com tampão fosfato salino estéril (PBS, pH 7,4), removendo-se, 

assim, as células não aderidas. Após lavagem, os cupons foram novamente 

dispostos em um novo suporte estéril e imersos em um novo béquer contendo 
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900 mL de TSB, ambos esterilizados. Esse procedimento foi repetido por cinco 

vezes, visando à completa formação de biofilme após incubação (Joseph et al., 

2001).  

 
 
4.5 Materiais vegetais 

 Os materiais vegetais utilizados para a extração de óleo essencial foram 

folhas secas de hortelã-pimenta (Mentha piperita) e de capim-limão 

(Cymbopogon citratus). O material foi colhido no Horto de Plantas Medicinais 

da Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizado na cidade de Lavras, 

região Sul de Minas Gerais (Brasil), a 21º14’S, longitude 45º00’ W GR r 918 m 

de altitude. As plantas foram coletadas em novembro de 2008, na parte da 

manhã, em dia com temperatura amena e sem precipitação pluviométrica  

 
 
4.5.1 Extração dos óleos essenciais  

O método empregado para a extração dos óleos essenciais foi o de 

hidrodestilação utilizando o aparelho de Clevenger modificado. O processo de 

extração foi realizado por duas horas, controlando-se a temperatura em, 

aproximadamente, 100ºC. 

 
 

4.5.2 Identificação e quantificação dos constituintes dos óleos essenciais 

As análises qualitativas dos óleos foram realizadas por cromatografia em 

fase gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG/EM), utilizando-se 

aparelho Shimadzu CG-17ª, com detector seletivo de massa modelo QP 5050ª, 

sob as seguintes condições operacionais: coluna capilar de sílica fundida (30 m 

X 0,25mm) com fase ligada DB-5MS (Folsom, CA, USA); temperatura da fonte 

de íons de 280ºC; programação da coluna com temperatura inicial de 50º, por 2 
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minutos, com aumento de 4ºC/min, até 200ºC; depois, 10ºC/min até 300ºC, 

finalizando com temperatura de 300ºC, por 10 minutos; gás carreador hélio 

(1mL min-1); pressão inicial na coluna de 100,2 KPa; taxa split 1:83 e volume 

injetado de 0,5 µm (1% de solução em diclorometano). As condições para 

espectrômetro de massas (EM) foram: energia de impacto de 70 eV, velocidade 

de decomposição 1.000, intervalo de decomposição de 0,50 e fragmentos de 40 

Da e 550Da decompostos. Foi injetada, nas mesmas condições das amostras, 

uma série de padrões de hidrocarbonetos (C9H20.......C26H54). Os espectros 

obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca Wiley 229 e pelo 

índice de Kovat, calculado para cada constituinte, de acordo com Adams (1995) 

A quantificação dos constituintes dos óleos essenciais foram realizadas 

por cromatografia gasosa. Nesta análise, foi utilizado um cromatógrafo gasoso 

Shimadzu CG - 17 A, com detector por ionização de chama (FID), nas seguintes 

condições cromatográficas: coluna capilar (DB5); programação da coluna com 

temperatura inicial de 50oC por 2 minutos, com aumento de 4ºC/minuto até 

200oC; depois, 10ºC/minuto até 300ºC, finalizando com temperatura de 300ºC 

por 10 minutos. Utilizou-se, como gás carreador, o nitrogênio (2,2 mL.min-1); a 

taxa de split foi de 1:10, o volume injetado foi de 1 mL (1% de solução em 

diclorometano) e a pressão na coluna, de 115 KPa. A quantificação de cada 

constituinte foi obtida por meio de normalização de áreas (%). 

 
 
4.5.3 Determinação da atividade antimicrobiana 

A metodologia empregada foi a de difusão em ágar, de acordo com 

Mendonça (2004), com modificações. Como meio de cultura utilizou-se TSA. 

Para o preparo das cavidades de deposição dos óleos essenciais, uma camada 

inicial do meio de cultura foi depositada em placas de Petri, sobre as quais, após 

solidificação, foram dispostas pérolas de vidro. Uma sobrecamada do meio de 
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cultura contendo o inócuo na concentração de, aproximadamente, 8 Log UFC. 

mL-1, foi depositada sobre as pérolas de vidro dispostas na superfície da camada 

inicial. Após solidificação da sobrecamada, as pérolas de vidro foram removidas 

com o auxílio de pinças estéreis, dando origem às cavidades. Em seguida, 10µl 

das diferentes concentrações (0; 0,39; 078; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50), 

expressas em porcentagem (v/v) dos óleos essenciais de M. piperita e C. 

citratus, foram diluídas em etanol e transferidas para as cavidades. A 

concentração de 0% (v/v), constituída apenas de etanol, foi utilizada como 

controle positivo do crescimento bacteriano. As placas foram incubadas, a 37ºC, 

por 24 horas e, após esse período, foram medidos os diâmetros dos halos de 

inibição formados. A atividade antibacteriana foi caracterizada pelo 

comprometimento do crescimento bacteriano, observado pela formação de halo 

de inibição. A menor concentração que apresentou atividade antimicrobiana foi 

definida como concentração mínima inibitória (CMI). 

 
 
4.5.4 Tratamento dos cupons com óleos essenciais  

Após 240 horas de formação de biofilme nos cupons de aço inoxidável, 

os mesmos foram submetidos a tratamentos com óleos essenciais de hortelã-

pimenta (Mentha piperita) e de capim-limão (Cymbopogon citratus), na 

concentração de 7,8%, correspondente à mínima concentração inibitória 

previamente definida. Os cupons de aço inoxidável foram removidos do suporte 

e mergulhados, por três vezes, em solução salina, removendo-se, assim, as 

células não aderidas. Em seguida, foram imersos em soluções alcoólicas de 2 

mL de óleos essenciais, em concentração de 7,8% e solução controle, durante 

10, 20 e 30 minutos, em temperatura ambiente, sob condições estáticas.    
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4.6 Enumeração das células do biofilme 

 As células bacterianas foram enumeradas pela contagem padrão em 

placas durante a formação do biofilme (48, 96, 144, 192 e 240 horas) e após o 

tratamento com os óleos essenciais (240 horas). Foram retirados, aleatoriamente, 

dois cupons de aço inoxidável, com pinça esterilizada, os quais foram imersos 

separadamente em 10 mL de água peptonada a 0,1%, por 1 minuto, para a 

remoção das células não aderidas. Em seguida, as sésseis foram removidas 

utilizando-se swabs estéreis. Os swabs foram transferidos para tubos de ensaio 

contendo água peptonada 0,1% (p/v) e agitados em vórtex por 2 minutos. 

