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RESUMO 

 

 

A formação de biofilmes nas superfícies que entram em contato com alimentos é uma das 

principais causas de contaminações microbiológicas responsáveis por doenças transmitidas 

por alimentos (DTA). Para evitá-los, a higienização deve ser eficiente prevenindo a adesão e 

multiplicação de micro-organismos. Diversos antimicrobianos naturais são conhecidos por 

demonstrarem capacidade para inibir e controlar a multiplicação de micro-organismos, sendo 

que o efeito sinérgico entre eles deve ser considerado visando reduzir a concentração de cada 

composto utilizado. Além disso, a encapsulação pode proteger esses compostos de possíveis 

interações com o ambiente e pode proporcionar uma liberação controlada, evitando uma 

contaminação posterior da superfície. Assim, este trabalho apresenta dois objetivos principais: 

(1) avaliar o efeito sinérgico de antimicrobianos naturais como carvacrol, timol e nisina contra 

Staphylococcus aureus e Salmonella (2) encapsular timol e carvacrol em lipossomas e avaliar 

sua ação frente à Salmonella aderida em superfície de vidro. Para analisar o efeito sinérgico, 

foram determinadas as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) dos compostos 

antimicrobianos individualmente seguidos de um planejamento fatorial. Os resultados 

mostraram que a mistura dos antimicrobianos nisina, carvacrol e timol; a interação entre timol 

e carvacrol bem como a interação entre nisina e carvacrol demonstraram efeito sinérgico 

frente a S. aureus. Do mesmo modo, a interação entre timol e carvacrol foi significativa na 

redução de S. Enteritidis sugerindo efeito sinérgico entre os dois compostos. Posteriormente, 

timol e carvacrol foram encapsulados, individualmente e em conjunto, em lipossomas pela 

técnica de hidratação do filme lipídico. Os lipossomas foram caracterizados e a eficiência de 

encapsulação (EE) determinada. A CIM foi determinada novamente. Então, um pool 

composto por diferentes cepas de Salmonella foi aderido em superfície de vidro (2 cm x 2 cm 

x 1 mm), seguido de sanitização por 1 minuto de contato com os compostos desenvolvidos. 

Após esse tempo, o número de células sobreviventes foi determinado por contagem em 

placas. Além disso, foi realizada microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostrando a 

adesão de Salmonella e a ação das soluções antimicrobianas. Os lipossomas contendo timol, 

carvacrol ou ambos, apresentaram diâmetro médio variando de 230 a 270 nm; 

polidispersidade de 0,20 a 0,34; potencial zeta de aproximadamente -30 mV; e eficiência de 

encapsulação de 99%. Todas as formulações foram estáveis por pelo menos 28 dias. Os 

resultados mostraram que a adesão dos micro-organismos ao vidro foi de 5,89 ± 0,36 log 

UFC/cm². As soluções antimicrobianas inativaram totalmente a população de micro-

organismos aderida ao coupon de vidro nas concentrações de CIM e 2xCIM para os 

compostos livres. Já, para os compostos em lipossomas, somente inativaram totalmente com o 

2xCIM. Nas concentrações de CIM, os compostos em lipossomas tiveram uma redução de 

4,03 log UFC/cm² para timol, 3,79 log UFC/cm² para carvacrol e de 3,94 log UFC/cm² para 

ambos os compostos, demonstrando uma liberação mais lenta. O controle positivo realizado 

com somente a solução alcoólica 20% (v/v) confirmou que o efeito antimicrobiano é devido 

ao timol e/ou carvacrol presentes nas soluções. A MEV mostrou a adesão da Salmonella ao 

vidro e a ação do carvacrol livre e encapsulado. Portanto, os antimicrobianos livres e/ou 

encapsulados em lipossomas desenvolvidos neste trabalho foram capazes de reduzir ou 

inativar alta concentração de Salmonella aderida em vidro, sugerindo potencial para utilização 

como desinfetante alternativo para indústrias de alimentos e serviços de alimentação.  

 

Palavras-chave: antimicrobianos, sinergismo, lipossomas, vidro, Salmonella. 
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1. INTRODUÇÃO

As indústrias alimentícias e serviços de alimentação tem se preocupado cada vez mais 

com a adesão de micro-organismos às superfícies e equipamentos. A limpeza e sanitização 

ineficientes podem resultar em sobrevivência de células e formação de biofilmes, que podem 

contaminar os alimentos durante o processamento. Os setores de controle de qualidade e 

segurança dos alimentos, juntamente com órgãos fiscalizadores e instituições de pesquisa têm 

buscado novas alternativas e tecnologias. 

Diversos materiais podem ser utilizados para o desenvolvimento de superfícies que 

entram em contato com alimentos, sendo os mais comuns o aço inoxidável, o vidro e o 

polipropileno (CHIA et al., 2009). As características e propriedades dos materiais estão 

ligadas diretamente a adesão dos micro-organismos. O vidro é um material utilizado em 

embalagens, placas de corte e utensílios. Tem característica hidrofílica, sendo menos 

propenso a adesão de micro-organismos e mesmo assim, Salmonella tem demonstrado 

capacidade de formar biofilme em sua superfície (PROUTY e GUNN, 2003). Para evitar essa 

adesão, a sanitização é fundamental sendo que diversos produtos químicos como, por 

exemplo, hipoclorito de sódio, ácido peracético, peróxido de hidrogênio, quaternário de 

amônio, entre outros têm sido utilizados com essa finalidade. Entretanto, estes compostos 

podem gerar a formação de subprodutos indesejados, como os trihalometanos, ou ainda, 

contribuir para a resistência antimicrobiana (XUE et al., 2017; DOYLE, 2006). Além disso, 

os consumidores estão mais conscientes e preocupados, buscando cada vez mais produtos 

naturais. Por esse motivo, desinfetantes desenvolvidos a partir de extratos naturais e 

compostos provenientes de óleos essenciais estão se popularizando, já que são mais seguros e 

ambientalmente mais amigáveis (BURT, 2004). 

Diversos compostos antimicrobianos presentes em óleos essenciais de plantas são 

conhecidos por demonstrarem capacidade para inibir ou controlar a multiplicação de micro-

organismos (D'AMATO et al., 2018). Carvacrol e seu isômero timol são compostos naturais, 

monoterpenos aromáticos, componentes majoritários dos óleos essenciais de tomilho (Thymus 

vulgaris L.) e orégano (Origanum vulgaris L.) (PEIXOTO-NEVES et al., 2010). São 

classificadas como substâncias Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS) pela Food 

and Drug Administration (FDA, 2018) e tem demonstrado eficiência contra um amplo 

espectro de fungos, bactérias e seus biofilmes (BURT, 2004; GUTIERREZ, BARRY-RYAN 

e BOURKE, 2008; SZCZEPANSKI e LIPSKI, 2014). Outro antimicrobiano aprovado para 

uso em alimentos considerado GRAS é a nisina. A nisina é uma bacteriocina, ou seja, um 
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peptídeo que apresenta ação antimicrobiana, produzida por algumas cepas de Lactococcus 

lactis que tem seu uso autorizado para aplicação em alimentos em mais de 50 países (DE 

ARAUZ et al., 2009; COTTER, HILL e ROSS, 2005; DEEGAN et al., 2006; WILLIAMS e 

DELVES-BROUGHTON, 2003).  

A escolha do antimicrobiano a ser utilizado como desinfetante pode ser baseada em 

fatores como efetividade contra micro-organismos de interesse, resistência microbiana, 

segurança dos compostos, entre outros. Em todos os casos, é interessante considerar a 

combinação de diferentes antimicrobianos naturais, já que os mesmos podem apresentar efeito 

sinérgico (MATHUR et al., 2017). 

