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Ação desinfetante de soluções de timol e carvacrol livres e encapsulados em lipossomas 

sobre Salmonella spp. e Staphylococcus aureus aderidos em aço inoxidável AISI 304 

Autora: Juliana Both Engel; Orientadora: Profª. Drª. Patrícia da Silva Malheiros 

RESUMO 

A adesão de micro-organismos em superfícies de contato é etapa fundamental do processo de 

formação de biofilmes, que representa preocupação à indústria de alimentos, uma vez que 

podem apresentar grande resistência a tratamentos antimicrobianos, podem causar 

deterioração e veiculação de patógenos. Além disso, o aumento da preocupação dos 

consumidores em relação ao uso de agentes químicos artificialmente sintetizados encorajam 

pesquisas envolvendo o uso de compostos naturais com atividade antimicrobiana. Timol e 

carvacrol, presentes em óleos essenciais, tem se destacado pela capacidade de inibir a 

multiplicação de patógenos como Staphylococcus aureus e Salmonella spp. Assim, este 

trabalho teve como objetivo avaliar a ação desinfetante de timol e carvacrol livres e 

encapsulados frente a S. aureus e Salmonella spp. inoculados em caldo BHI e leite de vaca 

integral UHT, aderidos ao aço inoxidável AISI 304. Primeiramente, a Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) foi determinada utilizando placas de microdiluição de acordo com o Clinical 

and Laboratory Standards Institute, e a partir destas concentrações foram preparadas soluções 

alcoólicas 20% (v/v) contendo timol e carvacrol. Os lipossomas para a encapsulação foram 

desenvolvidos pela técnica de hidratação do filme lipídico. Corpos de prova de aço inoxidável 

permaneceram por 15 minutos em contato com as culturas bacterianas e, em seguida, foram 

expostos as soluções sanificantes, durante 1 e 10 minutos. Após o tempo de exposição, o 

número de células sobreviventes foi determinado por contagem em placas. S. aureus 

apresentou valores de CIM para timol e carvacrol de 0,662 mg/mL e Salmonella spp. de 0,331 

mg/mL, para ambos os compostos. Os resultados mostram que a aderência dos micro-

organismos ao aço inoxidável foi de 5,5 a 6,5 log UFC/cm
2
. As soluções alcoólicas 

preparadas com timol e carvacrol causaram inibição total (6,1 log UFC/cm
2
) do pool de S. 

aureus mesmo quando o tempo de ação foi de 1 minuto e na presença de resíduos de leite. A 

inibição total de Salmonella spp. (5,94 log UFC/cm
2
) somente ocorreu após 10 minutos. O 

controle positivo feito com solução alcoólica 20% (v/v) confirmou que o efeito 

antimicrobiano ocorreu somente quando o timol ou carvacrol estavam presentes na solução 

desinfetante. Os lipossomas contendo timol/carvacrol apresentaram tamanho de 270,2 ± 12,5 

nm, polidispersidade de 0,339 ± 0,17 e potencial zeta de + 39,99 ± 2,72 mV. Este composto 

não inibiu totalmente a população de patógenos aderidos ao aço inoxidável com 1 minuto de 

contato. Para inativação de S. aureus ou Salmonella spp. foi necessário manter os lipossomas 

(CIM = 0,662 mg/mL) em contato com o material por 10 minutos, sugerindo uma liberação 

mais lenta dos antimicrobianos encapsulados.  

 

Palavras-chave: timol; carvacrol; lipossomas; Staphylococcus aureus; Salmonella spp.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Umas das maiores preocupações envolvendo controle de qualidade e segurança dos 

alimentos é a adesão de micro-organismos. Limpeza e sanitização insuficientes de superfícies 

que entram em contato com alimentos podem proporcionar a sobrevivência de células 

microbianas e ocasionar a formação de biofilmes, causando contaminação cruzada, 

diminuição da vida de prateleira e também transmissão de doenças (KASNOWSKI et al., 

2010; ORTEGA et al., 2010; PALABIYIK et al, 2015). 

De acordo com dados do Ministério da Saúde do Brasil, durante o período de 2000 a 

2013, ocorreram 8.871 surtos de DTA. Dentre os micro-organismos mais envolvidos nos 

surtos encontram-se a Salmonella spp. como o principal agente causador de DTA (39,5%), 

seguida por Staphylococcus aureus (19,7%) (BRASIL, 2013). 

Na tentativa de entender melhor o mecanismo de adesão de micro-organismos em 

superfícies que entram em contato com alimentos, muitos estudos já foram conduzidos, e o 

aço inoxidável foi o material mais utilizado, especialmente devido a sua resistência mecânica, 

à corrosão e facilidade de fabricação (ORTEGA et al., 2010). São dois os tipos de ligas de aço 

inoxidável mais utilizados em indústrias de alimentos, sendo que a diferença entre eles é a 

porcentagem de níquel e a adição de outros elementos. O aço inoxidável AISI 316 apresenta 

maior resistência à corrosão (MARTINS, MOREIRA & MARTINS, 2014), entretanto, devido 

a seu elevado custo (SINDE & CARBALLO, 2000), muitas vezes seu uso é substituído pelo 

AISI 304 para confecção de superfícies de equipamentos de plantas produtoras deste ramo 

(BOARI et al., 2009).  

Visando evitar os problemas relacionados à adesão microbiana nas indústrias de 

alimentos, torna-se necessário o estabelecimento e a adequação das medidas de higiene e 

sanitização (KASNOWSKI et al., 2010), esta deve ser realizada habitualmente por meio de 

agentes químicos objetivando a redução de micro-organismos até níveis seguros (SILVA, 

DUTRA & CADIMA, 2010). Entretanto, há uma mudança no pensamento dos consumidores, 

os quais vêm apresentando uma percepção negativa em relação ao uso de agentes químicos 

sintetizados artificialmente, levando a uma crescente demanda por produtos naturais. 

Dentre esses produtos naturais, podem-se destacar compostos antimicrobianos 

presentes nos óleos essenciais de orégano e tomilho, como carvacrol e timol, por exemplo. 
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Ambos são compostos fenólicos com atividade antimicrobiana sendo reconhecidos pelo Food 

and Drug Administration (FDA) como substâncias seguras de acordo com o Code of Federal 

Regulations (CFR, 2015; AIT-OUAZZOU et al., 2011). Entretanto, alguns problemas de 

estabilidade, possível interação entre os antimicrobianos naturais e compostos dos alimentos, 

hidrofobicidade e volatilidade podem resultar na diminuição da atividade antimicrobiana 

desses compostos presentes em óleos essenciais e dificultar sua aplicação na indústria de 

alimentos (BRANEN & DAVIDSON, 2004; CHOLLET et al., 2008; WEISHEIMER et al., 

2010).  

Uma alternativa para reduzir esses problemas pode ser a encapsulação utilizando 

lipossomas, pois dessa forma os compostos antimicrobianos ficariam protegidos dentro e/ou 

na superfície fosfolipídica de nanopartículas, diminuindo sua volatilidade e facilitando sua 

interação com a superfície processadora de alimentos. Além disso, a encapsulação poderia 

proporcionar uma liberação controlada levando a uma proteção adicional dos equipamentos e 

utensílios, diminuindo a possibilidade de contaminações cruzadas (MALHEIROS et al., 2011; 

ASBAHANI et al., 2015; ZORZI et al., 2015). 

Dado o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano de timol e 

carvacrol encapsulados ou não frente a um pool constituído por 4 cepas de Staphylococcus 

aureus e um pool constituído por 4 cepas Salmonella spp. aderidos em aço inoxidável AISI 

304.  

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar a ação desinfetante dos antimicrobianos naturais timol e carvacrol, livres e 

encapsulados em lipossomas, frente à Salmonella spp. e Staphylococcus aureus aderidos ao 

aço inoxidável AISI 304. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de timol e carvacrol 

frente a um pool constituído por 4 cepas de Salmonella spp. e um pool 

constituído por 4 cepas de S. aureus; 

 Avaliar a ação desinfetante dos antimicrobianos naturais timol e carvacrol 

frente à Salmonella spp. aderidas ao aço inoxidável AISI 304;  

 Avaliar a ação desinfetante dos antimicrobianos naturais timol e carvacrol 

frente a S. aureus aderidos ao aço inoxidável AISI 304; 

 Encapsular os compostos em lipossomas, caracterizá-los e determinar a 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) frente ao pool constituído por 4 cepas 

de Salmonella spp. e um pool constituído por 4 cepas de S. aureus; 

  Avaliar a ação desinfetante do composto encapsulado frente à Salmonella spp. 

aderidas ao aço inoxidável AISI 304; 

 Avaliar a ação desinfetante do composto encapsulado frente à S. aureus 

aderidos ao aço inoxidável AISI 304; 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1. Micro-organismos de importância na pesquisa 

 

Dentre os vários microrganismos contaminantes, as bactérias do gênero Salmonella e 

Staphylococcus são um dos principais alvos, pois são fontes frequentes de doenças 

bacterianas transmitidas por alimentos. Contaminações alimentares ocasionadas por essas 

bactérias estão associadas, especialmente, a problemas durante o processamento e 

manipulação dos alimentos. Infecções e intoxicações alimentares ocasionadas por estas falhas 

podem ser fatais principalmente para crianças, idosos e pessoas imunodeprimidas (DAL 

POZZO et al., 2011).  

 

3.1.1. Staphylococcus aureus 

 

De acordo com suas características fenotípicas, os Staphylococcus são cocos Gram-

positivos e catalase-positivos, imóveis e não-esporulados. Essa bactéria pode apresentar-se em 

diversas formas, que vão desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados 

irregularmente (com aspecto semelhante a um cacho de uvas) (SANTOS et al., 2007). 