Diluições até 10-10 foram preparadas e alíquotas de 100µL foram inoculadas na 

superfície de placas de Petri contendo TSA. As placas foram incubadas a 35ºC, 

por 24 horas e foi determinado o número de células viáveis em UFC. cm-2. 

 
 
4.7 Microscopia eletrônica de varredura  

Um cupom de cada cultura bacteriana contendo células aderidas, com 

tratamento e sem tratamento com óleos essenciais, foi tratado com fixador 

Karnovsky modificado (pH 7,2), por um período de 15 dias. Em seguida, foi 

lavado com tampão cacodilato três vezes, por 10 minutos e tratadas com 

tetróxido de ósmio por quatro horas, sendo este retirado com água destilada (três 

lavagens). Posteriormente, realizou-se a desidratação do material em acetona 

usando séries de 25%, 50%, 75%, 90% (uma vez de 10 minutos) e 100% (três 

vezes, por 10 minutos cada). Após as etapas descritas anteriormente, as amostras 

foram acondicionadas em porta-amostras e levadas para secagem em secador de 

ponto crítico e, posteriormente, montadas em stubs com fita dupla face de 

carbono e levadas ao sputtering para metalização com ouro. Realizada a 

metalização, as amostras foram visualizadas e imagens digitais foram obtidas em 

microscópio eletrônico de varredura MEV LEO Evo 40. 
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4. 8 Análise estatística 

Os dados de crescimento de E. coli foram submetidos a analises do tipo 

dose-resposta, empregando-se o um modelo Weibull do pacote “drc” (Analysis 

of Dose-Response Curves) (Ritz & Streibig, 2005) compilado pelo software R® 

(2009). 
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5 RESULTADOS 
 
 
5.1 Composição química dos óleos essenciais 

A composição das frações voláteis obtidas a partir dos óleos essenciais 

de Cymbopogon citratus e Mentha piperita durante a extração está representada 

na Tabela 1. Nas análises de GC-MS foram identificados oito compostos, que 

representaram 80,66% da composição total do óleo essencial de C. citratus; já 

para M. piperita, pelas análises de GC-MS, foram identificados dezenove 

compostos, que representaram 98,24% da composição total dos óleos. Esses 

óleos apresentaram, em sua composição, principalmente, monoterpenos como 

mentol, mentona, geranial e neral. 

 
 
5.2 Formação do biofilme 

O gráfico da figura 1 demonstra a formação de biofilme por E. coli em 

cupons de aço inoxidável imersos em TSB, a 35°C, por 10 dias. Uma suspensão 

com concentração inicial de células de 108 UFC/mL-1 foi utilizada para simular 

uma alta contaminação microbiana. 

A adesão na superfície dos cupons de aço inoxidável, após 48 horas de 

incubação, foi de 106 UFC/cm2. Até as 144 horas de formação do biofilme, o 

número de células aderidas manteve-se semelhante ao valor inicial nas 48 horas 

de incubação. Entretanto, após as 144 horas, os valores alcançaram 107 UFC/ 

cm2 e se mantiveram constantes até as 240 horas de crescimento (Figura 1). 
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FIGURA 1 Quantificação do crescimento de Escherichia coli durante a 

formação de biofilme sobre aço inoxidável AISI 304 (#4), com 
incubação, a 35ºC, em meio de cultura triptona de soja (TSB) 
como substrato. 

 
 
 
5.3 Atividade antibacteriana dos óleos essenciais 

A atividade antimicrobiana de soluções à base de óleo essencial de 

Mentha piperita e Cymbopogon citratus frente ao biofilme formado por 

Escherichia coli 184, em superfície de aço inoxidável, está sumarizada na 

Tabela 2. 

A avaliação foi feita pela contagem obtida após o tratamento dos cupons 

que apresentaram a formação do biofilme por E. coli, com as soluções de óleo 

essencial por 10, 20 e 40 minutos de contato. O efeito de cada solução de óleo 

essencial frente o biofilme foi expresso como redução logarítmica da 

população bacteriana entre o biofilme formado inicialmente e as células 

remanescentes após o tratamento.  
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Com as soluções utilizadas a uma concentração de 7,8% (v/v) para 

ambos os óleos, observou-se que, após 10 minutos de contato, obtiveram-se 

quatro reduções logarítmicas para o óleo de Cymbopogon citratus e uma redução 

logarítmica para o óleo de Mentha piperita, a partir do número de células 

iniciais, que era de 107 UFC/ cm2. Já após 20 e 40 minutos de contato, o 

tratamento resultou em uma redução logarítmica a níveis abaixo do limite 

detectável pelo método de contagem em placa, para ambos os óleos.  

 
 
5. 4 Microscopia eletrônica de varredura 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) revelou que as células 

sésseis de E. coli não tratadas com os óleos essenciais exibiram uma morfologia 

normal, com superfície celular lisa (Figura 2 A e E). A observação morfológica 

das células tratadas com os óleos essenciais de C. citratus e M. piperita 

demonstrou que houve alterações estruturais na superfície da célula, como 

depressões e aumento da rugosidade. Além disso, notaram-se também algumas 

células não divididas e certos elongamentos celulares.   
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TABELA 1 Percentual da composição dos óleos essenciais de Cymbopogon 
citratus e de Mentha piperita  

 
M. piperita 

componentes 

% 

GC-MS 

C. citratus 

componentes 

% 

GC-MS 

Artemísia triene 0,32 metil-5-epten-2-one 0,43 

Sabineno 0,12 mirceno 2,53 

β-pineno 0,37 linalol 4,21 

Mirceno 0,25 neral 31,12 

Limoneno 0,94 geraniol 1,33 

1,8-cineol 0,07 geranial 38,43 

Isopulegol 0,68 ciperene 0,24 

Mentona 10,95 2-undecanona 2,37 

Iso-mentona 4,82  - 

Mentol 68,21  - 

Neoiso-mentol 2,24  - 

Pulegona 0,25  - 

Piperitona 1,38  - 

Acetato de neo-isopulegila 0,19  - 

Acetato de neo-metila 0,12  - 

Acetato de metila 6,65  - 

Acetato de iso-metila 0,16  - 

(E)-cariofileno 0,37  - 

Germacreno D 0,15  - 

Composição % 98,24  80,66 
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TABELA 2 Número de células de Escherichia coli aderidas em superfície de 
aço inoxidável AISI 304 (#4), em Log UFC cm-2, às 240 horas de 
formação de biofilme, após tratamento com óleo essencial.    