Os compostos naturais como o timol, carvacrol e nisina, quando utilizados livremente, 

comumente apresentam problemas por terem baixa estabilidade, interação com o meio 

ambiente, resíduos de alimentos e de produtos de limpeza, problemas quanto à 

hidrofobicidade, volatilidade e fortes características organolépticas (LI et al., 2015). Estes 

problemas podem ser superados encapsulando-se os compostos para que tenham maior 

estabilidade física, bioatividade aumentada, através de uma liberação controlada e 

minimizando a influência de características organolépticas (DONSÌ et al., 2011). A 

encapsulação em lipossomas é amplamente estudada para utilização nas áreas farmacêutica, 

alimentícia, agricultura e cosmética (ZYLBERBERG e MATOSEVIC, 2016; MOZAFARI et 

al., 2008; RAHIMPOUR e HAMISHEHKAR, 2012). São estruturas colidais constituídas de 

bicamadas lipídicas e um núcleo interno aquoso, podendo ser utilizados para a encapsulação 

de compostos lipofílicos, hidrofílicos e anfifílicos (ELOY et al., 2014). Diversos estudos 

mostram que compostos antimicrobianos encapsulados em lipossomas são efetivos para inibir 

bactérias de importância em alimentos (MALHEIROS et al., 2010; MOZAFARI et al., 2008; 

TAYLOR et al., 2005). 

Dentre as principais bactérias responsáveis por surtos de doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) no Brasil, entre os anos de 2000 e 2017, estão Salmonella e Staphylococcus 

aureus (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). Neste contexto, o objetivo do presente trabalho 

foi avaliar o efeito sinérgico de antimicrobianos naturais, como timol, carvacrol e nisina, 

frente à Staphylococcus aureus e Salmonella, bem como encapsular timol e carvacrol em 

lipossomas visando inibir Salmonella aderida em superfície de vidro. 

  



15 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos Gerais 

Avaliar o efeito sinérgico de antimicrobianos naturais contra Staphylococcus aureus e 

Salmonella, bem como encapsular timol e carvacrol em lipossomas visando inibir Salmonella 

aderida em superfície de vidro. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) dos antimicrobianos naturais 

timol, carvacrol e nisina frente à Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis. 

 Avaliar o efeito sinérgico de timol, carvacrol e nisina frente a Staphylococcus aureus 

através da elaboração de um planejamento fatorial 2³. 

 Avaliar o efeito sinérgico de timol e carvacrol frente a Salmonella Enteritidis através 

da elaboração de um planejamento fatorial 2². 

 Encapsular timol e carvacrol em lipossomas, caracterizá-los e determinar a 

concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima (CBM) 

frente a um pool composto por 3 cepas de Salmonella. 

 Avaliar a ação das soluções com antimicrobianos naturais timol e carvacrol livres e 

encapsulados em lipossomas frente a um pool composto por 3 cepas de Salmonella 

aderidas em superfície de vidro. 

 Observar a ação antimicrobiana de carvacrol livre e encapsulado em lipossomas frente 

à Salmonella aderida em vidro, utilizando microscopia eletrônica de varredura. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Micro-organismos de importância em alimentos 

 

O crescimento no número de DTA, causadas principalmente por bactérias, é um 

problema de saúde pública e tem sido foco de grande preocupação nos últimos anos. A 

contaminação microbiana dos alimentos pode ocorrer em qualquer etapa de produção, 

principalmente por problemas no processamento e na manipulação (KUAYE, 2017). No 

Brasil, segundo o Ministério da Saúde (2018), os principais micro-organismos responsáveis 

por surtos de DTA, entre os anos de 2000 e 2017, foram Salmonella spp, Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus, nessa ordem.  

 

3.1.1 Salmonella 

 

As bactérias do gênero Salmonella pertencem à família Enterobacteriacea, são 

bastonetes Gram negativos, anaeróbios facultativos e não esporulados. Caracterizam-se por 

serem catalase positiva, oxidase negativa, com temperatura ótima de multiplicação de 37 °C, 

mas já foi observada multiplicação entre 5 e 45 °C (KUAYE, 2017). 

A Salmonella é causa comum de doenças infecciosas transmitidas por alimentos, 

principalmente ovos e frango, e água, para humanos e animais. A maioria das infecções é 

associada à ingestão de alimentos contaminados, principalmente carne e produtos cárneos. No 

entanto, pode estar relacionada a uma variedade de frutas e vegetais frescos e minimamente 

processados, uma vez que esses também podem estar contaminados e causar surtos 

(SANT'ANA et al., 2011; DENIS et al., 2016). 

A salmonelose é a DTA que mais causa surtos no Brasil e no mundo, acarretando um 

custo significativo para toda sociedade (DUPONT, 2007). Em salmoneloses humanas, a 

Salmonella enterica subsp. enterica sorotipos Typhimurium e Enteritidis são as mais 

frequentes. Comumente, além de Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, os 

sorotipos de salmonelas mais envolvidos em surtos alimentares são S. Heidelberg, S. 

Newport, S. Infantis, S. Agona, S. Montevideo, e S. Saint Paul (GIERALTOWSKI et al., 

2016; ZAIDI et al., 2006; FERNANDES et al., 2006). 

O período de incubação desta bactéria é cerca de 12 a 36 horas. Os primeiros sintomas 

são náusea, vômito e podem evoluir para quadro clínico de diarréia e fortes dores abdominais. 
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Como esta bactéria invade e danifica a mucosa intestinal, pode haver presença de sangue na 

diarréia e febre alta. Pode-se considerar a salmonelose uma ameaça à saúde pública, mesmo 

que ela tenha uma baixa taxa de mortalidade (FORSYTHE, 2013).   

Segundo LEVINSON (2016), as salmoneloses, na maioria das vezes, são infecções 

autolimitantes, ou seja, tem um período de tempo limitado, que tem variação entre um a 

quatro dias dependendo do organismo. São infecções que precisam ser notificadas às 

autoridades para que possa haver uma investigação e determinação da fonte da doença. 

Salmonella tem a capacidade de aderir a superfícies como teflon, aço, vidro e fórmica, 

formando biofilmes. A falta de controle e boas práticas de fabricação (BPF) contribuem para a 

disseminação de bactérias no ambiente de preparo dos alimentos. Por essa razão, o controle 

desta bactéria deve ser feito em todas as etapas do processamento, a partir da matéria prima, 

no momento que sai do local de origem, passando pelo processo de industrialização até a 

chegada do produto ao consumidor final (MALDONADO, 2008). 

 

3.1.2 Staphylococcus aureus 

 

Os micro-organismos do gênero estafilococos são anaeróbios facultativos, em formato 

esféricos de cocos, não esporulados, que se agrupam aos pares, em cadeias curtas ou em 

aglomerados, que lembram cachos de uvas (HENNEKINNE, 2018). É um micro-organismo 

Gram positivo, catalase positivo, oxidase negativa, com temperatura ótima de multiplicação 

de 30 a 37 °C, mas já foi observada multiplicação entre 7 e 48,5 °C (KUAYE, 2017; 

KADARIYA, SMITH e THAPALIYA, 2014).  

É uma bactéria comensal, habitante principalmente do nariz, da pele e da mucosa de 

alguns animais e humanos, e do meio ambiente, além de ser ainda, um patógeno humano 

(HENNEKINNE, 2018). Sabe-se que aproximadamente 30% da população humana é 

colonizada por S. aureus (WERTHEIM et al., 2005). Apesar disso, apenas uma pequena 

minoria de portadores adoece devido à infecção por S. aureus (BROWN et al., 2014). Mesmo 

assim, os portadores nasais de S. aureus podem se tornar fontes de contaminação de alimentos 

durante a manipulação (SANTANA et al., 2010). 