Tendo como reservatórios o homem e os animais, o principal habitat do S. aureus é a 

cavidade nasal do homem, sendo que esse micro-organismo pode ser encontrado em 30 a 50% 

dos indivíduos saudáveis. É a partir da cavidade nasal que o micro-organismo atinge a 

epiderme, ar, água, solo, alimentos, ou qualquer outro objeto que entre em contato com o 

indivíduo contaminado. Os portadores nasais de S. aureus ao manipularem alimentos podem 

se tornar importantes fontes de contaminação (SANTANA et al., 2010). 

A versatilidade nutricional e a capacidade de se multiplicarem em diferentes condições 

ambientais fazem com que o S. aureus desenvolva-se com facilidade em vários alimentos 

(SANTANA et al., 2010). São mesófilos, com temperatura de multiplicação entre 7 e 47,8 ºC, 

sendo 35 °C a temperatura ideal, e podem produzir enterotoxinas termo resistentes em 

temperaturas entre 10 e 46 ºC, com temperatura ótima entre 40 e 45 ºC. O pH ideal para seu 

desenvolvimento varia entre 7 a 7,5, mas é possível a multiplicação em alimentos com pH 

variando entre 4,2 e 9,3. Este grupo de micro-organismos ainda tem a capacidade de 
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sobreviver e se multiplicar em uma concentração de cloreto de sódio de até 15% e a produção 

de enterotoxina acontece em concentrações de sal de até 10%, o que faz com que os alimentos 

curados também sejam veículos potenciais de intoxicação. Quanto à atividade de água (aw), 

dentre os patógenos alimentares, os estafilococos apresentam capacidade de se multiplicarem 

em alimentos com valores de atividade de água inferiores aos normalmente considerados 

mínimos para outras bactérias halófilas. O valor mínimo de aw é 0,86, apesar de já ter sido 

relatada a multiplicação desses micro-organismos em alimentos com aw de 0,83 (SANTANA 

et al., 2010). 

Segundo Santana et al. (2010) este micro-organismo é considerado um agente de 

grande importância, pois tem alta prevalência como contaminante e grande potencial como 

causador de intoxicações. Essas intoxicações são causadas pela ingestão de enterotoxinas pré-

formadas no alimento durante a multiplicação bacteriana. 

Intoxicações causadas por S. aureus representam 4,5% das DTAs que ocorrem 

anualmente nos EUA. Já no Brasil, as informações relacionadas a essas DTAs são escassas e 

de difícil obtenção quanto aos agentes etiológicos causadores, alimento consumido e local de 

ocorrência, isso devido à falta de investigação e notificação das intoxicações estafilocócicas. 

Entretanto, S. aureus desponta como o segundo principal agente causador de doenças 

transmitidas por alimentos, com 19,7% dos casos (BRASIL, 2013), porcentagem pouco fiel à 

realidade devido aos diversos casos que não são notificados. 

Intoxicações estafilocócicas ocorrem devido ao consumo de alimentos contendo 

quantidades suficientes de uma ou mais enterotoxinas pré-formadas (LE LOIR, BARON & 

GAUTIER, 2003). Os sintomas aparecem rapidamente após a ingestão de alimentos 

contaminados, geralmente entre 2 e 8 horas, e incluem náusea, vômitos, cólicas abdominais, 

com ou sem diarreia (BALABAN & RASOOLY, 2000; MURRAY, 2005), mas desaparecem 

dentro de 24 a 48 horas (MURRAY, 2005).  

  

3.1.2. Salmonella spp. 

 

As bactérias do gênero Salmonella se apresentam na forma de bacilos Gram-

negativos, anaeróbios facultativos, com temperatura ótima para multiplicação de 37 °C. 
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Caracterizam-se por serem oxidase negativa e catalase positiva, além de produzirem ácido 

sulfídrico e descarboxilarem a lisina, características que auxiliam na identificação bioquímica 

desses micro-organismos (MILAN & TIMM, 2015). 

Salmonella spp. são bactérias entéricas responsáveis por graves infecções alimentares, 

sendo um dos principais agentes envolvidos em surtos registrados em vários países. Deve-se 

ressaltar que a maioria dos sorotipos desse gênero são patogênicos ao homem, apresentando 

diferenças de sintomatologia em decorrência da variação no mecanismo de patogenicidade, 

além da idade e da resposta imune do hospedeiro (SHINOHARA et al., 2008). 

No Brasil, este micro-organismo tem sido identificado como o principal agente 

causador de DTA investigadas pelos órgãos reguladores (BRASIL, 2013). O mesmo ocorre 

no Rio Grande do Sul, nos últimos anos, onde uma cepa de Salmonella, a S. Enteritidis SE86, 

foi identificada como responsável por mais de 90% dos casos de salmoneloses no Estado 

(GEIMBRA et al., 2004; DE PAULA, 2006). Os fatores que tornaram esta cepa um 

importante patógeno de origem alimentar são ainda pouco claras, e podem estar relacionados 

à sua capacidade de adesão ou resistência a desinfetantes usuais (TONDO et al., 2010).  

Dentre os alimentos relacionados com as salmoneloses, as preparações à base de ovos 

têm recebido destaque, sendo a maionese caseira o principal veículo de muitos surtos no RS 

(MALHEIROS, DE PAULA & TONDO, 2007). Cunha (2008) relatou a ocorrência de 41,1% 

de surtos em serviços de alimentação no RS no período de 2000 a 2002, nos quais a 

Salmonella spp. foi responsável por 44,76% dos casos. Além disso, os alimentos mais 

relacionados aos surtos foram salada com maionese caseira (45,61%), seguida de produtos 

cárneos (24,56%) e produtos de confeitaria (12,28%). Entretanto, uma ampla variedade de 

alimentos podem ser contaminados com Salmonella spp., tais como carne bovina, suínos, 

aves, leite e derivados e frutos do mar, pois apresentam alto teor de umidade, de proteína e de 

carboidratos e são mais susceptíveis à deterioração (SHINOHARA et al., 2008). 

Outros grupos de alimentos como frutas e vegetais minimamente processados também 

podem ser veiculadores de salmoneloses, e essa contaminação ocorre devido ao controle 

inadequado da temperatura, por contaminação de alimentos crus em contato com alimentos 

processados (SHINOHARA et al., 2008), manipulação inadequada e higiene deficiente de 

utensílios e equipamentos (CUNHA, 2008). 
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Os principais sorovares envolvidos nos casos de salmonelose em humanos são S. 

Typhimurium e S. Enteritidis (VUGIA et al., 2004), e a doença geralmente é caracterizada por 

gastroenterite (FAVRIN et al., 2001). Embora a salmonelose causada por S. Enteritidis seja 

limitada ao trato gastrointestinal e o tratamento não envolva antibióticos, a utilização destes 

fármacos é recomendada quando os indivíduos envolvidos são imunodeprimidos ou quando 

os sintomas são mais severos, como febre e/ou presença de sangue nas fezes (CAPALONGA 

et al., 2014). 

 

3.2. Higiene na Indústria de Alimentos 

 

O processo de higiene industrial visa criar um ambiente seguro e livre de 

contaminação em toda a unidade fabril. Tal processo tem consequências diretas na qualidade 

do produto final que será ofertado ao consumidor. Para tanto, é necessário que se conheçam 

os vários aspectos envolvidos neste procedimento, desde a qualidade da água, os tipos de 

resíduos a serem removidos, as funções dos diversos agentes de higienização, as condições de 

uso dos detergentes e sanificantes, os mecanismos de ação da higienização, como avaliar o 

processo e como corrigir eventuais falhas (SILVA, DUTRA & CADIMA, 2010). 

O correto procedimento técnico no processo de higienização nas unidades fabris de 

gêneros alimentícios visa, basicamente, não só eliminar ou reduzir a carga microbiana 

indesejável dos alimentos, como também excluir por completo contaminações por sujidades 

diversas, proporcionando, dessa forma, um produto de melhor qualidade nutricional, sensorial 

e higiênico-sanitária (SILVA, DUTRA & CADIMA, 2010; MEMISI et al., 2015).  

Sendo assim, o procedimento de higienização compreende duas etapas: primeiro a 

limpeza e depois a desinfecção ou sanitização. A limpeza consiste na remoção de substâncias 

orgânicas e/ou minerais, como terra, poeira, gordura e outras sujidades indesejáveis à 

qualidade do alimento. Normalmente são perceptíveis a olho nu. Já a desinfecção ou 

sanitização é o procedimento de redução, através de agentes químicos ou físicos, do número 

de micro-organismos aderidos às instalações, maquinários e utensílios, em um nível que não 

resulte na contaminação do alimento (BATISTA, 2003; ANDRADE, 2008; SILVA, DUTRA 

& CADIMA, 2010).  
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A formação de biofilmes em superfícies de contato com alimentos contribui para 

infecções alimentares, uma vez que podem causar contaminação cruzada, problema 

relacionado com a capacidade de adesão de bactérias como Salmonella spp. e S. aureus 

(PARIZZI et al., 2004). Dessa forma, na tentativa de evitar a disseminação deste tipo de 

contaminação, é necessária a escolha do sanitizante mais apropriado para as indústrias de 

alimentos, para que a redução do número de micro-organismos seja eficaz (DAVIDSON & 

HARRISON, 2002). 

 

3.3. Adesão bacteriana 

 

A adesão bacteriana e a formação de biofilmes ocorrem devido à deposição de micro-

organismos em uma superfície de contato, onde eles se fixam e iniciam a multiplicação 

(AKUTSU, 2001, PALABIYIK et al., 2015). Esse processo pode ser importante em um 

grande número de atividades tecnológicas, tais como na obtenção de produtos fermentados, 

no tratamento de resíduos e no tratamento de água, mas também apresenta desvantagens, tais 

como proporcionar o aumento da resistência a sanitizantes, acelerar processos corrosivos em 

equipamentos, além de atuar como veículo de micro-organismos deteriorantes e/ou 

patogênicos (ARAÚJO et al., 2010). 