 
UFC (±EP) 

Bactéria 
Óleo 

essencial 10 min 20 min 40 min 

Controle 5,87e+7 ± 4,06e+6

Capim 3.083,33± 

90,98 

0,00±0,00 0,00±0,00 E. coli 

Hortelã 6.216,67± 

293,73 

0,00±0,00 0,00±0,00 
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FIGURA 2 Eletromicrografia de vararredura do biofilme formado E. coli em 

superfície de aço inoxidável AISI 304 (#4), após 240 horas de 
contato a 35°C, submetidas a soluções à base de óleo essencial. (A) 
controle, sem tratamento; (B) C. citratus, 10 minutos de tempo de 
contato; (C) C. citratus, 20 minutos de tempo de contato; (D) C. 
citratus, 40 minutos de tempo de contato; (E) controle, sem 
tratamento; (F) M. piperita, 10 minutos de tempo de contato; (G) 
M. piperita, 20 minutos de tempo de contato e (H) M. piperita, 40 
minutos de tempo de contato. 
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6 DISCUSSÃO 
 

Como demonstrado neste estudo, E. coli 184 foi capaz de aderir e formar 

biofilme em superfície de aço inoxidável, alcançando valores de 107 UFC.cm-2, 

após 240 horas de incubação. A diferenciação entre adesão e biofilme tem sido 

proposta em função da quantidade de células presentes por cm2. Zottola (1997) e 

Andrade et al. (1998) enfatizam que, para que se considere formação de 

biofilmes bacterianos, são necessárias contagens acima de 7 Log UFC.cm-2. 

Assim, com base nestes autores, a contagem obtida é suficiente para considerar a 

existência de biofilme madura e não apenas adesão bacteriana. 

Resultados semelhantes aos observados neste estudo foram obtidos por 

Ryu et al. (2004) que, ao avaliarem a formação de biofilme por três cepas de E. 

coli O157:H7 (43895+, 43894+ e E0018+) em cupons de aço inoxidável imersos 

em TSB, a 22°C, por 6 dias, observaram que a população de cepas inicialmente 

aderidas foi de 5,1; 5,5 e 5,6 log10 UFC por cupom, respectivamente, 

aumentando para 7,9; 7,7 e 7,3 log10 UFC por cupom, respectivamente, com dois 

dias, permanecendo constante durante o período restante de incubação. 

  Castonguay et al. (2006) afirmam que varias cepas de E. coli apresentam 

habilidade para aderir e formar biofilme, o que resulta em uma maior 

persistência no ambiente. As cepas de E. coli podem produzir uma variedade de 

diferentes determinantes para adesão e formação de biofilme em superfícies 

sólidas, tais como curli (uma estrutura proteica da superfície celular), pili tipo I, 

flagelos, pili conjugativo e polissacarídeos extracelulares.  

Recentemente, a atividade antibacteriana dos óleos essenciais vem sendo 

avaliada frente a biofilmes, visando a possível utilização desses compostos como 

agentes sanificantes na indústria de alimentos. Os resultados encontrados nos 

trabalhos já realizados têm sido promissores, entretanto, ainda divergem entre si, 
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demonstrando a necessidade de realização de mais estudos sobre o assunto 

(Chorianopoulos et al., 2008).  

Neste estudo, a solução de óleo essencial à base de C. citratus, após 10 

minutos de contato com os cupons que apresentaram a formação de biofilme, 

promoveu quatro reduções logarítmicas, enquanto a solução à base de M. 

piperita reduziu apenas 1 ciclo logarítmico após este mesmo tempo de contato.  

Hammer et al. (1999) avaliaram a mínima concentração inibitória de C. 

citratus e observaram a inibição de E. coli a uma concentração de 0,06%, ao 

passo que a concentração inibitória de M. piperita foi de 0,5% (v/v).  

A maior efetividade apresentada pela solução à base de óleo essencial de 

C. citratus, quando comparada à solução à base de óleo essencial de M. piperita 

após 10 minutos de contato (Tabela 2), pode ser atribuída, principalmente, à 

composição química distinta entre os óleos.  

Os constituintes majoritários do óleo de C. citratus, os estereoisômeros 

geranial (38,43%) e neral (31,12%), são (não aromáticos) aldeídos 

monoterpênicos, enquanto os constituintes majoritários de M. piperita, o mentol 

(68,21%) e a mentona (10,95%), são (monocíclicos) álcool e cetona, 

respectivamente. Alguns autores têm relatado maior atividade em compostos 

fenólicos (Consentino et al., 1999; Dorman & Deans, 2000), seguidos por 

aldeídos, cetonas, álcoois e outros hidrocarbonetos (Özcan & Boyraz, 2000).  

Com relação ao tempo de contato utilizado, observou-se que a ação das 

soluções à base de óleo essencial foi mais efetiva após 20 e 40 minutos de 

tratamento, quando se observou uma redução logarítmica a níveis abaixo do 

limite detectável pelo método de contagem em placa (Tabela 2). Nesta etapa, a 

efetividade da solução à base de óleo essencial de M. piperita não diferiu da 

efetividade da solução à base de óleo essencial de C. citratus. 

Resultados semelhantes ao deste estudo foram obtidos por Oliveira et al. 

(2009) que, ao avaliarem a efetividade de solução sanitizante à base de óleo 
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essencial de C. citratus frente a biofilme formados em superfície de aço 

inoxidável por Listeria monocytogenes, durante 15 e 60 minutos de contato, 

observaram que a solução sanitizante foi mais efetiva após os 60 minutos de 

contato. 

Como a ação antibacteriana dos óleos essenciais ocorre, principalmente, 

pelo aumento da permeabilidade da membrana citoplasmática, com consequente 

extravasamento de conteúdo celular, observa-se que quanto maior o tempo de 

contato entre o microrganismo e a solução contendo óleo essencial, maior será a 

perda de constituintes intracelulares. Segundo Denyer & Hugo (1991), apesar de 

certa quantidade de extravasamento do conteúdo celular ser tolerada pelas 

bactérias sem perda da sua viabilidade, perda extensiva de conteúdo ou saída de 

moléculas essenciais e íons conduzirão à morte celular. Estas afirmações podem 

explicar a maior efetividade apresentada pelas soluções de óleo essencial após 

um maior tempo de contato com o biofilme.  