Até hoje, mais de 50 espécies do gênero estafilococos já foram identificados e são 

divididas de acordo com a produção, ou não, de coagulase (KUAYE, 2017). As intoxicações 

alimentares estafilocócicas são doenças freqüentemente transmitidas por alimentos e causadas 

pela ingestão de enterotoxinas estafilocócicas produzidas por cepas de estafilococos 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128096710000073#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128096710000073#!
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enterotoxigênicos. A maioria dos estafilococos enterotoxigênicos são estafilococos coagulases 

positivos, sendo os Staphylococcus aureus os mais importantes (HENNEKINNE, 2018). As 

toxinas de S. aureus conseguem danificar as membranas biológicas, e assim, levam à morte 

celular (OTTO, 2014). Os sintomas de intoxicações estafilocócicas, devido a ingestão de 

grandes quantidade de enterotoxinas nos alimentos, aparecem entre 2 e 8 horas, e geralmente 

são náuseas, vômitos, dores abdominais e diarreia (MURRAY, 2005; KUAYE, 2017), que 

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

Como consegue sobreviver em diversos ambientes, o Staphylococcus aureus é 

encontrado em locais de circulação de pessoas e pode ser transmitido por contato interpessoal 

direto ou indireto, por meio de objetos e equipamentos contaminados, dentre outros 

(KADARIYA, SMITH e THAPALIYA, 2014). Os surtos de S. aureus surgem, muitas vezes, 

por causa de práticas inadequadas de higiene durante o processamento (ASAO et al., 2003). 

 

3.2 Adesão bacteriana e biofilmes 

 

Em seus habitats naturais, os micro-organismos não vivem como culturas puras ou 

células individuais, mas em vez disso, acumulam-se em interfaces para formar agregados 

polimicrobianos, como filmes, tapetes, flocos, lamas ou biofilmes, tornando-se mais 

resistentes (WINGENDER, NEU e FLEMMING, 1999).  

A produção de biofilme é um mecanismo natural pelo qual alguns micro-organismos 

tendem a se proteger de ambientes desfavoráveis. Depois de aderir a uma superfície, 

os micro-organismos começam a secretar uma matriz extracelular complexa e ficam 

embutidos nela (SIMÕES, BENNETT e ROSA, 2009).  

Biofilmes microbianos podem ser definidos como comunidades complexas de 

agregados de micro-organismos, incorporados em matrizes extracelulares de 

exopolissacarídeos (EPS), que se fixam em superfícies bióticas ou abióticas (COSTERTON e 

LEWANDOWSKI, 1995). A adesão de micro-organismos é influenciada por diversos fatores, 

como propriedades físico-químicas da superfície, sistemas de comunicação célula-célula, 

condições de processamento de alimentos (fluxo de líquidos, concentração de nutrientes), 

gênero e espécie de micro-organismos, aparatos celulares (pili, flagelos e fímbrias), 

temperatura, condições de multiplicação e capacidade de produção de matriz extracelular 

(FLEMMING e WINGENDER, 2010; AGARWAL et al., 2011; KUAYE, 2017). 

A formação de biofilmes envolve vários estágios, que estão representados na Figura 1. 

Na etapa 1, ocorre a fixação de células à superfície, onde os aparatos celulares podem ajudar a 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128096710000073#!
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fixar as bactérias. Em seguida, na etapa 2, ocorre a adesão de célula a célula, formando um 

aglomerado. Na etapa 3, as células são replicadas e forma-se um encapsulado de barreira com 

uma camada de hidrogel. Nesse estágio, o biofilme amadurece as células replicadas e o EPS 

acumula-se. No estágio final, na etapa 4, ocorre o descolamento de células e essas células 

podem formar biofilme em outras localizações (KAMARUZZAMAN et al., 2018).  

 

 Figura 1: Estágios de formação de biofilme (KAMARUZZAMAN et al., 2018); 

 

Desde o primeiro relato de biofilme (ZOBELL, 1943), a forma como alguns micro-

organismos conseguem se aderir a superfícies e formar biofilmes continua a constituir um 

grande desafio para diferentes indústrias, já que são responsáveis por significantes perdas de 

eficiência dos processos e danos em equipamentos (KUAYE, 2017).  

Nas indústrias de alimentos e serviços de alimentação, devido à diversidade de 

produtos fabricados, das matérias primas, dos processos e equipamentos, pode ocorrer a 

formação de biofilmes por diferentes micro-organismos, nas diversas superfícies que entram 

em contato com os alimentos durante o processamento. Quando ocorre o desprendimento de 

células dos biofilmes já formados, há o risco de contaminação dos produtos alimentícios. A 

grande preocupação é com o aumento de resistência e proteção dos micro-organismos em 

biofilmes frente aos agentes de higienização, uma vez que, as células podem ser de 10 a 1.000 

vezes mais resistentes aos efeitos dos agentes antimicrobianos químicos utilizados 

normalmente nas indústrias de alimentos (SIMÕES, SIMÕES e VIEIRA, 2010; 

KAMARUZZAMAN et al., 2018).    

Os biofilmes, uma vez formados, tornam-se difíceis de serem removidos, já que a 

microbiota se torna mais resistente aos processos de higienização (SIMÕES et al., 2006). Por 

isso, é importante que se previna a formação dos biofilmes em superfícies que entram em 

contato com alimentos antes da sua formação. A principal medida de prevenção é limpar e 

desinfetar, adequadamente e eficientemente, as superfícies regularmente antes que as células 

das bactérias consigam se fixar e aderir às superfícies (SIMÕES et al., 2006; MARQUES, 

2007). 
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3.3 Materiais de contato com alimentos 

 

As superfícies de contato com alimentos são fabricadas utilizando diversos materiais, 

sendo os mais comuns o aço inoxidável, o vidro e o polipropileno (CHIA et al., 2009). As 

características e propriedades dos materiais podem estar ligadas diretamente a adesão dos 

micro-organismos à superfície. A produção de biofilme pode ocorrer em diversos tipos de 

superfícies, tanto bióticas como abióticas (CHIA et al., 2009).  

Os micro-organismos conseguem aderir facilmente quando as superfícies possuem 

irregularidades e poros, como madeiras e rochas. No entanto, superfícies aparentemente lisas, 

como o vidro, também possuem imperfeições, que podem ser microscópicas, facilitando a 

adesão destas bactérias (CHAE et al., 2006).  

 

3.3.1 Vidro 

 

O vidro é um material sólido, inerte, que possui uma estrutura atômica molecular não 

cristalina, obtida, de modo geral, pelo resfriamento de uma massa fundida de sílica e outros 

óxidos, em condições controladas que impeçam sua cristalização (ROSA, COSENZA e 

BARROSO, 2007). Pode ser incolor ou colorido. São identificados os seguintes tipos de 

vidro: vidro borossilicato, vidro sódio-cálcico e cristal (com teor mínimo de 10% de um ou 

mais dos seguintes metais: chumbo, bário, potássio, zinco, expressos como óxido) (BRASIL, 

1996).  

Como o vidro é fisicamente e quimicamente inerte, é superior para o 

acondicionamento e contato direto em superfícies de alimentos e bebidas, já que não transfere 

sabores indesejáveis aos produtos. Nos últimos anos, o vidro vem sendo substituído por 

outros materiais, como é o caso do polietileno tereftalato (PET), do policloreto de vinila 

(PVC) e do polietileno (PE). Apesar disso, algumas indústrias alimentícias, como é o caso do 

vinho, do azeite, da cerveja e de alguns produtos em conserva, dificilmente substituem o vidro 

por causa da exigência de maior qualidade da embalagem (ROSA, COSENZA e BARROSO, 

2007). 

O vidro é também utilizado em placas de corte, panelas, recipientes, utensílios, 

embalagens e revestimentos na indústria de alimentos e em serviços de alimentação (ROSA, 

COSENZA e BARROSO, 2007). Em virtude da crescente preocupação da sociedade com o 
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ambiente e da futura elevação dos custos da energia, uma das principais vantagens da 

utilização do vidro como material de contato com alimentos está associada ao aspecto da 

reciclagem, uma vez que o vidro é retornável, reutilizável e totalmente reciclável (100%), sem 

perda de volume e das suas propriedades químico-físicas, além de ter capacidade de 

reciclagem infinita, fato que não acontece com o plástico e o papel (ROSA, COSENZA e 

BARROSO, 2007).  