A adesão de micro-organismos em superfícies é um fenômeno que ocorre 

naturalmente em meios aquosos e depende de propriedades superficiais das interfaces dos 

suportes de adesão (aço, polímeros, mármore, vidro, entre outros), tais como tensão 

superficial e composição da superfície, além das características das membranas dos micro-

organismos. Outro fator importante são as características do meio circundante, tais como 

temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes (ARAÚJO et al., 2010). 

A formação de um biofilme inclui muitas etapas, mas um pré-requisito é a adesão das 

células microbianas à superfície, que resulta no acúmulo de biomassa e materiais 

extracelulares na superfície de um substrato (HORI & MATSUMOTO, 2010). Esse processo 

pode tanto ser benéfico e desejável como trazer desvantagens. No campo da indústria de 

alimentos, em alguns casos o processo de adesão bacteriana e formação de biofilmes podem 

ser desejáveis. A exemplo dos processos realizados em biorreatores na produção de alimentos 

fermentados, nos quais as bactérias produtoras de ácido acético crescem, adsorvendo e 
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agregando-se para conversão de diversos substratos em vinagre. Esses agregados microbianos 

são também usados em tratamentos aeróbios e anaeróbios de águas residuárias para a remoção 

de matéria orgânica e inorgânica (XAVIER et al., 2005). No processo de potabilização de 

água, as remoções de nitrogênio, carbono biodegradável e precursores de tri-halometanos 

podem ser feitas por biofilmes microbianos submersos (ARAÚJO et al., 2010). 

Já em outros casos tais fenômenos de adesão e formação de biofilme podem causar 

problemas, tais como tornar o processo de cloração da água menos eficiente, bem como 

reduzir a eficiência da transferência de calor em trocadores térmicos, diminuir o fluxo em 

tubulações, desencadear processos corrosivos, e talvez o aspecto mais importante, se tornarem 

fontes de contaminação microbiana, a qual pode constituir-se de micro-organismos 

deteriorantes e/ou patogênicos, resultando em problemas de higiene, saúde pública e 

econômicos (ARAÚJO et al., 2010). 

 

3.4. Aço Inoxidável 

 

Na indústria de alimentos, as superfícies mais comumente utilizadas são de aço 

inoxidável e de polímeros. Isso devido as suas excelentes propriedades e baixo custo em 

relação aos demais materiais. Tais materiais são geralmente empregados na fabricação de 

tanques, tubulações, acessórios e superfícies para processamento de alimentos (ARAÚJO et 

al., 2010). 

Segundo Araújo et al. (2010) o aço inoxidável pode ser produzido em vários graus de 

polimento, dependendo da finalidade, o que afeta a adesão bacteriana devido a suas várias 

micro topografias e propriedades físico-químicas. A principal diferença entre os tipos de aço 

disponíveis comercialmente é sua composição relativa de ferro, cromo e níquel e a baixa 

porcentagem de carbono.  

Dentre os vários tipos de aços inoxidáveis disponíveis, os mais utilizados são os do 

chamado grupo 18 - 8, ou seja, que apresentam em sua composição aproximadamente 18% de 

cromo e 8% de níquel. Deste grupo, as alterações do grau 300, por exemplo, 304 e 316, 

satisfazem à maioria das necessidades da indústria de alimentos. O grau 304 é resistente à 

corrosão originada pela maioria dos alimentos e agentes de limpeza e desinfecção. Em 
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problemas de corrosão mais intensos deve ser empregado o grau 316 que apresenta cerca de 

10% de níquel e 3% de molibdênio. O aço inoxidável difere também no acabamento da 

superfície, que pode variar de acordo com o polimento empregado, que se classifica de 1, sem 

polimento, até 8, cuja superfície é espelhada. Normalmente, a indústria de alimentos utiliza o 

aço inoxidável 304 com polimento 4 (ARAÚJO et al., 2010; MARTINS, MOREIRA & 

MARTINS, 2014). 

Além disso, o aço inoxidável é considerado um material hidrofílico. Essa superfície 

geralmente permite uma menor aderência bacteriana quando comparada com superfícies 

hidrofóbicas como teflon, náilon e ampla variedade de polímeros, dentre eles o polietileno 

(SINDE & CARBALLO, 2000). 

Muitos estudos envolvendo a adesão de micro-organismos em superfícies de aço 

inoxidável já foram realizados. Marques et al. (2007) verificou a capacidade de S. aureus 

formar biofilme em superfícies de aço inoxidável AISI 304, bem como a eficiência de 

sanificantes químicos dicloroisocianurato de sódio, peróxido de hidrogênio e ácido peracético. 

Os resultados observados por estes autores indicaram a formação de biofilme com contagens 

bacterianas na ordem de 10
7
 UFC/cm

2
 e o sanificante mais eficiente foi o ácido peracético, 

que apresentou redução decimal de 4,5 log UFC/mL. 

Furukawa et al. (2010) investigaram os efeitos de diferentes agentes de limpeza e 

desinfecção, como os utilizados no clean in place (CIP), emulsificantes e enzimas, e outros 

compostos, como EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), Tween20 (detergente não 

iônico) e SDS (detergente aniônico Dodecil Sulfato de Sódio), na remoção de biofilme 

formado por S. aureus em placas de aço inoxidável. Os resultados mostraram que este micro-

organismo formou um filme espesso e resistente à limpeza, mas compostos CIP fortemente 

ácidos e alcalinos apresentaram efeito de limpeza significativo, sendo que os agentes 

fortemente alcalinos foram os mais efetivos para a remoção deste biofilme. 

A adesão de cepas de Salmonella spp. em aço inoxidável e a inativação por biocidas 

utilizados na indústria de alimentos foi investigada por Tondo et al. (2010). Os resultados 

observados neste estudo mostraram que o tempo de exposição entre a superfície e as cepas 

bacterianas não influenciou nas contagens de células aderidas, e a cepa S. Enteritidis SE86 

apresentou clusters maiores nesta superfície quando comparada às outras cepas de Salmonella 

utilizadas. Além disso, os sanificantes não foram capazes de inativar todos os micro-
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organismos aderidos no aço inoxidável. Pelo menos 1 log UFC/cm
2
 de todos os sorovares 

testados permaneceu viável após a exposição à diferentes concentrações dos sanificantes.  

Valeriano et al. (2012) avaliaram o efeito anti-biofilme de soluções desinfetantes 

formuladas com óleos essenciais de hortelã (Mentha piperita) e capim-limão (Cymbopogon 

citratus) contra a formação de biofilme de S. Enteritidis S64 em superfícies de aço inoxidável 

304 depois de 10, 20 e 40 minutos de contato. A Concentração Inibitória Mínima para ambos 

os óleos essenciais foi encontrada e a partir deste resultado foram formuladas soluções 

desinfetantes. Dez minutos de contato da superfície com a solução desinfetante reduziu 

significativamente (p ≤ 0,05) a população microbiana aderida para ambos os óleos analisados. 

Depois de 20 e 40 minutos de tratamento contagens de células não foram detectadas, fato que 

mostra o potencial uso destas substâncias como agentes sanificantes na indústria de alimentos.  

 

3.5. Antimicrobianos naturais 

 

Desde civilizações antigas, plantas aromáticas são empregadas em alimentos com 

diferentes propósitos. Atualmente, os óleos essenciais, extraídos de diversas plantas, que 

apresentam atividade antimicrobiana, estão ganhando especial interesse pela indústria de 

alimentos. A utilização destes óleos essenciais ou seus compostos majoritários como agentes 

conservantes e/ou sanificantes é desejável, pois podem ser utilizados como alternativa natural 

para substituir os antimicrobianos normalmente utilizados, tornando assim os alimentos mais 

saudáveis (COELHO et al., 2013; PATRIGNANI et al., 2015). 

Como definição, óleos essenciais são líquidos aromáticos extraídos de flor, caule, 

folha, fruto, broto, semente, tronco ou raiz de plantas medicinais, ervas e plantas comestíveis, 

fato que minimiza questões a respeito da aplicação de tais compostos em alimentos, além de 

atingirem um amplo espectro microbiano, tanto para bactérias Gram positivas quanto para 

Gram negativas (SILVA, 2007). 

Os óleos essenciais derivados de plantas utilizadas como condimentos representam um 

grupo de antimicrobianos naturais tradicionalmente usados em alimentos para acentuar gosto 

ou aroma desses. Constituem-se de complexas misturas de substâncias voláteis em diferentes 
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concentrações, em que um composto farmacologicamente ativo é majoritário (DAL POZZO 

et al., 2011). 

Tanto timol como carvacrol são compostos fenólicos encontrados, por exemplo, no 

óleo essencial de orégano (Origanum vulgare Linneus), sendo que neste o carvacrol está 

presente em porcentagens que variam de 3 a 17%. Já no óleo essencial de tomilho (Thymus 

vulgaris), o timol aparece em porcentagens em torno de 40%. Os óleos essenciais extraídos de 

orégano e tomilho, por exemplo, têm potencial antimicrobiano significativo frente a bactérias 

Gram positivas, Gram negativas e fungos (DAL POZZO et al., 2011). Além disso, estudos 

realizados com estes óleos mostraram sua eficiência como conservante de alimentos, 

justificada pelo alto potencial antimicrobiano, principalmente do carvacrol (LEAL, 2013). 

De uma forma geral, o mecanismo de ação dos óleos essenciais e seus compostos 

majoritários nas células bacterianas diz respeito, principalmente, a danos estruturais e 

funcionais à membrana citoplasmática. Como são tipicamente lipofílicos, eles se acumulam 

na bicamada lipídica da membrana citoplasmática, conferindo característica de 

permeabilidade. A permeabilidade das membranas celulares é dependente da sua composição 

e da hidrofobicidade dos solutos que a atravessam, de maneira que a resistência bacteriana a 

óleos essenciais e seus compostos fenólicos parece estar relacionada à habilidade de partição 

dos componentes dos mesmos na fase lipídica da membrana (DAL POZZO et al., 2011). 