Os óleos essenciais de C. citrarus e M. piperita apresentaram 

monoterpenos, geranial, neral, linalol, mentol, mentona e iso-mentona como 

principais componentes. O mecanismo de ação dos monoterpenos não é 

completamente compreendido, porém, sabe-se que ele envolve, principalmente, 

efeitos tóxicos à estrutura e à função da célula (Sokmen et al., 2004), exercendo 

essa atividade por meio do rompimento da integridade da membrana das 

bactérias (Knobloch et al., 1989). Outra importante característica desta classe de 

compostos é sua hidrofobicidade, que lhes permite penetrar nos componentes 

lipídeos da mitocôndria e na membrana celular da bactéria, desorganizando a 

estrutura celular e conferindo a esta uma característica de permeabilidade, 

resultando em extravasamento de moléculas importantes do interior celular e 

eventual morte da bactéria (Sikkema et al., 1994).    

A ação antibacteriana proposta para constituintes dos óleos essenciais 

presentes nas soluções à base de C. citratus e M. piperita pode ser visualizada 
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pela MEV. Nas células tratadas com os óleos essenciais, observaram-se distintas 

mudanças morfológicas, como a rugosidade e a deformidade das células sésseis 

de E. coli (Figura 2 B, C, G). Estas observações sugerem a ocorrência de 

depleção do conteúdo das células, indicando que a membrana celular foi afetada 

e danificada pelo agente antimicrobiano. Segundo Turgis et al. (2009), 

eletromicrografias das células tratadas com óleo essencial de mostarda 

demonstraram rompimento da membrana e danos na morfologia de Escherichia 

coli O157:H7 e Salmonella typhi. 

Os elongamentos celulares observados (Figura 2 D e H) sugerem que os 

óleos essenciais podem interferir na divisão das células bacterianas, levando à 

deformação da célula que apresenta, tipicamente, a forma de bastonete curto, 

para uma forma de bastonete longo não usual. Estudos anteriores sobre células 

vegetativas relatam que células se tornam alongadas e formam filamentos sob 

condições de estresse. Estudos de Salmonella enteritiditidis durante o 

congelamento (Phillips et al., 1998) e de Listeria monocytogenes exposta a altas 

concentrações de sal (Isom et al., 1995) revelaram que as células sob condições 

de estresse elongaram e formaram grandes filamentos. 

Resultados semelhantes foram observados por Suwalak et al. (2009) que 

também observaram, a partir de MEV, mudanças morfológicas, tais como 

elongamento e rugosidade, nas células de E. coli O157:H7 tratadas com extrato 

etanólico de Quercus infectoria.  
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7 CONCLUSÃO 
 

 
A partir deste estudo, pode-se concluir que as soluções à base de óleo 

essencial de Cymbopogon citratus e Mentha piperita, na concentração de 7,8%, 

apresentam boa atividade antimicrobiana frente às células sésseis de Escherichia 

coli, sendo esta atividade mais efetiva após 20 minutos de tratamento. 

A atividade antibacteriana dos óleos essenciais ficou também evidente 

pelas mudanças morfológicas apresentadas pelas células tratadas, as quais foram 

observadas pela MEV. 

Devido à atividade antibacteriana desses óleos essenciais e sua 

disponibilidade como produto natural, eles podem ser utilizados para aplicação 

como sanitizantes nas superfícies de equipamentos das indústrias de alimentos. 
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FORMAÇÃO DE BIOFILME POR Salmonella enteritidis EM AÇO 

INOXIDÁVEL E AÇÃO SANIFICANTE DE ÓLEOS ESSENCIAIS 
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 1 RESUMO 

 
Soluções à base de óleos essenciais de hortelã-pimenta (Mentha piperita) 

e de capim-limão (Cymbopogon citratus) foram testadas em biofilme formado 
por Salmonella enterica Enteritidis S64, após 240 horas em aço inoxidável AISI 
304 (#4). Os óleos essenciais testados na concentração de 7,8% apresentaram 
atividade antimicrobiana frente ao biofilme, após 20 minutos de contato, 
verificando redução de 100% no número de células viáveis do biofilme. A ação 
dos óleos essenciais pode ser observada por meio da microscopia eletrônica de 
varredura que demonstrou o rompimento da parede celular e alterações 
morfológicas das células tratadas com soluções de óleo essencial de M. piperita 
e C. citratus. Os óleos essenciais estudados podem ser considerados alternativas 
convenientes a aditivos químicos, para o uso na indústria de alimentos, 
atendendo às necessidades por qualidade e satisfazendo à demanda pelo 
consumo de produtos naturais. 
 
 
Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Mentha piperita, Cymbopogon 
citratus, microscopia eletrônica de varredura.  
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2 ABSTRACT  

 

Solutions based on essential oil of Mentha piperita and Cymbopogon 
citratus were tested in biofilm formed by Salmonella enterica Enteritidis S64, 
after 240h in stainless steel surface AISI 304 (#4). Essential oil (7,8%) presented 
antimicrobial activity against the biofilm, mainly after 20 min of contact. In this 
time was obtained reduction of 100% in the biofilm viable cells number. The 
essential oil action could be observed through SEM that showed a disruption of 
the cell wall and morphology alterations of cells treated with solutions of M. 
piperita and C. citratus essential oil. Essential oil studied in the present work 
can be considered as convenient alternatives to chemical additives to application 
in the food industry, addressing the needs for quality and consumer demand for 
natural products. 
 
 
Key-word: Antimicrobial activity, Mentha piperita, Cymbopogon citratus, 
scanning electron microscopy. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

Salmonella spp. é um dos mais importantes patógenos de origem 

alimentar, sendo responsável por mais de 95% dos casos de infecções 

alimentares e cerca de 30% das mortes provenientes de doenças originadas por 

alimentos (Hohmann, 2001). Vários estudos têm documentado a habilidade de 

Salmonella spp. em aderir e formar biofilme resiliente em superfícies e 

equipamentos como plástico, vidro e aço inoxidável, em ambientes de 

processamento de alimentos (Austin et al., 1998; Ortega et al., 2009) 

A adesão bacteriana a diferentes superfícies na indústria de alimentos 

com subsequente desenvolvimento de biofilme tem grande relevância econômica 

e de saúde pública. Quando microrganismos patogênicos e ou deterioradores 

participam do processo de formação de biofilme, podem atuar como potencial 

fonte de contaminação de produtos alimentícios, o que leva à deterioração dos 

alimentos ou à transmissão de doenças (Stepanovic et al., 2003).  A eliminação 

desse complexo usualmente requer o uso de detergentes ácidos ou alcalinos e ou 

iodóforos. Embora eficazes, questões como corrosão de materiais, contaminação 

de produtos e toxicidade, combinados com a rápida emergência de espécies 

microbianas resistentes, limitam o uso desses compostos. Tais problemas são 

agravados pela resistência apresentada pelas células sésseis ou em biofilme a 

antibióticos e biocidas, quando comparados com células planquitônicas (Hood & 

Zottola, 1995). 