Como tem característica hidrofílica, é menos propenso a adesão de micro-organismos 

quando comparado a superfícies hidrofóbicas, como náilon, teflon e polímeros, como o 

polietileno e polipropilemo (SINDE e CARBALLO, 2000). Mesmo assim, alguns micro-

organismos, como a Salmonella, têm demonstrado capacidade de formar biofilme em sua 

superfície (PROUTY e GUNN, 2003; BEN ABDALLAH et al., 2014). Chia (2009) verificou 

que a superfície do vidro é altamente polar, um material liso e doador de elétrons, carregado 

positivamente e não encontrou nenhuma correlação entre a rugosidade da superfície e a 

adesão das bactérias.   

 

3.4 Higienização na indústria de alimentos 

 

Os métodos modernos de produção e processamento de alimentos são baseados no uso 

de métodos de lavagem e saneamento seguros, que visam simultaneamente fornecer e manter 

a segurança do produto e a qualidade nutricional, sensorial e higiênico-sanitária inalterada 

desde o momento da produção até o consumo (MEMISI et al., 2015). 

O processo técnico de higienização é visto atualmente como fundamental para a 

qualidade e a segurança dos alimentos. Quando se fala em segurança, também se fala em 

inocuidade, em ausência de perigos físicos, químicos e biológicos, em níveis que causem 

dano ao consumidor, o que torna ainda mais importante a adoção de métodos de higienização 

adequados e eficazes, seguindo a legislação vigente (QUARENTEI et al., 2015).   

O processo de higienização consiste em duas etapas: a limpeza, que se destina à 

remoção das sujidades e a desinfecção ou sanitização, que tem a função de reduzir o número 

de micro-organismos sobre uma superfície (TONDO e BARTZ, 2017).  

A higienização das superfícies deve ser eficiente e capaz de evitar a adesão e 

multiplicação de micro-organismos. Atualmente são utilizados rotineiramente nas indústrias 

processadoras de alimentos, vários agentes químicos, como por exemplo, hipoclorito de 

sódio, ácido peracético, peróxido de hidrogênio, quaternário de amônio, entre outros. Estes 
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compostos podem gerar a formação de subprodutos indesejados ou ainda, contribuir para o 

aumento da resistência dos micro-organismos (DOYLE, 2006; XUE et al., 2017). Além disso, 

o desenvolvimento de resistência antimicrobiana associada à resistência dos biofilmes, e a 

atual demanda dos consumidores pela redução do uso de produtos químicos, abre caminho 

para explorar novas estratégias a fim de garantir alimentos seguros (SCHLISSELBERG e 

YARON, 2013). Portanto, novas abordagens para o controle de biofilmes vêm sendo 

estudadas como possíveis ferramentas biológicas incluindo o uso de enzimas, bacteriófagos, 

interações microbianas e antimicrobianos naturais de origem microbiana ou vegetal (SREY, 

JAHID e HA, 2013; ALVES, 2014). 

 

3.5 Antimicrobianos 

 

A utilização de plantas e seus derivados, como óleos essenciais e extratos vegetais, é 

feita pelas populações desde muito tempo, principalmente na área terapêutica. Dentre os 

compostos, os óleos essenciais são misturas de compostos aromáticos voláteis produzidos 

durante o metabolismo secundário das plantas e podem ser influenciados por fatores bióticos e 

abióticos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; ANDRADE et al., 2014). Os compostos 

majoritários presentes nos óleos essenciais possuem diversas propriedades, tais como as 

atividades antibacterianas, antifúngicas, antivirais, antiparasitárias, antitoxigênicas, 

antissépticas, anestésicas (FERNANDES JÚNIOR et al., 2014). 

Outros antimicrobianos de importância são os peptídeos, metabólitos ativos 

sintetizados por fungos, bactérias, insetos, mamíferos, peixes, plantas, procariontes e humanos 

(ALVES, 2014). As bacteriocinas, e seus micro-organismos produtores correspondentes, têm 

sido reconhecidos como potenciais agentes bioconservadores de alimentos devido a suas 

propriedades, como a alta estabilidade às variações de temperatura e pH e o amplo espectro de 

ação (SETTANNI e CORSETTI, 2008; ALVES, 2014). 

Os antimicrobianos podem ser utilizados em sinergismo, ou não, com outros 

componentes presentes em menores quantidades e ainda, podem ser combinados dois ou mais 

antimicrobianos, com o objetivo de reduzir a concentração de cada composto utilizado e 

também minimizar a possibilidade de resistência pelos micro-organismos. Eles podem 

interagir em diferentes locais da célula microbiana, causando a perda de constituintes 

celulares, colapso da estrutura da membrana plasmática e morte celular (BARBOSA et al., 

2009; BURT, 2004). 
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A busca e a pesquisa por novos antimicrobianos têm aumentado, principalmente na 

indústria farmacêutica e na indústria de alimentos. Isso acontece como consequência do 

grande número de bactérias resistentes aos antimicrobianos e agentes químicos utilizados 

atualmente. A busca cada vez maior por conservantes que possibilitem o aumento na vida útil 

dos alimentos e o interesse por produtos mais saudáveis, com menor adição ou totalmente 

sem aditivos químicos, vem crescendo constantemente. Os produtos obtidos de fontes 

naturais, especialmente os de origem microbiana e vegetal são considerados fontes 

importantes para o desenvolvimento de novos antimicrobianos (ALVES, 2014). 

 

3.5.1 Nisina 

 

A nisina é uma bacteriocina da classe dos lantibióticos, produzida por linhagens de 

Lactococcus lactis subsp. lactis, uma bactéria amplamente utilizada na indústria de alimentos 

como cultura starter na composição de fermentos lácticos para o processamento de queijos 

(CLEVELAND, et al., 2001).  

O uso comercial da nisina começou em 1953, na Inglaterra, e no ano de 1988 ela foi 

aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para ser utilizada como conservante em 

alimentos, reconhecida como GRAS (Generally Regarded as Safe) (ZACHAROF e 

LOVITTB, 2012). Assim, tornou-se a primeira bacteriocina aprovada para uso em alimentos e 

com liberação para aplicação no processamento de leite e derivados. Atualmente já tem seu 

uso aprovado como conservante em mais de 50 países (DE ARAUZ et al., 2009; COTTER, 

HILL e ROSS, 2005; DEEGAN et al., 2006; WILLIAMS e DELVES-BROUGHTON, 2003).  

Estruturalmente a nisina consiste num pequeno polipeptídio de característica anfifílica 

formado por 34 aminoácidos com grupos terminais amina e carboxila e cinco anéis internos 

envolvendo pontes dissulfeto. Possui os resíduos atípicos de dehidroalanaina e 

dehidrobutirina, além dos anéis de lantionina e β-metil-lantionina já característicos dos 

lantibióticos (PAPAGIANNI, 2003; WILLIAMS e DELVES-BROUGHTON, 2003). 

As bactérias Gram negativas não sofrem ação inibitória pela nisina devido a sua parede 

celular externa atuar como uma barreira impermeável a essas moléculas. A nisina não 

consegue acessar a membrana plasmática, local de ação da mesma, e isso justifica a 

resistência destas bactérias a este peptídeo antimicrobiano (HELANDER e MATTILA-

SANDHOLM, 2000). Como as bactérias Gram positivas não possuem a membrana externa, a 
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atividade antimicrobiana ocorre especialmente em Listeria monocytogenes e S. aureus 

(BALCIUNAS et al., 2013). 