A indústria de alimentos apresenta crescente demanda por óleos essenciais e seus 

compostos, devido a possível aplicação como conservante alimentar e no que se refere ao 

combate a patógenos, como S. Typhimurium, S. aureus, Clostridium perfringens, entre 

outros. Outro benefício apresentado pelo uso de óleos essenciais diz respeito à facilidade de 

isolamento dos mesmos a partir de material vegetal. Além disso, apresentam baixa toxicidade 

em mamíferos, além de serem fácil e rapidamente degradados (KAVANAUGH & RIBBECK, 

2012). 

Em adição, além da inibição de células bacterianas vegetativas, a presença de 

carvacrol pode causar supressão da produção de toxinas microbianas, capazes de desencadear 

grandes surtos alimentares, uma vez que este composto provoca insuficiência de ATP para 

secretar as toxinas, devido ao fato de as células utilizarem todas as energias disponíveis para 

sustentar sua viabilidade (ULTEE & SMID, 2001). 
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Com relação a esse fenômeno, Trater, Tassou & Nychas (1993), em seus estudos com 

S. aureus S6, micro-organismo produtor de enterotoxina B, observaram que a oleuropeína, 

composto fenólico extraído de folhas de oliveira, foi capaz de inibir a multiplicação do 

patógeno e a produção de toxinas. Segundo os autores, para inibição do micro-organismo, 

foram necessárias maiores concentrações do composto, porém para inibição da produção de 

toxina B, baixas concentrações de oleuropeína foram efetivas.    

Além disso, a pressão pela substituição de compostos antimicrobianos sintetizados 

quimicamente vem aumentando nos últimos anos (XU et al., 2007), fato que tem expandido o 

interesse pelo uso de óleos essenciais como sanificantes naturais e sua utilização como 

antimicrobiano em vegetais minimamente processados (AZERÊDO et al., 2012), por 

exemplo. Esses produtos são manipulados em processos como descascamento e 

fracionamento e necessitam de sanitização, uma vez que apresentam potencial para abrigar 

bactérias patogênicas (OLIVEIRA et al., 2015). 

Muitos óleos essenciais e seus constituintes individuais são considerados GRAS nas 

doses tipicamente utilizadas em alimentos (BURT, 2004). Entretanto, quando aplicado 

diretamente em alimentos ou mesmo em superfícies e equipamentos que entram em contato 

direto com o alimento, é necessário atentar para a quantidade aplicada, pois, muitas vezes, a 

concentração requerida de óleo essencial para estabelecimento do efeito antimicrobiano pode 

resultar em odores e sabores indesejáveis aos consumidores (GUTIERREZ et al., 2009). 

Outros problemas relacionados à aplicação direta de óleos essenciais e seus constituintes seria 

a estabilidade, já que são substâncias voláteis, bem como a hidrofobicidade que poderia 

dificultar sua aplicação na indústria de alimentos (BRANEN & DAVIDSON, 2004; 

CHOLLET et al., 2008; WEISHEIMER et al., 2010).  

Neste contexto, alguns novos métodos estão sendo avaliados visando melhorar a 

estabilidade e biodisponibilidade dos óleos essenciais e seus constituintes, entre os quais está 

a encapsulação em lipossomas.  

 

3.6. Encapsulação em lipossomas de antimicrobianos naturais presentes em 

óleos essenciais 
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Lipossomas são estruturas coloidais constituídas de um núcleo interno aquoso e uma 

membrana formada pela auto associação de moléculas fosfolipídicas em bicamadas. Esse 

mecanismo de formação é baseado nas interações que ocorrem entre fosfolipídios e moléculas 

de água, onde os grupos polares finais dos fosfolipídios são expostos à fase aquosa, localizada 

no interior e exterior, e as caudas de hidrocarboneto hidrofóbicas são forçadas a formar uma 

bicamada (JESORKA & ORWAR, 2008). É durante esse processo de formação que, devido à 

energia imposta aos fosfolipídios, solutos presentes no meio aquoso podem ser encapsulados. 

Além disso, devido à presença de fase aquosa e lipídica na estrutura das vesículas, os 

lipossomas podem ser utilizados na encapsulação e liberação de materiais hidrossolúveis, 

lipossolúveis e anfifílicos (MOZAFARI et al., 2008). 

Como demonstrado na Figura 1, após a formação, os lipossomas podem ser 

classificados quanto ao número de bicamadas, assumindo forma de vesículas multilamelares 

(MLV) ou unilamelares (ULV); ou quanto ao seu tamanho, podendo apresentar vesículas 

unilamelares grandes (LUV) ou vesículas unilamelares pequenas (SUV) (SHARMA & 

SHARMA, 1997). 

Existem diferentes técnicas para encapsulamento de óleos essenciais em partículas 

poliméricas, e cada uma apresenta vantagens específicas. Entretanto, técnicas que incluem 

etapas de aquecimento ou evaporação podem apresentar perdas do composto, embora seja 

comprovado que óleos essenciais encapsulados ficam protegidos contra degradação, que pode 

ocorrer devido a altas temperaturas, luz UV e oxidação, que comprometem a atividade 

biológica deles (ASBAHANI et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Estrutura e classificação dos lipossomas (GAETI, 2011); 
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Para encapsulação de antimicrobianos em lipossomas, a técnica mais utilizada é a 

hidratação do filme fosfolipídico. O método consiste na formação de um filme lipídico na 

superfície interna de um balão de fundo redondo após solubilização do lipídio em solvente e 

evaporação do mesmo. O composto bioativo em solução tampão é adicionado neste filme e a 

dispersão dos fosfolipídios é facilitada por ultra agitação. Através da agitação o filme se 

desprende da superfície do balão sob forma de vesículas com diâmetros elevados e 

multilamelares. Para diminuir e homogeneizar o tamanho dos lipossomas, uma nova energia 

deve ser fornecida como ultra-som, por exemplo, para desta forma obter-se vesículas de 

tamanho adequado e alta eficiência de encapsulação (SHARMA & SHARMA, 1997; 

JESORKA & ORWAR, 2008; MALHEIROS et al, 2010; 2011). 

Na indústria de alimentos os lipossomas têm sido estudados para liberação controlada 

de enzimas, vitaminas, antioxidantes, flavors e, mais recentemente, compostos bioativos, isso 

porque essas estruturas têm a capacidade de proteger o material encapsulado contra mudanças 

ambientais, tais como mudanças de pH, temperatura e alterações químicas (MOZAFARI et 

al., 2008).  

A encapsulação de óleos essenciais e seus constituintes vêm mostrando resultados 

promissores. Liolios et al. (2009), por exemplo, encapsularam timol e carvacrol em 

lipossomas utilizando a técnica da hidratação do filme fosfolipídico e, dessa forma, 

observaram aumento da atividade antimicrobiana. Coimbra et al. (2011) encapsularam 

carvacrol, com o mesmo método, obtendo aumento da solubilidade e melhoramento da 

estabilidade do composto. Portanto, a encapsulação de timol e carvacrol em lipossomas pode 

resultar em aumento da atividade antimicrobiana desses compostos visando melhorar sua ação 

sanificante contra microrganismos aderidos em aço inoxidável.   
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A metodologia e os resultados serão apresentados na forma de artigo. 

4. ARTIGO 

 

Ação desinfetante de soluções de timol e carvacrol livres e encapsulados em lipossomas 

sobre Salmonella spp. e Staphylococcus aureus aderidos em aço inoxidável AISI 304 

 

Artigo preliminar a ser submetido ao periódico Food Microbiology, após formatação e 

tradução para o inglês. 
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Ação desinfetante de soluções de timol e carvacrol livres e encapsulados em lipossomas 

sobre Salmonella spp. e Staphylococcus aureus aderidos em aço inoxidável AISI 304 

Juliana Both ENGEL e Patrícia da Silva MALHEIROS 

 

RESUMO 

A adesão de micro-organismos em superfícies de contato é etapa fundamental do processo de 

formação de biofilmes, que representa preocupação à indústria de alimentos, uma vez que 

podem apresentar grande resistência a tratamentos antimicrobianos, podem causar 

deterioração e veiculação de patógenos. Além disso, o aumento da preocupação dos 

consumidores em relação ao uso de agentes químicos artificialmente sintetizados encorajam 

pesquisas envolvendo o uso de compostos naturais com atividade antimicrobiana. Timol e 

carvacrol, presentes em óleos essenciais, tem se destacado pela capacidade de inibir a 

multiplicação de patógenos como Staphylococcus aureus e Salmonella spp. Assim, este 

trabalho teve como objetivo avaliar a ação desinfetante de timol e carvacrol livres e 

encapsulados frente a S. aureus e Salmonella spp. inoculados em caldo BHI e leite de vaca 

integral UHT, aderidos ao aço inoxidável AISI 304. Primeiramente, a Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) foi determinada utilizando placas de microdiluição de acordo com o Clinical 

and Laboratory Standards Institute, e a partir destas concentrações foram preparadas soluções 

alcoólicas 20% (v/v) contendo timol e carvacrol. Os lipossomas para a encapsulação foram 

desenvolvidos pela técnica de hidratação do filme lipídico. Corpos de prova de aço inoxidável 

permaneceram por 15 minutos em contato com as culturas bacterianas e, em seguida, foram 

expostos as soluções sanificantes, durante 1 e 10 minutos. Após o tempo de exposição, o 

número de células sobreviventes foi determinado por contagem em placas. S. aureus 

apresentou valores de CIM para timol e carvacrol de 0,662 mg/mL e Salmonella spp. de 0,331 

mg/mL, para ambos os compostos. Os resultados mostram que a aderência dos micro-

organismos ao aço inoxidável foi de 5,5 a 6,5 log UFC/cm
2
. As soluções alcoólicas 

preparadas com timol e carvacrol causaram inibição total (6,1 log UFC/cm
2
) do pool de S. 

aureus mesmo quando o tempo de ação foi de 1 minuto e na presença de resíduos de leite. A 

inibição total de Salmonella spp. (5,94 log UFC/cm
2
) somente ocorreu após 10 minutos. O 

controle positivo feito com solução alcoólica 20% (v/v) confirmou que o efeito 

antimicrobiano ocorreu somente quando o timol ou carvacrol estavam presentes na solução 

desinfetante. Os lipossomas contendo timol/carvacrol apresentaram tamanho de 270,2 ± 12,5 

nm, polidispersidade de 0,339 ± 0,17 e potencial zeta de + 39,99 ± 2,72 mV. Este composto 

não inibiu totalmente a população de patógenos aderidos ao aço inoxidável com 1 minuto de 

contato. Para inativação de S. aureus ou Salmonella spp. foi necessário manter os lipossomas 

(CIM = 0,662 mg/mL) em contato com o material por 10 minutos, sugerindo uma liberação 

mais lenta dos antimicrobianos encapsulados. 