 Devido, principalmente, à resistência apresentada por biofilmes a 

antisépticos convencionais e antibióticos, a demanda por novos antimicrobianos 

para o controle do mesmo tem aumentado. Com isso, atenções estão se voltando 

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

investigações com relação aos efeitos de fitoquímicos. Entre esses estudos, há 
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crescente pesquisa com relação aos óleos essenciais, que são metabólitos 

secundários voláteis, produzidos pelas plantas. Devido ao seu versátil conteúdo 

de compostos, variando desde hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e 

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

ácidos orgânicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre, estes têm 

demonstrado potencial para serem utilizados como agente antibacteriano e 

antifúngico (Burt, 2004).    

Embora a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais tenha sido 

relatada, as informações a respeito de seu uso como desinfetante ainda é 

limitada, sendo necessários mais estudos (Bakkali et al., 2008). 

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade 

antimicrobiana de óleos essenciais de hortelã-pimenta (Mentha piperita) e de 

capim-limão (Cymbopogon citratus) frente ao biofilme formado por Salmonella 

enterica Enteritidis S 64, em superfície de aço inoxidável. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Microrganismos usados, padronização, preparação e estocagem do 

inóculo 

O microrganismo utilizado, Salmonella enterica Enteretidis S 64, 

proveniente da coleção de culturas da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de 

Janeiro, RJ. Para padronização do número de células, as cepas foram 

inicialmente inoculada em frasco Erlenmeyer contendo 150mL de caldo triptona 

de soja (TSB) (Himedia®) e incubadas a 37ºC. A curva de crescimento da 

bactéria foi determinada por leituras periódicas da absorbância a 600nm e 

diluições seriadas em solução salina [NaCl 0,9% 9p/v). Subsequentemente, 

realizou-se plaqueamento de 0,1 ml da diluição adequada em superfície para a 

determinação do Log UFC. mL -1, em  ágar triptona de soja (TSA) (Himedia®). 

Para o experimento, a cepa foi estocada sob refrigeração em meio de cultura de 

congelamento (por 100 mL de água destilada: 15ml de glicerol; 0,5g de peptona 

bacteriológica; 0,3g de extrato de levedura; 0,5g de NACL; pH 7,2±7,4). ).  

Para ativação e utilização da cepa, alíquota do meio de cultura de 

congelamento foi transferida para tubos de ensaio contendo TSB, sendo 

realizados dois repiques consecutivos em TSB com incubação a 37ºC, por 24 

horas. Em seguida, a cultura foi estriada em placas contendo TSA e incubada a 

37ºC, por 24 horas. Das colônias formadas na superfície do TSA, algumas foram 

removidas e transferidas para elermeyer contendo 150 ml de TSB, os quais 

foram incubados a 37°C, até a obtenção do número de células necessárias para o 

experimento, aproximadamente 8 log UFC mL-1 (OD600 nm = 1.320). 

 

4.2 Modelo experimental de formação do biofilme 

O modelo experimental de formação do biofilme por Salmonella 

Enteretidis foi elaborado segundo sistema proposto por Gram et al. (2007) e em 
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suporte de aço inoxidável AISI 304 (#4), composto por duas divisões, cada qual 

dando lugar ao apoio de vinte cupons de aço inoxidável AISI 304 com 1 mm de 

espessura e dimensões de 10 x 20 mm, dispostos verticalmente. O conjunto 

suporte e cupons foi colocado em um béquer de 1.000 mL, o qual continha uma 

barra magnética e permaneceu acomodado sobre um agitador magnético, 

utilizado com a finalidade de permitir a livre circulação do substrato dentro do 

béquer, o qual foi lacrado com auxílio de placa de Petri e filme plástico. 

 

4.3 Preparo dos cupons e suporte de aço inoxidável 

Para iniciar o estágio de formação do biofilme, os cupons e o suporte de 

aço inoxidável foram previamente higienizados e esterilizados. Inicialmente, 

eles foram limpos com acetona 100%, lavados por imersão em detergente 

alcalino [NaOH 1% (p/v), pH 13,2) por 1 hora, enxaguados com água destilada 

esterilizada, secos e limpos com álcool 70% (v/v). Após a higienização, eles 

foram lavados com água destilada estéril, secos por 2 horas 60ºC e autoclavados 

a 121°C, por 15minutos (Rossoni & Gaylarde, 2000). 

4.4 Formação do biofilme 

O suporte de aço inoxidável contendo os cupons foi disposto no interior 

de um béquer de 1.000 mL, juntamente com uma barra magnética. Em seguida, 

foram adicionados ao béquer 900 mL de TSB previamente estéril e 1 mL de 

TSB contendo a cultura bacteriana, perfazendo a concentração final de, 

aproximadamente, 8 Log UFC.mL-1. O béquer foi vedado e colocado a 37ºC, 

sob agitação de 50 rpm. A cada 48 horas, os cupons foram removidos do 

suporte, lavados com tampão fosfato salino estéril (PBS, pH 7,4), removendo-se, 

assim, as células não aderidas. Após lavagem, os cupons foram novamente 

dispostos em um novo suporte estéril e imersos em um novo béquer contendo 

900 mL de TSB, ambos esterilizados. Esse procedimento foi repetido por cinco 
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vezes, visando à completa formação de biofilme após incubação (Joseph et al., 

2001).  

 

4.5 Materiais vegetais 

 Os materiais vegetais utilizados para a extração de óleo essencial foram 

folhas secas de hortelã-pimenta (Mentha piperita) e capim-limão (Cymbopogon 

citratus). O material foi colhido no Horto de Plantas Medicinais da Universidade 

Federal de Lavras (UFLA), localizado na cidade de Lavras, região sul de Minas 

Gerais (Brasil), a 21º14’S, longitude 45º00’ W GR e 918 m de altitude. As 

plantas foram coletadas em novembro de 2008, na parte da manhã, em dia de 

temperatura amena e sem precipitação pluviométrica. 

 

4.6 Extração dos óleos essenciais  

O método empregado para a extração dos óleos essenciais foi o de 

hidrodestilação utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado. O processo 

de extração foi realizado por 2 horas, controlando-se a temperatura em, 

aproximadamente, 100ºC.  