 

3.5.2 Timol e carvacrol  

 

Carvacrol, eugenol e timol são os principais compostos extraídos de óleos essenciais e, 

portanto, os mais estudados (ZHENG et al., 2013). Carvacrol e seu isômero timol são 

componentes majoritários do óleo essencial de orégano e de tomilho, respectivamente. Ambos 

são compostos fenólicos com atividade contra bactérias, bolores e leveduras, apresentando 

potencial para estender a vida útil e aumentar a segurança de alimentos (MILADI et al., 2016; 

PERIAGO et al., 2004). Carvacrol e timol foram classificados como GRAS (geralmente 

reconhecido como seguro) pelo Food and Drug Administration (FDA) (SUPPAKUL et al., 

2003) e representam uma "alternativa verde" aos fungicidas clássicos e antimicrobianos 

sintéticos. 

Os compostos timol e carvacrol interagem com a bicamada lipídica da membrana 

plasmática devido a sua natureza hidrofóbica (MARTÍNEZ-GRACIÁ et al., 2015). Por esse 

motivo, as propriedades antimicrobianas de carvacrol e timol dependem da capacidade dos 

compostos em permeabilizar, despolarizar e romper a membrana citoplasmática das bactérias 

(LAMBERT et al., 2001; ULTEE, BENNIK e MOEZELAAR, 2002; MEMAR et al., 2017). 

Os efeitos de timol e carvacrol podem ocorrer em mais locais das células bacterianas, sendo 

efetivos contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, causando a perda de constituintes 

essenciais das células e por consequência, morte celular (BARBOSA et al., 2009; BURT, 

2004; SARTORATTO et al., 2004). 

 

3.6 Encapsulação 

 

Compostos naturais extraídos de óleos essenciais, como o timol e carvacrol, e 

compostos sintetizados por micro-organismos, como as bacteriocinas, quando utilizados 

livremente, comumente apresentam problemas por terem baixa estabilidade, interação com o 

meio ambiente, com resíduos de alimentos e de produtos de limpeza, problemas quanto à 

hidrofobicidade, volatilidade e/ou fortes características organolépticas (LI et al., 2015). Estes 

problemas podem ser superados encapsulando-se os compostos para que tenham maior 

estabilidade física, bioatividade aumentada, através de uma liberação controlada, facilitando 
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sua interação com a superfície e minimizando a influência de características organolépticas 

(DONSÌ et al., 2011).  

A encapsulação é um método bastante utilizado para proteger o composto de interesse, 

podendo mascarar odores e/ou sabores indesejáveis e ressaltar atributos desejáveis. Além 

disso, pode aumentar a estabilidade e eficácia de moléculas em aplicações alimentares, 

preservando suas propriedades físico-químicas e proporcionando uma liberação controlada de 

compostos bioativos (TAYLOR et al., 2005; CHAPAL, 2017). 

A escolha da técnica adequada e do material de encapsulação implica a análise de uma 

série de fatores, levando-se em consideração as características físico-químicas do composto a 

encapsular, as condições de processamento, a influência sobre a eficiência de encapsulação, o 

mecanismo de liberação, o tamanho de partícula, a densidade e a morfologia final necessários 

para incorporá-lo corretamente no produto final (RODRIGUEZ et al., 2016; RAY et al., 

2016).  

Entre os sistemas de encapsulamento, podem ser utilizadas matrizes lipídicas, 

adequadas para serem incorporadas ou entrarem em contato com alimentos. As principais 

matrizes existentes são as emulsões, micelas, esferas de hidrogel, moléculas complexas, 

partículas lipídicas e lipossomas (MCCLEMENTS e RAO, 2011). 

 

3.6.1 Lipossomas 

 

Os lipossomas são estruturas colidais constituídas por lipídeos anfipáticos que são 

capazes de se organizar em bicamadas e um núcleo interno aquoso (DE LA TORRE e DE 

PINHO, 2015). São sistemas utilizados para encapsular substâncias hidrofílicas, hidrofóbicas 

e anfifílicas (ELOY et al., 2014; MOZAFARI et al., 2006). Durante o processo de 

encapsulação e formação dos lipossomas, as moléculas hidrofóbicas são incorporadas nas 

bicamadas fosfolipídicas enquanto as moléculas hidrofílicas ficam imersas no núcleo aquoso, 

conforme mostrado na Figura 2 (GILLET et al., 2009). 
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Figura 2: Formação de lipossomas (LIU, YE e SINGH, 2015) 

 

A encapsulação em lipossomas melhora muitas vezes a estabilidade dos compostos 

(SEBAALY et al., 2015). São estruturas amplamente estudadas para utilização nas áreas 

farmacêutica, alimentícia, agricultura e cosmética (TAYLOR et al., 2005; ZYLBERBERG e 

MATOSEVIC, 2016; ELOY et al., 2014; RAHIMPOUR e HAMISHEHKAR, 2012). Na área 

de alimentos, os lipossomas são muito utilizados para encapsular antioxidantes (MOZAFARI 

et al., 2006) e antimicrobianos (ENGEL et al., 2017; SEBAALY et al., 2015). 

Existem muitas técnicas para a encapsulação em lipossomas, destacando-se injeção de 

etanol, evaporação em fase reversa, liofilização, congelamento e descongelamento, rápida 

expansão da solução supercrítica, processo de secagem solução gás-saturado (GSS) e 

hidratação do filme lipídico. Esta última é a mais utilizada e aprofundada na área de alimentos 

(CHAPAL, 2017). 

A técnica de hidratação do filme lipídico consiste na solubilização dos fosfolipídios 

em solvente orgânico, o qual é evaporado em seguida para a formação de um filme lipídico 

fino e em seguida, é re-hidratado com a solução a ser encapsulada sob agitação mecânica 

vigorosa e com uma temperatura mais alta do que a temperatura de transição de fase dos 

fosfolipídios. Isso leva à formação das vesículas e este processo geralmente é seguido de 

agitação por ultrassom, onde as vesículas têm redução de tamanho (BANGHAM, STANDISH 

e WATKINS, 1965). 

Portanto, a encapsulação de antimicrobianos naturais hidrofóbicos como timol e 

carvacrol, utilizando a técnica de hidratação do filme lipídico, pode representar uma 
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alternativa visando o desenvolvimento de um composto capaz de inibir bactérias de 

importância em alimentos como a Samonella aderida em superfície de vidro.    
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4.  METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A metodologia e os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados na forma de 

artigos científicos a serem submetidos para publicação em periódicos especializados. Cada 

subtítulo desse capítulo corresponde a um destes artigos. 

 

4.1 ARTIGO 1 

 

Avaliação do efeito sinérgico de timol, carvacrol e nisina frente à Staphylococcus aureus 

e de timol e carvacrol frente à Salmonella Enteritidis 

Artigo a ser submetido para publicação no periódico Brazilian Journal of 

Microbiology após formatação e tradução para o inglês. 

 

 

4.2 ARTIGO 2 

 

Encapsulação de timol e carvacrol em lipossomas: caracterização e inibição de 

Salmonella aderida em superfície de vidro 

Artigo a ser submetido para publicação no periódico Food Control após formatação e 

tradução para o inglês. 