 

Palavras-chave: timol; carvacrol; lipossomas; Staphylococcus aureus; Salmonella spp. 
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INTRODUÇÃO 

A adesão bacteriana consiste em uma atração da célula pela superfície, seguida da 

adsorção e posterior aderência (KATSIKOGIANNI & MISSIRLIS, 2004). As características 

das superfícies que entram em contato com os alimentos apresentam papel muito importante 

nesse processo. O aço inoxidável, por exemplo, é um material hidrofílico amplamente 

utilizado na confecção de equipamentos e utensílios para a indústria de alimentos. Esse 

material apresenta excelentes propriedades físico-químicas, baixo custo em relação aos 

demais (ARAÚJO et al., 2010), boa resistência mecânica e à corrosão e facilidade de 

fabricação (ORTEGA et al., 2010). 

Motivo de grande preocupação para a indústria de alimentos, a adesão de micro-

organismos a superfícies e equipamentos pode proporcionar a sobrevivência de células e 

ocasionar a formação de biofilmes, causando contaminação cruzada, diminuição da vida de 

prateleira e transmissão de doenças (ORTEGA et al., 2010; WHITEHEAD & VERRAN, 

2015).  

No Brasil, as bactérias identificadas que mais causaram doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) foram Salmonella spp. (39,5%) e Staphylococcus aureus (19,7%) (BRASIL, 

2013) e a formação de biofilmes após a adesão de micro-organismos patogênicos em 

superfícies de contato com alimentos é apontada como um dos principais fatores que 

contribuem com a ocorrência de surtos alimentares (SHI & ZHU, 2009; BONSAGLIA et al., 

2014). 

Para reduzir o número de casos de DTA, o processo de higienização deve ser prática 

frequente nas indústrias de alimentos e serviços de alimentação. A higienização compreende 

duas etapas: limpeza, que consiste na remoção de sujidades como terra, poeira e outras 

geralmente visíveis a olho nu, e desinfecção ou sanitização, procedimento que visa reduzir até 

níveis aceitáveis o número de micro-organismos aderidos às superfícies através de agentes 

químicos ou físicos (BATISTA, 2003; ANDRADE, 2008; SILVA, DUTRA & CADIMA, 

2010). 

Atualmente, o uso de agentes sanitizantes sintetizados artificialmente não é bem visto 

pelos consumidores, os quais buscam por produtos naturais. Por esse motivo, aumentam cada 

vez mais as pesquisas na busca por compostos naturais com propriedades antimicrobianas, 

como os óleos essenciais. 
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Óleos essenciais são complexas misturas de líquidos aromáticos e voláteis produzidos 

no metabolismo secundário das plantas em resposta a fitopatógenos e insetos, e podem ser 

extraídos de diversas partes dos vegetais. Além disso, apresentam propriedades 

antimicrobianas, que atingem amplo espectro de bactérias, incluindo ação sobre biofilmes 

(HYLDGAARD et al., 2012; SZCZEPANSKI & LIPSKI, 2014). Eles apresentam substâncias 

voláteis em diferentes concentrações, em que um composto farmacologicamente ativo é 

majoritário, como por exemplo, carvacrol e timol, nos óleos essenciais de orégano e tomilho, 

respectivamente (DAL POZZO et al., 2011). Ainda, apresentam menores riscos com relação à 

sua aplicação em alimentos (SILVA, 2007) sendo reconhecidos pelo Food and Drug 

Administration (FDA) como substâncias seguras de acordo com o Code of Federal 

Regulations (CFR, 2015). 

Entretanto, alguns problemas de estabilidade, possível interação entre os 

antimicrobianos naturais e resíduos de limpeza, hidrofobicidade e volatilidade podem resultar 

na diminuição da atividade antimicrobiana destes compostos presentes em óleos essenciais 

dificultando sua aplicação como sanitizante na indústria de alimentos (BRANEN & 

DAVIDSON, 2004; CHOLLET et al., 2008; WEISHEIMER et al., 2010).  

Neste contexto, a encapsulação em lipossomas pode ser uma solução para tais 

problemas, pois dessa forma os compostos antimicrobianos ficariam protegidos, diminuindo 

sua volatilidade, facilitando sua interação com a superfície de contato com alimentos e 

prolongando sua duração, por meio de uma liberação controlada (MALHEIROS et al., 2011; 

ASBAHANI et al, 2015; ZORZI et al, 2015). Lipossomas são estruturas coloidais 

constituídas de um núcleo interno aquoso e uma membrana formada pela auto associação de 

moléculas fosfolipídicas em bicamadas. Portanto, os lipossomas podem ser utilizados na 

encapsulação e liberação de materiais anfifílicos, hidrossolúveis e lipossolúveis (MOZAFARI 

et al, 2008; MALHEIROS et al., 2011), como o timol e carvacrol. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano de timol e carvacrol livres 

e encapsulados em lipossomas frente à Staphylococcus aureus e Salmonella spp. aderidas em 

aço inoxidável.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 
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Culturas bacterianas 

 Dois pools bacterianos foram utilizados sendo um composto por 4 cepas de S. aureus e 

outro composto por 4 cepas de Salmonella spp. As cepas utilizadas para a composição do 

pool de S. aureus foram: S. aureus 4668/03, isolado de alimento envolvido em surto de 

origem alimentar; S. aureus S6, isolado de aço inoxidável de frigorífico de carne de aves 

antes da limpeza; S. aureus S8, isolado de placa de corte de frigorífico de carne de aves antes 

da limpeza e S. aureus ATCC 2998. As cepas utilizadas para a composição do pool de 

Salmonella spp. foram: S. Enteriditis SE86, isolada de repolho envolvido em surto alimentar, 

sendo que essa cepa apresenta o mesmo perfil genético de mais de 90% das Salmonellas 

envolvidas nos surtos alimentares causados por esse patógeno no Rio Grande do Sul 

(GEIMBA et al., 2004, CAPALONGA et al., 2014); S. Typhimurium, isolada de fezes de 

suínos; S. Newport e S. Saint Paul, ambas isoladas de produtos cárneos. Todas as cepas foram 

cultivadas, separadamente, em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia, Mumbai, Índia) e 

em leite de vaca UHT integral adquirido em mercado local, a 37 °C por 18-24 horas. Foram 

utilizados 2,5 mL de caldo BHI ou leite contendo cada cepa, totalizando 10 mL para S. aureus 

e 10 mL para Salmonella spp. para compor o pool. 

 

Preparação das soluções sanificantes 

 Carvacrol (98% de pureza) e timol (≥99,5% de pureza) foram adquiridos da Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Para o desenvolvimento da solução sanificante, 0,106 g de 

cada composto foram pesadas e diluídas em 10 mL de solução alcoólica 20% (v/v) 

(CHORIANOPOULOS et al., 2008). A concentração dos antimicrobianos foi determinada a 

partir de experimentos prévios. Antes da aplicação nos corpos de prova, essa solução 

sanificante foi diluída em água destilada estéril para obtenção do valor observado na CIM.  

 

Encapsulação dos antimicrobianos naturais em lipossomas 

 Os lipossomas foram preparados pela técnica de hidratação do filme lipídico 

(MALHEIROS et al., 2010). Primeiramente, foram pesados 0,08 g de fosfatidilcolina de soja 

(LIPOID S 100 – Lipoid GMBH - Alemanha) em um balão de fundo redondo. Em seguida, 

foram adicionados 20 mL de clorofórmio o qual foi removido em rotaevaporador (Heidolph – 
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Laborota 4000 – Heizbad OB, Alemanha) para a formação do filme na superfície interna do 

balão. Para garantir a completa remoção do solvente, o filme foi mantido em dessecador por 

24 horas. Então, o filme foi re-hidratado pela adição de 10 mL de uma solução composta por  

0,106 g de timol e 0,106 g de carvacrol em DMSO (solvente polar) 10% (v/v). Utilizou-se 

DMSO para diluição dos óleos porque experimentos prévios mostraram que o álcool 

desestabiliza a estrutura dos lipossomas. A solução foi homogeneizada em banho-maria a 40 

°C e vórtex. Finalmente, para reduzir e homogeneizar o tamanho dos lipossomas já formados 

utilizou-se ultrassom de ponta (50 KHz, Sonics & Materials Inc. VCX 400, Danbury, CT, 

USA), em 3 ciclos de 1 minuto em banho de gelo. Esse experimento foi repetido duas vezes. 

 O diâmetro médio e polidispersidade dos lipossomas contendo os antimicrobianos 

naturais foram determinados por espalhamento dinâmico de luz em equipamento Brookhaven 

Instruments (modelo EMI9863) com 3 repetições. O potencial zeta também foi determinado 

em equipamento da Brookhaven Instruments ZetaPALS (modelo 31450) com 3 repetições. 