 

4.7 Identificação e quantificação dos constituintes dos óleos essenciais 

As análises qualitativas dos óleos foram realizadas por cromatografia em 

fase gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG/EM), utilizando-se 

aparelho Shimadzu CG-17ª, com detector seletivo de massa modelo QP 5050A 

sob as seguintes condições operacionais: coluna capilar de sílica fundida (30 m 

X 0,25mm) com fase ligada DB-5MS (Folsom, CA, USA); temperatura da fonte 

de íons de 280ºC; programação da coluna com temperatura inicial de 50º, por 2 

minutos com aumento de 4ºC/miuton, até 200ºC; depois, 10ºC/minuto até 300ºC, 

finalizando com temperatura de 300ºC, por 10 minutos. Utilizou-se, como gás 

carreador, hélio (1mL min-1); a pressão inicial na coluna foi de 100,2 KPa; a taxa 
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split de 1:83 e o volume injetado de 0,5 µm (1% de solução em diclorometano). 

As condições para espectrômetro de massas (EM) foram: energia de impacto de 

70 eV, velocidade de decomposição 1000, intervalo de decomposição de 0,50 e 

fragmentos de 40 Da e 550Da decompostos. Foi injetado nas mesmas condições 

das amostras, uma série de padrões de hidrocarbonetos (C9H20.......C26H54). 

Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca 

Wiley 229 e pelo índice de Kovat, calculando para cada constituinte, de acordo 

com Adams (1995). 

A quantificação dos constituintes dos óleos essenciais foi realizada por 

cromatografia gasosa. Nesta análise, foi utilizado um cromatógrafo gasoso 

Shimadzu CG - 17 A, com detector por ionização de chama (FID), nas seguintes 

condições cromatográficas: coluna capilar (DB5); programação da coluna com 

temperatura inicial de 50oC, por 2 minutos, com aumento de 4ºC/minuto até 

200oC; depois, 10ºC/minuto até 300ºC, finalizando com temperatura de 300ºC 

por 10 minutos Utilizou-se como gás carreador o nitrogênio (2,2 mL.min-1); a 

taxa de split foi de 1:10 eo volume injetado, de 1 mL (1% de solução em 

diclorometano) e pressão na coluna de 115 KPa. A quantificação de cada 

constituinte foi obtida por meio de normalização de áreas (%). 

 

4.8 Determinação da atividade antimicrobiana 

A metodologia empregada foi a de difusão em ágar, de acordo com 

Mendonça (2004), com modificações. Como meio de cultura utilizou-se TSA. 

Para o preparo das cavidades de deposição dos óleos essenciais, uma camada 

inicial do meio de cultura foi depositada em placas de Petri, sobre as quais, após 

solidificação, foram dispostas pérolas de vidro. Uma sobrecamada do meio de 

cultura contendo o inócuo na concentração de, aproximadamente, 8 Log UFC. 

mL-1 foi depositada sobre as pérolas de vidro dispostas na superfície da camada 

inicial. Após solidificação da sobrecamada, as pérolas de vidro foram removidas 
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com o auxílio de pinças estéreis, dando origem às cavidades. Em seguida, 10µl 

das diferentes concentrações (0; 0,39; 078; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50), 

expressas em porcentagem (v/v) dos óleos essenciais de M. piperita e C. 

citratus, foram diluídos em etanol e transferidos para as cavidades. A 

concentração 0% (v/v), constituída apenas de etanol, foi utilizada como controle 

positivo do crescimento bacteriano. As placas foram incubadas, a 37ºC, por 24 

horas e, após esse período, foram medidos os diâmetros dos halos de inibição 

formados. A atividade antibacteriana foi caracterizada pelo comprometimento 

do crescimento bacteriano, observado pela formação de halo de inibição. A 

menor concentração que apresentou atividade antimicrobiana foi definida como 

concentração mínima inibitória (CMI). 

 

4.9 Tratamento dos cupons com óleos essenciais  

Após 240 horas de formação de biofilme, os cupons de aço inoxidável 

foram submetidos a tratamentos com óleos essenciais de hortelã-pimenta 

(Mentha piperita) e de capim-limão (Cymbopogon citratus). Os cupons de aço 

inoxidável foram removidos do suporte e mergulhados três vezes em solução 

salina, removendo-se, assim, as células não aderidas. Em seguida, foram imersos 

em soluções alcoólicas de 2 mL de óleos essenciais em concentração de 7,8% 

(v/v) e solução controle (álcool etílico PA), durante 10, 20 e 40 minutos, em 

temperatura ambiente, sob condições estáticas.    

 

4.10 Enumeração das células do biofilme 

 O número de bactérias foi definido pela contagem padrão em placas 

durante a formação do biofilme (48, 96, 144, 192 e 240 horas) e após o 

tratamento com os óleos essenciais (240 horas). Foram retirados, aleatoriamente, 

dois cupons de aço inoxidável com pinça esterilizada, os quais foram imersos 

separadamente em 10 mL de água peptonada a 0,1%, por 1 minuto, para a 
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remoção das células não aderidas. Em seguida, as sésseis foram removidas 

utilizando-se swabs estéreis. Os swabs foram transferidos para tubos de ensaio 

contendo água peptonada 0,1% (p/v) e agitados em vórtex, por 2 minutos. 

Diluições de até 10-10 foram preparadas e alíquotas de 100µL foram inoculadas 

na superfície de placas de Petri contendo TSA. As placas foram incubadas a 

35ºC, por 24 horas e foi determinado o número de células viáveis em UFC. cm-2. 

 

4.11 Microscopia eletrônica de varredura  

Um cupom de cada cultura bacteriana contendo células aderidas, com 

tratamento e sem tratamento com óleos essenciais, foi tratado com fixador 

Karnovsky modificado (pH 7,2) por um período de 15 dias. Em seguida, foi 

lavado com tampão cacodilato três vezes, por 10 minutos e tratadas com 

tetróxido de ósmio por 4 horas, sendo este retirado com água destilada (três 

lavagens). Posteriormente, realizou-se a desidratação do material em acetona 

usando séries de 25% , 50%, 75%, 90% (uma vez de 10 minutos) e 100% (três 

vezes por 10 minutos cada). Após as etapas descritas anteriormente, as amostras 

foram acondicionadas em porta-amostras e levadas para secagem em secador de 

ponto crítico e, posteriormente, montadas em stubs com fita dupla face de 

carbono e levadas ao sputtering para metalização com ouro. Realizada a 

metalização, as amostras foram visualizadas e imagens digitais foram obtidas em 

microscópio eletrônico de varredura MEV LEO Evo 40. 