 

 

http://www.google.com.br/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fbjm&ei=1VdHTZDuHsHcgQeduPW1AQ&usg=AFQjCNFouUaj4Z5CwblP3YjklHlSGDXatA
http://www.google.com.br/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fbjm&ei=1VdHTZDuHsHcgQeduPW1AQ&usg=AFQjCNFouUaj4Z5CwblP3YjklHlSGDXatA
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Resumo 

 

O crescimento no número de doenças transmitidas por alimentos (DTA) é um problema de 

saúde pública e tem sido foco de grande preocupação nos últimos anos no Brasil e em todo 

mundo. Diversos antimicrobianos são conhecidos por demonstrarem capacidade para inibir e 

controlar a multiplicação de micro-organismos em alimentos. O efeito sinérgico entre 

diferentes antimicrobianos pode reduzir a concentração de cada composto necessária e 

minimizar a possibilidade de resistência dos micro-organismos. Com isso, o objetivo deste 

trabalho foi determinar o efeito sinérgico de carvacrol, timol e nisina contra Staphylococcus 

aureus e Salmonella Enteritidis. Primeiramente, foi determinada a concentração inibitória 

mínima (CIM) para cada composto individualmente. Em seguida, foi determinado o efeito 

sinérgico utilizando um planejamento fatorial 23 para S. aureus e um planejamento fatorial 22 

para Salmonella. Para S. aureus a CIM de timol, carvacrol e nisina foi 150, 200 e 30 µg/mL, 

respectivamente. Para Salmonella a CIM de timol e carvacrol foi 200 µg/mL, enquanto a 

nisina não causou efeito inibitório. Os resultados referentes ao planejamento fatorial 

mostraram que a mistura dos antimicrobianos nisina, carvacrol e timol; a interação entre timol 

e carvacrol bem como a interação entre nisina e carvacrol demonstraram efeito combinado 

frente a S. aureus. Do mesmo modo, a interação entre timol e carvacrol foi significativa na 

redução de S. Enteritidis sugerindo efeito combinado entre ambos os compostos. 

 

Palavras-chave: antimicrobianos, sinergismo, Salmonella, Staphylococcus aureus. 

 

1. Introdução 

A crescente demanda dos consumidores por alimentos inócuos, preparados sem a 

adição de conservantes químicos e com longa vida útil impulsionam a indústria alimentícia e 

as instituições de pesquisas para a busca por novas tecnologias de conservação. Dentre as 

alternativas para atender essa demanda estão os ingredientes antimicrobianos naturais, os 

quais podem ser utilizados sozinhos ou em combinação com outras tecnologias. 

Os ingredientes antimicrobianos podem ser incorporados diretamente nos alimentos ou 

podem ser constituintes de embalagens ativas. Em ambos os casos, é interessante considerar a 

combinação de diferentes antimicrobianos naturais os quais podem apresentar efeito sinérgico 

(Mathur et al., 2017). A escolha do antimicrobiano deve ser baseada na compatibilidade 

química, nutricional e sensorial deste com o alimento alvo, na sua efetividade contra micro-
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organismos indesejáveis, resistência microbiana, segurança, dentre outras características 

(Pisoschi et al., 2018). 

Diversos compostos antimicrobianos presentes em óleos essenciais de plantas são 

conhecidos por demonstrarem capacidade para inibir ou controlar a multiplicação de micro-

organismos em alimentos (D’Amato, Serio, López, & Paparella, 2018). Carvacrol, eugenol e 

timol são extraídos de óleos essenciais e são compostos amplamente estudados (Zheng, Bae, 

Jung, Heu, & Lee, 2013). Carvacrol e seu isômero timol são componentes majoritários do 

óleo essencial de orégano e de tomilho. Ambos são compostos fenólicos com atividade contra 

bactérias, fungos filamentosos e leveduras apresentando potencial para estender a vida útil e 

aumentar a segurança de alimentos (Miladi et al., 2016; Periago et al., 2004). Carvacrol e 

timol foram classificados como GRAS (geralmente reconhecido como seguro) pelo Food and 

Drug Administration (FDA)  (Suppakul, Miltz, Sonneveld, & Bigger, 2003) e representam 

uma "alternativa verde" aos fungicidas clássicos e antimicrobianos sintéticos. 

Outro antimicrobiano aprovado para uso em alimentos considerado GRAS é a nisina. 

A nisina é uma bacteriocina, ou seja, um peptídeo que apresenta ação antimicrobiana, 

produzida por algumas cepas de Lactococcus lactis que tem seu uso autorizado para aplicação 

em alimentos em mais de 40 países (Cleveland, Montville, Nes, & Chikindas, 2001). Foi a 

primeira bacteriocina produzida comercialmente e autorizada para utilização em alimentos, 

especialmente em produtos lácteos (Balciunas et al., 2013; De Martinis, Alves, & Franco, 

2002). Possui atividade antimicrobiana especialmente contra bactérias Gram positivas, como 

Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (Balciunas et al., 2013).  

S. aureus, assim como a bactéria Gram negativa Salmonella, estão entre os agentes 

etiológicos mais frequentemente envolvidos nos surtos de Doenças Transmitidas por 

Alimentos (DTA) no Brasil de 2007 a 2017, com 26,18% e 20,69% dos casos, 

respectivamente (Ministério da Saúde, 2017). Visando diminuir as contaminações provocadas 

por esses micro-organismos, os antimicrobianos naturais podem ser uma boa alternativa para 

serem utilizados isoladamente ou em conjunto, podendo aumentar seu potencial inibitório. O 

objetivo deste trabalho foi determinar o efeito sinérgico de carvacrol, timol e nisina contra S. 

aureus e Salmonella.  

 

2. Materiais e métodos 

2.1 Culturas bacterianas  



32 

 

S. aureus ATCC 2998 e Salmonella Enteritidis (linhagem SE86) foram selecionados 

como um representante Gram positivo e Gram negativo, respectivamente. Ambas as bactérias 

fazem parte da coleção de micro-organismos do Laboratório de Microbiologia e Controle de 

Alimentos do Departamento de Ciência de Alimentos da UFRGS. A Salmonella SE86 foi 

isolada de um repolho envolvido em surto alimentar em 1999 apresentando o mesmo perfil 

genotípico das linhagens de S. Enteritidis envolvidas na maioria das salmonelose ocorridas de 

1999 a 2012, no Rio Grande do Sul (Capalonga et al., 2014; Oliveira, Brandelli, & Tondo, 

2006).  

Ambas as bactérias foram mantidas a - 18 °C em 10% de glicerol. Para ativação foi 

transferido 20 µL de cada cultura para 3 mL de caldo infusão cérebro coração (BHI) 

adquirido da HiMedia (Mumbai, Índia) incubado a 37 °C por 24 h.  

 

2.2 Preparo das soluções antimicrobianas 

Timol (≥98,5% pureza) e carvacrol (98% pureza) foram adquiridas de Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). Para a preparação das soluções, adicionou-se a um tubo estéril 0,106g 

do composto antimicrobiano e 10 mL de uma solução de DMSO 10% em água 

(Chorianopoulos et al., 2008). 

Nisina comercial (Nisaplin®) foi adquirida da Danisco Brasil Ltda. De acordo com o 

fabricante a formulação contém 77,5% de NaCl, 20% de sólidos desnaturados de leite e 2,5% 

de nisina pura. Para preparação da solução primeiramente 1 g de Nisaplin® foi diluído em 10 

mL de HCl 0,01M e filtrado em poros de 0,22 µm (Millipore). Em seguida, 2 mL dessa 

solução foi diluído em 3 mL de tampão fosfato 10 mM, pH 7,0 (da Silva Malheiros, 

Micheletto, Silveira, & Brandelli, 2010). 

 

2.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A CIM foi determinada para os antimicrobianos timol, carvacrol e nisina usando como 

indicadores as cepas citadas acima. Cada bactéria foi ajustada para aproximadamente 108 

UFC/mL diluindo a suspensão em caldo BHI para obter uma absorbância (DO630nm) de 

aproximadamente 0,5 (escala de MacFarland), usando espectrofotômetro Ultrospec™ 3100 

pro (Amersham Biosciences, UK). Para confirmação, foi realizada contagem em placas 

usando agar BHI. Inicialmente, foram adicionados 100 μl de caldo Mueller Hinton, adquirido 

de HiMedia (Mumbai, Índia), para cada poço. Após, 100 μl de cada solução contendo os 

antimicrobianos foram adicionados ao primeiro poço, homogeneizados e transferidos para o 
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segundo poço, do segundo ao terceiro, e assim por diante. Então, 100 μl de cada cultura 

bacteriana, separadamente, foram adicionados em cada poço. Controle positivo foi realizado 

usando somente o caldo BHI. Controle negativo foi realizado usando as soluções diluentes 

sem o antimicrobiano.  Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C durante 18-24 h e a 

turbidez de cada poço foi observada. A CIM foi considerada a menor concentração sem 

turbidez no poço. 