Previamente a essa caracterização os lipossomas foram diluídos em água destilada. A 

atividade antimicrobiana foi determinada por Concentração Inibitória Mínima conforme 

descrito abaixo. 

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada para timol, carvacrol e para 

os lipossomas, utilizando placas de microdiluição de 96 poços de acordo com o Committee for 

Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2002) com modificações. A suspensão bacteriana de 

cada pool foi ajustada para aproximadamente 10
8
 UFC/mL. Isso foi feito diluindo-se cada 

suspensão em caldo BHI estéril para obter uma absorbância (OD630 nm) de aproximadamente 

0,5 usando espectrofotômetro (Ultrospec 3100 pro – Amersham Biosciences). Para 

confirmação dessa concentração foi realizada contagem em placas, utilizando ágar BHI. 

Inicialmente, adicionou-se em cada poço 100 µL de caldo BHI. Então, 100 µL de solução 

sanificante foram adicionadas no primeiro poço, homogeneizadas e transferidas para o 

segundo poço, do segundo para o terceiro, e assim sucessivamente. Em seguida, 100 µL do 

pool de bactérias foram adicionados em cada poço, sendo que no último poço não foram 

adicionadas bactérias, servindo assim de controle negativo. Essa técnica foi repetida para 

todas as soluções sanificantes. Solução alcoólica 20% (v/v) sem os antimicrobianos foi 
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utilizada como controle positivo. A placa de microdiluição foi incubada a 37 °C e após 18-24 

h observou-se a presença ou não de turvação em cada poço. 

 

Preparação dos coupons de aço inoxidável AISI 304 

 Corpos de prova de aço inoxidável 304 foram confeccionados nas dimensões de 2 cm 

x 2 cm, com espessura de 1 mm.  Previamente aos ensaios de adesão bacteriana, os coupons 

foram lavados com detergente neutro e devidamente enxaguados, sendo em seguida secos a 

60 °C. Depois de secos, os coupons foram autoclavados a 121 °C, por 15 minutos, e 

novamente levados à estufa para secagem (ROSSONI & GAYLARDE, 2000). Os corpos de 

prova foram mantidos em frascos estéreis que permaneceram à temperatura ambiente até o 

momento dos ensaios. 

 

Adesão microbiana e ação dos sanificantes 

 Para a avaliação da adesão microbiana, utilizou-se o pool obtido a partir do cultivo de 

cada bactéria em caldo BHI bem como o pool obtido a partir do cultivo em leite de vaca UHT 

integral. Um coupon de aço inoxidável AISI 304 foi imerso em 10 mL de cada pool 

bacteriano, com concentração de aproximadamente 10
8 

UFC/mL, durante 15 minutos, para 

adesão das células microbianas à sua superfície. Durante esse período, o frasco contendo o 

pool e o coupon foi mantido em estufa a 37 °C. Em seguida, o coupon foi lavado em 10 mL 

de água peptonada 0,1% para remoção das células pouco aderidas. O coupon contendo as 

células aderidas foi, então, imerso em 10 mL de solução sanificante preparada a partir do 

resultado obtido na determinação do CIM. Além disso, os experimentos foram conduzidos 

utilizando soluções sanificantes com ½ do valor do CIM, bem como com o dobro desta 

concentração. Foram testados tempos de contato entre aço inoxidável e solução sanificante de 

1 e 10 minutos. Dois controles foram realizados, sendo que em um deles o coupon foi imerso 

em 10 mL de água peptonada 0,1% e no outro o coupon foi imerso em 10 mL de solução 

alcoólica 20% v/v diluída em água destilada estéril nas mesmas condições do sanificante. 

Esse último controle foi realizado para comprovar que a ação antimicrobiana foi devido à 

presença do carvacrol e timol e não devido ao efeito do álcool. Transcorrido o tempo de 

contato estipulado, o coupon foi novamente imerso em 10 mL de água peptonada 0,1% para 
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retirada do sanificante. Depois de lavado, o coupon foi imerso em 10 mL de água peptonada 

0,1% e sonicado em lavadora ultrassônica (UNIQUE
®
-USC700) com potência de 55 KHertz, 

por 10 minutos, para que as células aderidas se soltassem da superfície testada (SINDE & 

CARBALLO, 2000). Quatro diluições decimais de cada corpo de prova sonicado foram 

preparadas (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 e 10
-4

), sendo que 20 µL das mesmas foram semeados em ágar 

BHI, pelo método de gota (MILLES & MISRA, 1938) e, então, incubados a 37 °C por 18 h. 

  

Análise estatística 

 As contagens bacterianas obtidas nos experimentos de adesão microbiana e ação dos 

sanificantes foram analisadas estatisticamente através da Análise de Variância (ANOVA), 

fator único, aplicando o teste de Tukey (p<0,05) utilizando o software Statistica 12.0. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Desenvolvimento de lipossomas contendo timol e carvacrol 

Os lipossomas contendo uma mistura de timol e carvacrol apresentaram diâmetro 

médio das partículas em suspensão de 270,2 ± 12,5 nm com polidispersidade, que indica a 

distribuição de tamanhos presentes na solução, de 0,339 ± 0,17. O potencial zeta mostrou que 

a carga superficial desses lipossomas foi de + 39,99 ± 2,72 mV. A elevada carga elétrica das 

nanovesículas desenvolvidas nesse estudo sugere boa estabilidade da suspensão, pois quanto 

maior o potencial zeta, tanto positivo quanto negativo, maiores são as interações repulsivas, 

diminuindo assim a frequência das colisões e possibilidade de precipitação (MALHEIROS et 

al., 2010). 

Paula et al. (2010) encapsularam em nanopartículas de quitosana e goma do angico 

óleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia sidoides), cujo principal componente foi o timol. A 

emulsão contendo o óleo essencial para nanoencapsulação foi preparada com Tween, um 

detergente não iônico. Diferente do observado no presente estudo, as nanopartículas 

apresentaram tamanho bastante reduzido (10 a 60 nm) e potencial zeta negativo. 

Nanopartículas de zeína, proteína do glúten do milho, carregadas com timol e estabilizadas 

com caseinato de sódio e cloridrato de quitosano foram preparadas e caracterizadas no estudo 
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realizado por Zhang et al. (2014). Na ausência de caseinato de sódio o tamanho das partículas 

e o potencial zeta foram de 118,30 nm e +28,10 mV, respectivamente. Após revestimento das 

nanopartículas com caseinato de sódio, houve inversão do sinal do potencial zeta, que passou 

de positivo para negativo, na faixa de -33,60 a -38,95 mV, enquanto o tamanho passou para 

cerca de 200 nm. No estudo, os autores comprovaram que timol encapsulado foi mais efetivo 

na supressão de bactérias Gram positivas do que o timol não encapsulado por um período 

mais longo. As nanopartículas de zeína apresentaram um perfil de liberação do composto em 

duas fases. Acredita-se que na primeira fase, mais rápida, há liberação da porção de timol 

presente na fase externa do filme; a segunda fase de liberação, mais lenta, representaria o 

timol contido nas partículas de zeína. 

Portanto, segundo os resultados do estudo supracitado realizado por Zhang et al. 

(2014) o tamanho, o potencial zeta e a atividade antimicrobiana de nanopartículas contendo 

compostos bioativos podem ser influenciados tanto pelo tipo de material usado na 

encapsulação como pelo composto encapsulado e meio dispersante.  

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de timol, carvacrol e lipossomas 

contendo timol/carvacrol 

Os valores de CIM para timol, carvacrol e lipossomas contendo timol/carvacrol frente 

aos diferentes pools de bactérias podem ser observados na Tabela 1. O controle positivo feito 

com solução alcoólica 20% (v/v) confirmou que o efeito antimicrobiano ocorreu somente 

quando o timol ou carvacrol estavam presentes na solução desinfetante.  

 

Tabela 1: Concentração Inibitória Mínima (CIM) de timol, carvacrol e lipossomas contendo 

carvacrol/timol para pool de Staphylococcus aureus e Salmonella spp; 

Micro-organismo  Composto CIM (mg/mL) 

Staphylococcus aureus 

Timol 0,662 

Carvacrol 0,662 

Lipossomas  0,662 

Salmonella spp. 

Timol 0,331 

Carvacrol 0,331 

Lipossomas 0,662 
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Os resultados mostraram que as cepas de Salmonella utilizadas neste estudo foram 

mais sensíveis do que as cepas de Staphylococcus aureus tanto para o desinfetante contendo 

carvacrol quanto para o desinfetante contendo timol. O mesmo foi observado por Sharififar et 

al. (2007), os quais afirmaram que timol e carvacrol apresentam maior bioatividade sobre 

bactérias Gram negativas, devido à maior afinidade destas pela estrutura lipídica da 

membrana que as envolve. Timol e carvacrol atuam induzindo deformações na membrana 

citoplasmática alterando sua permeabilidade. Além disso, é possível que núcleos aromáticos, 

contendo um grupo polar, possam fazer ligações de hidrogênio com os sítios ativos de 

enzimas microbianas alvo, o que favoreceria a atividade antimicrobiana (LAMBERT et al., 

2001; ULTEE et al., 2002). 

Dal Pozzo et al. (2011) analisaram a atividade antimicrobiana de óleos essenciais de 

condimentos frente a Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina. Os autores analisaram 

as CIM para diversos óleos essenciais, tais como os de orégano e tomilho, bem como suas 

frações majoritárias, carvacrol e timol. Os resultados para CIM foram 1,44 mg/mL para óleo 

essencial de orégano; 1,47 mg/mL para óleo essencial de tomilho; 0,76 mg/mL para carvacrol 

e 1,06 mg/mL para timol, valores próximos dos observados nesta pesquisa, além de 

comprovar que as frações majoritárias evidenciaram maior atividade antimicrobiana do que os 

óleos essenciais. 