 
4. 12 Análise estatística 

Os dados de crescimento de Salmonella Enteritidis obtidos foram 

submetidos a análises do tipo dose-resposta, empregando-se o modelo de 

Weibull com quatro parâmetros do pacote “drc” (Analysis of Dose-Response 

Curves) (Ritz & Streibig, 2005) compilado pelo software R® (2009) 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

Salmonella Enteritidis aderiu ao aço inoxidável, alcançando valores de 

106 UFC/ cm2, após 48 horas de incubação (Figura 1), com um inóculo inicial de 

108 UFC/mL -1, o que caracteriza alta quantidade de células aderidas. Segundo 

Zottola (1997), esse número de células é suficiente para considerar a existência 

de biofilme maduro e não apenas adesão bacteriana.  

Resultados semelhantes foram relatados por Joseph et al. (2001) que, ao 

estudarem duas culturas de Salmonella isoladas de frango (Salmonella 

weltevreden e Salmonella FCM40), observaram uma densidade populacional de 

106 CFU. cm-2 para ambas as culturas, após 48 horas de contato com aço 

inoxidável. Segundo estes auotres, muitas vezes o tempo de contato entre 

alimentos e superfícies de processamento pode ser de 24-48 horas, dependendo 

das condições de processamento, do tipo de equipamentos e das condições de 

limpeza e sanificação. Uma vez o biofilme formado, este pode ser fonte de 

contaminação para outros alimentos que passam pela mesma linha de 

processamento. 

Até 192 horas de formação do biofilme, o número de células aderidas 

manteve-se semelhante ao valor inicial, observado às 48 horas de incubação. 

Entretanto, após 192 horas de crescimento, os valores alcançaram 107 CFU. cm-

2, se mantendo constantes até às 240 horas de crescimento (Figura 1). Giaouris & 

Nychas et al. (2006) demonstraram, em seus estudos, que quando os cupons de 

aço inoxidável foram totalmente cobertos pelo meio de crescimento e 

reabastecidos com meio fresco, o biofilme alcançou uma densidade populacional 

máxima de 107 UFC/ cm-2, após 15 dias de crescimento. 

A formação de biofilme por Salmonella Enteritidis em superfícies inerte 

é complexo, pois envolve a interação de vários componentes da superfície 

celular bacteriana, expressos pela célula em determinado ambiente e a natureza 
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das moléculas solventes adsorvidas à superfície e propriedades da própria 

superfície inerte (Austin et al., 1998; Donlan & Costerton, 2002).  

O aço inoxidável é uma das superfícies mais utilizadas no 

processamento de alimentos e mostra-se liso a olho nu. Entretanto, quando 

visualizado em microscópio eletrônico, apresenta várias irregularidades. O aço 

inoxidável utilizado neste estudo (AISI 304 #4) é moderadamente irregular, 

quando comparado aos demais tipos e tem falhas distintas. As irregularidades 

apresentadas pelas superfícies utilizadas na indústria de alimentos têm 

importante papel na formação de biofilme (Bower et al., 1996). A ocorrência 

dessas imperfeições, além de proteger as células bacterianas contra forças 

exercidas pelo fluxo do alimento, origina regiões de difícil acesso que podem 

reduzir a eficiência de procedimentos de higienização, favorecendo o 

crescimento microbiano e o desenvolvimento de biofilmes (Zottola & Sasahara, 

1994; Chia et al., 2009). 

Quando células bacterianas aderem a superfícies e formam biofilmes, a 

limpeza e a sanificação, normalmente, tornam-se mais difíceis. Possíveis razões 

para o aumento da resistência de células em biofilmes ao tratamento 

antimicrobiano incluem a dificuldade de o sanificantes penetrar na matriz que 

envolve o biofilme, o microambiente alterado que contribui para reduzir a 

velocidade de crescimento microbiano, a aquisição de fenótipos de resistência e 

a existência de células persistentes (Gilbert et al., 2001; Gawande & Bhagwat 

2002; Chorianopoulos et al., 2008). Estes fatores dificultam a eliminação de 

biofilmes, sendo importante o desenvolvimento de novas estratégias de limpeza 

e sanificação para o controle de Salmonella sp. em ambientes de processamento 

de alimentos. 
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FIGURA 1 Quantificação do crescimento de Salmonella Enteritidis durante a 

formação de biofilme sobre aço inoxidável AISI 304 (#4), com 
incubação a 37ºC, em meio de cultura triptona de soja (TSB) como 
substrato. 

 

 
A atividade antibacteriana de soluções à base de óleo essencial de 

Mentha piperita e Cymbopogon citratus foi avaliada pela contagem obtida após 

o tratamento dos cupons de aço inoxidável que apresentavam formação de 

biofilme por Salmonella Enteritidis após 240 horas de encubação. Dessa forma, 

o efeito de cada solução de óleo essencial sobre biofilme foi expresso como a 

redução logarítmica da população bacteriana entre o biofilme formado 

inicialmente e as células remanescentes após o tratamento. 

De acordo com os resultados observados, verifica-se que os óleos 

essenciais de M. piperita e C. citratus, na concentração de 7,8% v/v, 

demonstraram capacidade de reduzir o número de células viáveis do biofilme 

formado por Salmonella Enteritidis. A efetividade da solução de óleo essencial 
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de M. piperita não diferiu da efetividade da solução à base de C. citratus. Após 

10 minutos de contato entre as soluções e os cupons, observaram-se quatro 

reduções logarítmicas. Ambos os tratamentos resultaram em reduções 

logarítmicas a níveis abaixo do limite detectável pelo método de contagem em 

placa, quando o tempo de contato foi de 20 e 40 minutos (Tabela 1).  

Alguns estudos têm mostrado resultados semelhantes a respeito da 

atividade antimicrobiana de óleos essenciais frente a biofilme. Chorianopoulos 

et al. (2008) testaram dois sanificantes químicos ácidos (ácido lático e ácido 

hidroclorico), um sanificante alcalino (hidróxido de sódio) e óleo essencial de S. 

thymbra, frente a biofilme formado por Salmonella entérica e demonstraram que 

o óleo essencial exibiu forte atividade antimicrobiana frente ao biofilme, 

promovendo redução de 4 Log, enquanto a eficiência dos outros três 

desinfetantes não foi adequada, apesar do longo tempo de tratamento aplicado 

(180 min.).  