 

2.4 Planejamento fatorial para determinação do efeito sinérgico 

A fim de avaliar o efeito combinado entre os três antimicrobianos estudados, utilizou-

se a metodologia de planejamento fatorial, que permite avaliar o efeito de um grande número 

de variáveis, a partir de um número reduzido de ensaios experimentais  (Peralta-Zamora, De 

Morais, & Nagata, 2005). Para analisar este efeito sobre a população de S. aureus, os 

procedimentos experimentais foram organizados por meio de um planejamento fatorial 23 

com três repetições do ponto central. Para descrever a superfície de resposta, foram utilizados 

planejamentos fatoriais completos com três níveis codificados [com seus dois pontos 

aumentados (valores codificados -1 e +1) com quatro repetições dos pontos centrais (todos os 

fatores no nível 0) e três variáveis para estudar a influência combinada de concentração de 

nisina (x1), concentração de timol (x2) e concentração de carvacrol (x3). Os pontos codificados 

+1 foram avaliados considerando o dobro da concentração inibitória mínima de cada 

antimicrobiano; o ponto -1, considerado sem antimicrobiano; e o ponto central, considerado o 

valor da concentração inibitória mínima. O planejamento experimental codificado, juntamente 

com os valores reais das variáveis independentes são mostrados na Tabela 1. O modelo da 

equação para este caso foi expressa como: 

 

Y = b0+b1x1+b2x2+b3x3+b12x1x2+b13x1x3+b23x2x3+ b123x1x2x3                        (1) 

 

onde Y é resposta (população de S. aureus); b0, intercepta; b1, b2, b3 coeficientes 

lineares e b12, b13, b23, b123coeficientes de interação. 

Bactérias Gram negativas não sofrem ação inibitória pela nisina devido a sua parede 

celular atuar como uma barreira impermeável a essas moléculas. A superfície dessas bactérias 

é geralmente aniônica e possui uma tendência natural de ligação com a nisina, que é catiônica. 

Quando a nisina liga-se com a membrana externa da parede de bactérias Gram negativas, 

através de ligações eletrostáticas, a mesma não consegue mais acessar a membrana 
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plasmática, local de ação da nisina, e isso justifica a resistência destas bactérias a este 

peptídeo antimicrobiano (Helander & Mattila-Sandholm, 2000). Por esse motivo, para 

analisar o efeito combinado de antimicrobianos sobre a população de S. Enteritidis, os 

procedimentos experimentais foram organizados por meio de um planejamento fatorial 22, 

utilizando-se apenas os antimicrobianos timol e carvacrol, com três repetições do ponto 

central.  

Para descrever a superfície de resposta, foram utilizados planejamentos fatoriais 

completos com três níveis codificados [com seus dois pontos aumentados (valores codificados 

-1 e +1) com três repetições dos pontos centrais (todos os fatores no nível 0)] e duas variáveis 

para estudar a influência combinada de concentração de timol (x1) e concentração de 

carvacrol (x2). Os pontos codificados +1 foram avaliados considerando o dobro da 

concentração inibitória mínima de cada antimicrobiano; o ponto -1, considerado sem 

antimicrobiano; e o ponto central, considerado o valor da concentração inibitória mínima. O 

planejamento experimental codificado, juntamente com os valores reais das variáveis 

independentes são mostrados na Tabela 2. 

O modelo da equação para este caso foi expressas como: 

 

Y = b0+b1x1+b2x2+b12x1x2                                  (2) 

 

onde Y é resposta (população de S. Enteritidis); b0, interceptar; b1 e b2 coeficientes 

lineares e b12 o coeficiente de interação. 

 

2.5 Análise estatística 

Os resultados foram analisados com auxílio do software Statistica 12.0 (Statsoft, 

Tulsa, OK, USA), através das médias de dois experimentos independentes. Foi realizada 

Análise de Variância (ANOVA) e foram desenhados Diagramas de Pareto para ilustrar os 

efeitos das variáveis independentes sobre as populações das bactérias estudadas e as 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas, quando p<0,05. 

 

3. Resultados e discussão 

3.1 Concentração Inibitória Mínima 

A CIM para S. aureus foi de 150 e 200 µg/mL de timol e carvacrol, respectivamente. 

Portanto, mesmo sendo isômeros a CIM foi diferente para ambos os agentes antimicrobianos. 
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Esses resultados estão em concordância com Guarda, Rubilar, Miltz, & Galotto (2011), que 

observaram CIM para timol e carvacrol de 250 e 225 µg/mL contra S. aureus ATCC 25923, 

respectivamente. Por outro lado, a CIM de carvacrol contra a bactérias Gram positiva Listeria 

monocytogenes ATCC 7644 foi de somente 0,6 µg/mL de acordo com De Sousa et al. (2012). 

Em relação a CIM de nisina contra S. aureus o valor encontrado neste trabalho foi de 30 

µg/mL. Do mesmo modo, Shi et al. (2017) encontraram que a CIM de nisina contra 13 

isolados de S. aureus e ATCC 29213 variou de 16 a 32 µg/mL.  

Para S. Enteritidis, a CIM foi de 200 µg/mL utilizando timol e carvacrol como agentes 

antimicrobianos, enquanto a nisina não foi capaz de causar efeito inibitório sobre a bactéria 

Gram negativa.  Do mesmo modo, Kim, Marshall & Wei (1995) observaram CIM de 250 

µg/mL de carvacrol contra S. Typhimurium. A incapacidade da nisina em inibir a Salmonella 

possivelmente se dá pela presença da membrana externa que protege a parede celular de 

bactérias Gram negativas limitando a passagem de alguns compostos antimicrobianos (Vaara, 

1992). Além da nisina, diversas outras bacteriocinas precisam ser combinadas com algum 

agente quelante para inibir bactérias Gram negativa. Lappe, Motta, Sant’Anna & Brandelli 

(2009), por exemplo, observaram que a combinação de cereína 8A com EDTA e lactato de 

sódio (compostos quelantes) agiram sinergicamente na inibição de S. Enteritidis, 

possivelmente devido à ação seqüestraste de íons magnésio da camada de lipopolissacarídeos, 

permitindo maior ação da bacteriocina na membrana celular da bactéria.  

 

3.2 Efeito Combinado 

A Tabela 1 mostra os resultados para o planejamento fatorial referente ao estudo do 

efeito da combinação de nisina, timol e carvacrol sobre S. aureus. 

 

Tabela 1 – Efeito sinérgico de carvacrol, timol e nisina frente a S. aureus. 

Ensaios* X1(N) X2(T) X3(C) S. aureus (log UFC/mL) 

1 -1 (0) -1 (0) -1 (0) 9,37 ± 0,01 

2 +1 (60) -1 (0) -1 (0) 8,89 ± 0,16 

3 -1 (0) +1 (300) -1 (0) 9,03 ± 0,21 

4 +1 (60) +1 (300) -1 (0) 8,04 ± 0,19 

5 -1 (0) -1 (0) +1 (400) 8,70 ± 0,00 

6 +1 (60) -1 (0) +1 (400) 5,85 ± 0,21 
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7 -1 (0) +1 (300) +1 (400) 5,96 ± 0,55 

8 +1 (60) +1 (300) +1 (400) 4,39 ± 0,01 

9 0 (30) 0 (150) 0 (200) 8,34 ± 0,06 

10 0 (30) 0 (150) 0 (200) 8,16 ± 0,23 

11 0 (30) 0 (150) 0 (200) 8,01 ± 0,01 

*Aleatorizados previamente à experimentação 

X1 – concentração de Nisina (N) expressa em µg/mL 

X2–  concentração de Timol (T) expressa em µg/mL 

X3 – concentração de Carvacrol (C) expressa em µg/mL 

 