Lu & Wu (2010) avaliaram a redução da contaminação causada por Salmonella 

enterica em tomates lavados com óleo essencial de tomilho, timol e carvacrol. No referido 

estudo, foram utilizadas cepas de S. Kentucky, S. Senftenberg, S. Enteritidis e S. 

Typhimurium e o valor de CIM para o óleo essencial de tomilho foi de 1,0 mg/mL para todas 

as cepas estudadas. Para timol e carvacrol, o valor encontrado foi de 0,2 mg/mL para ambos 

os compostos, para todas as cepas. Estes resultados também apontam que os compostos 

majoritários apresentam maior atividade antimicrobiana do que o óleo essencial, além de 

mostrarem que quando as cepas são cultivadas separadamente, os valores de CIM observados 

são relativamente menores dos que os obtidos para as cepas crescendo juntas, como neste 

estudo (CARPENTIER & CHASSAING, 2004; MOLIN et al., 2004; BURMOLLE et al., 

2006). 

Neste trabalho, a encapsulação de timol/carvacrol em lipossomas não melhorou a 

atividade antimicrobiana de acordo com os resultados da CIM (Tabela 1). Neste sentido, é 

possível sugerir que o composto ficou retido no interior da nanovesícula, não sendo liberado 
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imediatamente para inibir o patógeno alvo. De forma semelhante, Pan et al. (2014) 

encapsularam timol em caseinato de sódio pela técnica da homogeneização high shear e 

encontraram um valor de CIM de 0,2 mg/L tanto para o composto livre quanto encapsulado 

frente a Listeria monocytogenes Scott A.  

 

Adesão microbiana e ação dos sanificantes 

Os resultados da adesão microbiana mostraram que uma população média inicial de 

aproximadamente 8 a 9 log UFC/mL de Salmonella spp. e S. aureus, cultivados tanto em 

caldo BHI quanto em leite integral, foram capazes de aderir de 5,5 a 6,5 log UFC/cm
2
 em aço 

inoxidável AISI 304 após 15 minutos de contato. O aço inoxidável é um material no qual 

micro-organismos, tanto Gram positivos quanto Gram negativos, podem aderir (HOOD & 

ZOTTOLA, 1997), sendo que neste curto intervalo de tempo (menor do que 2 horas) os 

micro-organismos estão ligados entre si e com a superfície por interações fracas 

(BERESFORD et al., 2001). 

A adesão de bactérias em superfícies utilizadas para manipulação de alimentos é um 

grande problema para indústria alimentícia, pois é a primeira etapa para a formação de 

biofilmes, os quais podem ser associados a surtos de DTA. Normalmente a formação de 

biofilmes ocorre por falhas nos procedimentos de higienização, especialmente porque muitos 

manipuladores não respeitam o tempo correto para a ação do sanificante. Além disso, a 

maioria dos sanificantes não age em superfícies com resíduos de alimentos ou detergentes, 

além de serem potencialmente tóxicos ao operador, ao meio ambiente e aos consumidores, 

caso o enxague não seja adequado. Neste contexto, o desenvolvimento de sanificantes 

contendo antimicrobianos naturais, como timol e carvacrol, podem ser boas alternativas aos 

agentes químicos.  

Os resultados dos experimentos utilizando os sanificantes naturais frente ao pool de S. 

aureus mostraram que quando o micro-organismo foi cultivado em caldo BHI, tanto a solução 

alcoólica contendo timol quanto a solução alcoólica contendo carvacrol, inativaram toda a 

população aderida no aço inoxidável (6,22 log UFC/cm
2
), após 10 minutos de ação. O mesmo 

experimento foi realizado para avaliar se 1 minuto de ação do sanificante inibiria o pool de S. 

aureus aderido ao aço inoxidável. Os resultados mostraram que 1 minuto foi suficiente para 

inativar toda à população aderida (5,88 log UFC/cm
2
). Em ambos os experimentos, a inibição 
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causada pela solução alcoólica 20% v/v não foi significativa frente ao controle. Já as reduções 

logarítmicas das soluções de timol e carvacrol foram significativamente diferentes quando 

comparadas ao controle e à solução alcoólica 20% (v/v), mas não apresentaram diferença 

entre si. Portanto, os diferentes tempos de contato, 1 e 10 minutos, não foram 

significativamente diferentes, o que mostra uma vantagem potencial para aplicações destes 

compostos como sanificantes em indústrias de alimentos, uma vez que não demandam tempo 

de contato prolongado.  

Dessa forma, utilizou-se leite de vaca integral UHT para cultivo e adesão das 

bactérias, simulando ambiente de indústrias processadoras desta matéria-prima. Inicialmente 

foi testado tempo de contato de 10 minutos, bem como soluções sanificantes preparadas com 

o dobro da CIM e metade da CIM. A Figura 1 mostra que para este tempo de contato as 

soluções preparadas com timol e carvacrol, tanto para a CIM quanto para o dobro desta, 

causaram inibição total do micro-organismo, diferentemente daquela causada quando somente  

 

Figura 1: Inativação de Staphylococcus aureus (cultivado em leite de vaca integral) aderido em aço inoxidável 

utilizando solução alcoólica 20% contendo timol (CIM = 0,6625 mg/mL), carvacrol (CIM = 0,6625 mg/mL) e 

lipossomas contendo timol/carvacrol (CIM = 0,6625 mg/mL) após 10 minutos de contato. A barra cinza mostra a 

população que aderiu ao coupon após 15 minutos de contato e a barra pontilhada cinza mostra o efeito da 

solução alcoólica 20% sem antimicrobianos. 
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a metade da CIM foi utilizada na preparação dos sanificantes. A solução alcoólica 20% (v/v) 

não apresentou redução significativa (p<0,05) frente ao controle, mostrando que o efeito 

antimicrobiano foi devido à ação do timol e carvacrol. Além disso, os lipossomas contendo 

timol/carvacrol inativaram toda a população de S. aureus aderida ao aço inoxidável (6,1 log 

UFC/cm2), em 10 minutos de contato. 

Na tentativa de verificar se tempos menores de contato seriam suficientes para a 

inibição do pool de micro-organismos, procedeu-se o mesmo experimento com tempo de 

contato de 1 minuto. A Figura 2 demonstra que em 1 minuto, as soluções de timol e carvacrol 

preparadas com valor obtido para CIM, bem como para o dobro desta concentração, 

proporcionaram inibição total do pool de S. aureus. Entretanto, tempo de contato mais curto 

demonstra que a solução desinfetante preparada a partir de timol e carvacrol encapsulados não 

foi eficaz na inibição microbiana, bem como as soluções de timol e carcavrol livres 

preparadas com a metade da CIM. 

 

Figura 2: Inativação de Staphylococcus aureus (cultivado em leite de vaca integral) aderido em aço inoxidável 

utilizando solução alcoólica 20% contendo timol (CIM = 0,6625 mg/mL), carvacrol (CIM = 0,6625 mg/mL) e 

lipossomas contendo timol/carvacrol (CIM = 0,6625 mg/mL) após 1 minuto de contato. A barra cinza mostra a 

população que aderiu ao coupon após 15 minutos de contato e a barra pontilhada cinza mostra o efeito da 

solução alcoólica 20% sem antimicrobianos. 
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De forma geral, comparando os experimentos realizados com crescimento e adesão de 

S. aureus em caldo BHI e em leite de vaca integral UHT, para as soluções de timol e 

carvacrol, não houve diferença significativa (p<0,05). Ambas as soluções se mostraram 

eficazes na redução logarítmica, não importando o meio de multiplicação bacteriana nem o 

tempo de contato do coupon com a solução sanificante. 

Resultados positivos com relação à redução de contagens microbianas utilizando 

compostos naturais também foram observados por Mendonça (2004), que analisou o efeito 

dos óleos essenciais de condimentos sobre a multiplicação de S. aureus ATCC 25963 em 

ricota cremosa. Este estudo mostrou que o óleo essencial de orégano, rico em timol e 

carvacrol, em concentração de 5%, reduziu 3,08 ciclos logarítmicos na matriz alimentícia. 

Outro estudo que vai ao encontro dos resultados observados nesta pesquisa foram 

mostrados por Lambert et al. (2001), que testaram a ação dos componentes do óleo essencial 

de orégano, timol e carvacrol concluindo que efeitos inibitórios combinados destes compostos 

foram capazes de causar inibição total de S. aureus com concentrações de 0,14 mg/mL e 

0,175 mg/mL para timol e carvacrol, respectivamente. Lakis et al. (2012) compararam o 

efeito inibitório dos compostos presentes no óleo essencial de orégano (timol e carvacrol) à 

diferentes antibióticos, como tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina, ácido nalidíxico, 

cefalotina e gentamicina, sobre S. aureus ATCC 25923 e S. aureus isolado da cavidade oral 

de humanos. O estudo mostrou maior atividade antimicrobiana de timol e carvacrol 

comparados aos antibióticos para ambas as cepas analisadas, sendo que o timol mostrou-se o 

composto mais eficiente. 

Júnior (2011) observou a atuação de timol e carvacrol presentes no óleo essencial de 

tomilho sobre biofilme de S. aureus ATCC 25923 em coupons de aço inoxidável AISI 304. 

Neste estudo, a CIM encontrada para o óleo essencial de tomilho foi igual a 0,10% (v/v) e a 

partir deste resultado foi preparada a solução sanificante. Após a exposição dos coupons à 

solução sanificante, composta por 8 mL de solução salina, 1,99 mL de etanol e 0,01 mL do 

óleo essencial, por 10 minutos, houve redução de 6,68 log UFC/cm
2
 com relação ao controle 

(solução sem óleo essencial) e não houve recuperação de células viáveis de S. aureus, fato 

que comprova a eficácia do composto na aplicação como sanificante. 