Segundo Oliveira et al. (2009), soluções desinfetantes à base de óleos 

essenciais de C. citratus e C. nardus, testados contra biofilme formado por 

Listeria monocytogenes em aço inoxidável, foram capazes de reduzir em 100% o 

número de células, após 60 minutos de contato. 

 

Afirmações a respeito do mecanismo de ação dos óleos essenciais têm 

sido baseadas na natureza de seus componentes. Contudo, a composição dos 

óleos essenciais pode variar amplamente, dependendo da região geográfica, da 

variedade, da idade da planta, do método de secagem e do método de extração 

do óleo.  

A atividade antibacteriana de C. citratus e M. piperita tem sido relatada 

por alguns autores (Tassou et al., 2000; Iscan et al., 2002; Mayaud et al., 2008; 

Trajano & Lima, 2009).  
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Em alguns trabalhos tem sido relatado que há uma relação entre a 

composição química e a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais (Deans & 

Sbodova, 1990; Hayouni et al., 2008). Assim, neste trabalho, a atividade 

antimicrobiana apresentada pelos óleos essenciais de M. piperita e C. citratus 

pode estar associada à presença de monoterpenos em sua composição. 

O caráter lipofílico dos monoterpenos é o principal responsável pela sua 

atividade antimicrobiana (Sikkema et al., 1994; Burt 2004; Trombeta, 2005). 

Devido ao caráter hidrofóbico, ocorre acúmulo desses compostos na membrana 

citoplasmática, o que leva ao aumento da área superficial e à consequente 

expansão, causando aumento na fluidez, afetando, assim, a permeabilidade da 

célula e promovendo a liberação de constituintes extracelulares. Todavia, estes 

compostos também podem interferir em funções da membrana citoplasmática, 

como transporte de elétrons, absorção de nutrientes, proteínas de membrana, 

síntese de ácidos graxos e atividade enzimática (Sikkema et al., 1994; Viuda-

Martos et al., 2008).  

 
 

TABELA 1 Número de células de Salmonella Enteretidis aderidas em superfície 
de aço inoxidável AISI 304 (#4), em Log UFC cm-2, após 240 horas 
de formação de biofilme, após tratamento com óleo essencial. 

  
UFC (±EP) 

Bactéria 
Óleo 

essencial 10 min 20 min 40 min 

Controle 5,9e+7±3,31 e+6

Capim 3.700,00± 

309,84 

0,00±0,00 0,00±0,00 Salmonella 

sp. 
Hortelã 5.500,00± 

453,14 

0,00±0,00 0,00±0,00 
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A morfologia das células foi visualizada por MEV. As células sésseis de 

Salmonella Enteritidis não tratadas com os óleos essenciais exibiram uma 

morfologia celular normal com uma superfície celular lisa (Figura 2 A e B).  

As células tratadas com soluções de óleo essencial de M. piperita e C. 

citratus demonstram o rompimento da parede celular e a morfologia alterada em 

relação ao controle (Figura 4 A, B, C e D). Estas observações sugerem que os 

óleos essenciais induziram a depleção do conteúdo celular de S. Enteritidis, uma 

vez que a estrutura da parede celular das bactérias foi severamente afetada e 

danificada, ocasionando um aumento na rugosidade da superfície celular. Os 

danos causados na membrana citoplasmática pela ação dos óleos essenciais 

podem ser também observados pela formação de bolhas na superfícies das 

células (Figura 4 A e B). Codling et al. (2005) demostraram que PQ-1 e MAPD 

biocidas comerciais utilizados na desinfecção de lentes induzem danos na 

membrana citoplasmática de Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcencens e 

Sthaphilococcus aureus, sendo esta ação exemplificada pela formação de bolhas 

na superfície das células. 

Foi possível observar também alterações morfológicas, como 

elongamentos (Figura 3 D), sugerindo que os óleos essenciais podem interferir 

na divisão das células bacterianas. Elongamento e formação de filamentos têm 

sido relatados em bactérias, incluindo Escherichia coli (Wainwright et al., 

1999), Listeria monocytogenes (Isom et al., 1995), Pseudomonas 

pseudoalcaligenes (Shi & Xia, 2003) e Salmonella spp. (Phillips et al., 1998; 

Mattick et al., 2000) expostas a condições de estresse. Segundo Phillips et al. 

(1998), a formação de elongamento em Salmonella Enteritiditidis foi observada 

ao estudar o efeito do congelamento sobre as células. Essa mudança na 

morfologia confirma a ação dos óleos essenciais nas células bacterianas, 

causando danos estruturais e funcionais na membrana plasmática, modificando 

sua permeabilidade e levando ao extravasamento do conteúdo celular. 
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FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura de células de Salmonella Enteretidis 

aderidas à superfície de aço inoxidável AISI 304(# 4), após 240 
horas de contato a 37ºC, utilizando meio de cultura caldo triptona de 
soja (TSB) como substrato sem solução de óleo essencial. 
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FIGURA 3 Eletromicrografia de varredura de células de Salmonella Enteretidis 

aderidas à superfície de aço inoxidável AISI 304(# 4) após 240 
horas de contato a 37ºC, utilizando meio de cultura caldo triptona de 
soja (TSB) como substrato, submetidas a soluções de óleo essencial 
de M.  piperita (A) e (B) 10 minutos de tempo de contato; (C) 20 
minutos de tempo de contato e (D) 40 minutos de contato. 
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FIGURA 4 Eletromicrografia de varredura de células de Salmonella Enteretidis 

aderidas à superfície de aço inoxidável AISI 304(# 4), após 240 
horas de contato a 37ºC, utilizando meio de cultura caldo triptona de 
soja (TSB) como substrato, submetidas a soluções de óleo essencial 
de C. citratus. (A) e (B) 10 minutos de tempo de contato; (C) 20 
minutos de tempo de contato e (D) 40 minutos de contato. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 89



 

6 CONCLUSÃO 

 

Os óleos essenciais de M. piperita e C. citratus demonstraram atividade 

antibacteriana frente a biofilmes formados em cupons de aço inoxidável por 

Salmonella Enteritidis. A ação dos óleos essenciais foi mais efetiva após 20 

minutos de contato. 

 Os óleos essenciais de M. piperita e C. citratus podem ser considerados 

alternativas convenientes a aditivos químicos para o uso na indústria de 

alimentos, atendendo às necessidades por qualidade e satisfazendo à demanda 

pelo consumo de produtos naturais. 
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