No presente estudo, para o pool de Salmonella spp. cultivado em caldo BHI, as 

soluções alcoólicas contendo timol e carvacrol inativaram toda a população aderida ao aço 
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inoxidável (5,94 log UFC/cm
2
), após 10 minutos de contato. Entretanto, quando o 

experimento foi conduzido com tempo de contato de 1 minuto, as soluções alcoólicas 

contendo timol e carvacrol mostraram reduzido potencial antimicrobiano. A solução de timol 

apresentou redução de 2,87 log UFC/cm
2
 e a de carvacrol, apenas 1,72 log UFC/cm

2
, sendo 

que somente a redução logarítmica apresentada pela solução de timol foi significativa 

(p<0,05). Em ambos os tempos de contato as soluções alcoólicas 20% v/v não apresentaram 

redução significativa frente ao controle.  

Do mesmo modo que para os experimentos com S. aureus, na tentativa de simular 

ambiente de indústrias de laticínios, os experimentos foram realizados utilizando leite de vaca 

integral UHT para cultivo e adesão do pool de Salmonella spp. Primeiramente foi testado 

tempo de contato de 10 minutos, bem como soluções sanificantes preparadas com o dobro da 

CIM e metade da CIM.  

Como mostra a Figura 3, soluções de timol e carvacrol preparadas com o valor obtido 

para CIM, bem como para o dobro desta concentração, causaram inibição total do pool 

composto por diferentes cepas de Salmonella, mesmo comportamento observado para o pool 

composto por cepas de S. aureus. Entretanto, as soluções de timol e carvacrol preparadas com 

metade do valor da CIM não inativaram toda a população, sendo consideradas inadequadas 

para indústrias de alimentos. Além disso, a solução sanificante preparada com o valor obtido 

para CIM de timol e carvacrol encapsulados, também inibiu totalmente o micro-organismo. 

Como foi alcançada inibição total do pool de Salmonella spp. após 10 minutos, 

avaliou-se o tempo de contato de 1 minuto. A Figura 4 evidencia que não foi possível atingir 

inibição total do pool de Salmonella spp., mesmo quando foram utilizadas soluções 

sanificantes preparadas com timol e carvacrol no dobro da CIM. Além disso, a solução de 

timol e carvacrol encapsulada não mostrou reduções logarítmicas satisfatórias. Esses 

resultados mostram que os antimicrobianos naturais estudados têm melhor ação sanificante 

frente à Salmonella spp. quando o tempo de contato é prolongado, diferentemente do 

observado para S. aureus. 
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Figura 3: Inativação de Salmonella spp. (cultivada em leite de vaca integral) aderido em aço inoxidável 

utilizando solução alcoólica 20% contendo timol (CIM = 0,3312 mg/mL), carvacrol (CIM = 0,3312 mg/mL) e 

lipossomas contendo timol/carvacrol (CIM = 0,6625 mg/mL) após 10 minutos de contato. A barra cinza mostra a 

população que aderiu ao coupon após 15 minutos de contato e a barra pontilhada cinza mostra o efeito da 

solução alcoólica 20% sem antimicrobianos. 

 

Santurio et al. (2007) também analisaram a atividade antimicrobiana de óleos 

essenciais de orégano (carvacrol, 3 a 17%), tomilho (timol, 40%) e canela (cinamaldeído, 

75%) frente a diferentes sorovares de Salmonella, entre eles S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. 

Senftenberg, S. Saintpaul e S. Heidelberg, todas de origem avícola. O estudo evidenciou que a 

atividade do óleo de orégano foi superior ao do tomilho, e este superior ao de canela, 

resultado que vai ao encontro do concluído por Helander et al. (1998), que ao caracterizarem 

a atividade dos componentes dos óleos essenciais, observaram que o carvacrol e o timol, 

principais frações dos óleos de orégano e de tomilho, respectivamente, evidenciaram 

atividades similares, as quais eram superiores a do cinamaldeído, principal constituinte do 

óleo de canela. 
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Figura 4: Inativação de Salmonella spp. (cultivada em leite de vaca integral) aderido em aço inoxidável 

utilizando solução alcoólica 20% contendo timol (CIM = 0,3312 mg/mL), carvacrol (CIM = 0,3312 mg/mL) e 

lipossomas contendo timol/carvacrol (CIM = 0,6625 mg/mL) após 1 minuto de contato. A barra cinza mostra a 

população que aderiu ao coupon após 15 minutos de contato e a barra pontilhada cinza mostra o efeito da 

solução álcool 20% sem antimicrobianos. 

 

Comparando os resultados obtidos para inibição microbiana frente a S. aureus e 

Salmonella spp. aderidos em aço inoxidável pela ação de timol e carvacrol, percebem-se 

valores médios mais pronunciados de reduções logarítmicas para S. aureus, que apresentou 

inibição total também no tempo de contato mais curto, isso porque, segundo Harpaz et al. 

(2003), sendo este um micro-organismo Gram positivo, há melhora na ação dos óleos, ou 

seja, há maior incorporação do aditivo na parede celular. Dorman & Deans (2000) testaram a 

atividade de óleos essenciais de cravo-da-índia, orégano, gerânio e pimenta sobre 25 espécies 

de bactérias Gram positivas e negativas e os resultados mostraram que bactérias Gram 

positivas foram mais suscetíveis aos óleos essenciais estudados do que as Gram negativas. 

Entretanto, outros autores mencionam que timol e carvacrol são mais eficazes sobre bactérias 

Gram negativas, devido a características da membrana que as envolvem (Sharififar et al., 

2007).  

 

CONCLUSÕES 
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S. aureus e Salmonela spp. cultivados tanto em caldo BHI como em leite de vaca 

integral foram capazes de aderir em alta concentração ao aço inoxidável AISI 304, após 15 

minutos de contato. Os desinfetantes desenvolvidos, ou seja, solução alcoólica 20% contendo 

0,662 mg/mL de carvacrol ou timol foram eficazes para inativar uma população média de 6,1 

log UFC/cm
2
 de S. aureus aderido ao aço inoxidável mesmo na presença de resíduos de leite 

após 1 minuto de ação. Para Salmonella spp., os desinfetantes contendo 0,331 mg/mL de 

timol ou carvacrol foram mais eficazes na inativação do micro-organismo quando o tempo de 

contato foi de 10 minutos na presença de resíduos de leite, com inativação de uma população 

média de 5,94 log UFC/cm
2
. Com tempo de contato de 1 minuto nenhum dos sanificantes foi 

capaz de eliminar totalmente a população de Salmonella spp. 

Lipossomas contendo timol/carvacrol foram desenvolvidos mostrando tamanho 

adequado, baixo índice de polidispersidade e potencial zeta positivo. Para inativação de S. 

aureus ou Salmonella spp. aderidos em aço inoxidável foi necessário manter os lipossomas 

(CIM = 0,662 mg/mL) em contato com o material por 10 minutos, sugerindo uma liberação 

mais lenta dos antimicrobianos encapsulados. Mais estudos são necessários para verificar um 

possível efeito residual do antimicrobiano encapsulado em lipossomas, visando diminuir a 

contaminação cruzada em indústrias de alimentos. 

Mesmo sem apresentar odor característico nas concentrações utilizadas neste estudo, 

tanto timol quanto carvacrol ainda necessitam aprovação por órgãos oficiais de registro e 

fiscalização para que possam ser utilizados como sanitizantes em indústrias de alimentos. 
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5. CONCLUSÕES 

 

De acordo com resultados obtidos no presente estudo, é possível concluir que: 

 A Concentração Inibitória Mínima mostrou que S. aureus foi mais resistente à 

presença de timol e carvacrol do que Salmonella spp. 

 S. aureus e Salmonella spp. (8 a 9 log UFC/mL) cultivados tanto em caldo BHI como 

em leite de vaca integral foram capazes de aderir em alta concentração ao aço 

inoxidável AISI 304 (5,5 a 6,5 log UFC/cm
2
) após 15 minutos de contato. 

 Os desinfetantes desenvolvidos, ou seja, solução alcoólica 20% contendo 0,662 

mg/mL de carvacrol ou timol foram eficientes para inativar uma população média de 

6,1 log UFC/cm
2
 de S. aureus aderido ao aço inoxidável mesmo na presença de 

resíduos de leite após 1 minuto de ação.  

 Para Salmonella spp. os desinfetantes contendo 0,331 mg/mL de timol ou carvacrol 

foram mais eficientes na inativação do micro-organismo quando o tempo de contato 

foi de 10 minutos na presença de resíduos de leite, com inativação de uma população 

média de 5,94 log UFC/cm
2
.  

 Com tempo de contato de 1 minuto nenhum dos sanificantes foi capaz de eliminar 

totalmente uma alta população de Salmonella spp. aderida ao aço inoxidável. 

Entretanto, esse tempo foi suficiente para inibir 2,93 log UFC/cm
2
 do patógeno 

aderido quando o composto utilizado foi timol. 

 Os lipossomas contendo timol/carvacrol mostraram tamanho adequado, baixo índice 

de polidispersidade e potencial zeta positivo.  

 Para inativação de S. aureus ou Salmonella spp. aderidos em aço inoxidável foi 

necessário manter os lipossomas (CIM = 0,662 mg/mL) em contato com o material 

por 10 minutos, sugerindo uma liberação mais lenta dos antimicrobianos 

encapsulados.  
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 Mais estudos são necessários para verificar um possível efeito residual do 

antimicrobiano encapsulado em lipossomas visando diminuir a contaminação cruzada 

em indústrias de alimentos.  

 É possível sugerir que os desinfetantes (solução alcoólica 20% contendo carvacrol ou 

timol) desenvolvidos nesse estudo cumprem diversos requisitos importantes, tais 

como rápida destruição dos micro-organismos avaliados, pouco odor e baixo custo. 

Entretanto, é preciso considerar que para sua utilização na indústria de alimentos é 

necessário prévia aprovação e liberação pelos órgãos oficiais.  
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