A análise de variância (ANOVA) mostra que o valor F calculado para a regressão não 

linear dos dados experimentais à Equação 1 foi de 37,05, sendo maior que o F tabelado (2,79) 

à 95% de confiança e que o R2 estimado foi de 0,9368, indicando que 93,68% dos pontos 

experimentais são explicados pela equação obtida e significância do modelo de regressão, que 

foi:  

 

Y = 7,70 – 0,74x1 – 0,67 x2 – 1,30 x3 – 0,37 x1x3 – 0,38 x2x3   (3) 

 

O Diagrama de Pareto (Figura 1) mostra os efeitos das interações das combinações de 

nisina, timol e carvacrol sobre S. aureus. Os resultados indicam que as concentrações dos 

antimicrobianos (nisina, timol e carvacrol) isoladamente são significativos (p<0,05), e ainda, 

a interação entre timol e carvacrol e a interação entre nisina e carvacrol foram significativas 

(p<0,05) para reduzir a população de S. aureus, nas condições testadas. A interação entre 

nisina e timol não foi significativa (p>0,05). 
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Figura 1. Diagrama de Pareto do efeito combinado de nisina, timol e carvacrol sobre S. aureus.  

 

Os resultados da ANOVA indicam que a interação entre nisina e timol bem como 

timol e carvacrol foram significativas (p<0,05) na redução da contagem microbiana de S. 

aureus. Ainda, ao analisar o efeito dos antimicrobianos (Tabela 1), a presença de nisina 

reduziu 0,48 log UFC/mL a população de S. aureus em relação aos experimentos sem 

antimicrobianos, enquanto o carvacrol reduziu 0,67 log UFC/mL e o timol 0,34 log UFC/mL. 

Já quando a nisina foi combinada com timol, houve redução de 1,33 log UFC/mL e quando 

combinada com carvacrol a redução foi de 3,52 log UFC/mL. A combinação de timol e 

carvacrol, reduziu a contagem microbiana em 3,41 log UFC/mL. A solução contendo nisina, 

timol e carvacrol nas concentrações de 30, 150 e 200 µg/mL acarretou em redução de 

aproximadamente 1,20 log UFC/mL, sendo que no dobro dessa concentração a redução foi de 

4,98 log UFC/mL em relação ao controle.  Portanto, houve efeito combinado entre os três 

antimicrobianos testados. 

A nisina utilizada em conjunto com outros compostos antimicrobianos pode ser uma 

alternativa para o aumento do espectro de ação, redução das concentrações de nisina 

necessárias e diminuição da resistência dos micro-organismos (Ettayebi, El Yamani, & Rossi-

Hassani, 2000). O efeito da nisina pode ser explicado pelas interações fosfolipídicas com a 

membrana citoplasmática, que formam poros e assim, o efluxo de constituintes essenciais dos 

micro-organsmos (Williams & Delves-Broughton, 2003). Já timol e carvacrol têm estruturas 

semelhantes com o grupo hidroxila em diferente localização no anel fenólico. Eles interagem 
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com a bicamada lipídica da membrana plasmática, devido a sua natureza hidrofóbica 

(Martínez-Graciá, González-Bermúdez, Cabellero-Valcárcel, Santaella-Pascual, & Frontela-

Saseta, 2015). Os efeitos de timol e carvacrol podem ocorrer em mais locais das células 

bacterianas, sendo efetivos contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, causando a 

perda de constituintes essenciais das células, colapso da estrutura da membrana plasmática e 

por consequência, morte celular (Barbosa et al., 2009; Burt, 2004; Sartoratto et al., 2004).   

Alves (2014) verificou a existência de sinergismo quando foram testadas as 

combinações de nisina com outros compostos (timol, carvacrol, eugenol e cinamaldeído) 

sobre S. aureus. Outros estudos utilizando nisina em conjunto com compostos 

antimicrobianos isolados contra bactérias Gram positivas (Abdollahzadeh, Rezaei, & 

Hosseini, 2014; Chen & Zhong, 2017; Pajohi, Tajik, Farshid, & Hadian, 2011) também 

demonstraram ação sinérgica. Ettayebi et al. (2000) analisaram o efeito sinérgico entre nisina 

e timol frente a L. monocytogenese concluíram que a interação entre esses compostos se deve 

ao fato do timol, assim como outros compostos fenólicos, provocar a despolarização da 

membrana plasmática dessas bactérias, facilitando assim a entrada da nisina mesmo quando 

utilizada em concentrações sub-inibitórias. 

A Tabela 2 mostra os resultados para o planejamento fatorial referente ao estudo do 

efeito da combinação de timol e carvacrol sobre S. Enteritidis. 

 

Tabela 2. Estudo do efeito de carvacrol e timol frente a S. Enteritidis SE86. 

Ensaios* X1 (T) X2 (C) 
População de S. Enteritidis 

(log UFC/mL) 

1 -1 (0) -1 (0) 9,79 ± 0,07 

2 +1 (400) -1 (0) 5,51 ± 0,13 

3 -1 (0) +1 (400) 4,65 ± 0,92 

4 +1 (400) +1 (400) 0,00 ± 0,00 

5 0 (200) 0 (200) 5,38 ± 0,14 

6 0 (200) 0 (200) 5,47 ± 0,18 

7 0 (200) 0 (200) 5,41 ± 0,01 

*Aleatorizados previamente à experimentação 

X1 – T concentração de Timol (T) expressa em µg/mL 

X2 – concentração de Carvacrol (C) expressa em µg/mL 
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A análise de variância (ANOVA) mostra que o valor F calculado para a regressão não 

linear dos dados experimentais à Equação 1 foi de 202,02, sendo maior que o F tabelado 

(3,71) à 95% de confiança e que o R2 estimado foi de 0,9840, indicando que 98,40% dos 

pontos experimentais são explicados pela equação obtida e significância do modelo de 

regressão, que foi:  

 

Y = 5,17 – 2,66x1– 2,23 x2        (4) 

 

A análise do Diagrama de Pareto (Figura 2) indica matematicamente que a interação 

entre os dois antimicrobianos testados frente à S. Enteritidis não foi significativa (p>0,05) e 

somente os antimicrobianos isoladamente foram significativos (p<0,05). Contudo, a análise 

dos dados da Tabela 2 mostra que a combinação de ambos os compostos implicam em 

redução significativa (p<0,05) de S. Enteritidis em relação a suas atuações individuais. Uma 

solução composta por 400 µg/mL de timol e 400 µg/mL de carvacrol foi capaz de inativar 

uma população de 9,79 log UFC/mL de S. Enteritidis. Ao utilizar metade dessa concentração 

de antimicrobianos (200 µg/mL de timol e 200 µg/mL de carvacrol) a inibição também foi 

elevada, em torno de 4,5 log UFC/mL de S. Enteritidis. 

-0,66

-15,94

-19,01

p=0,05

(1)com(2)

(1)Carvacrol

(2)Timol

-0,66

 

Figura 2. Diagrama de Pareto do efeito combinado de timol e carvacrol sobre a S.  Enteritidis.  

 

Como explicado anteriormente, timol e carvacrol tem estruturas semelhantes, pois são 

isômeros, e interagem com a membrana plasmática, devido a sua natureza hidrofóbica 
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(Martínez-Graciá et al., 2015). Por isso, as propriedades antimicrobianas de carvacrol e timol 

dependem da capacidade dos compostos em permeabilizar, despolarizar e romper a membrana 

citoplasmática das bactérias Gram negativas (Lambert, Skandamis, Coote, & Nychas, 2001; 

Memar, Raei, Alizadeh, Aghdam, & Kafil, 2017; Ultee, Bennik, & Moezelaar, 2002).  

A eficácia antibacteriana aumentada de carvacrol e timol quando utilizados em 

conjunto contra Salmonella também foi observada por outros pesquisadores (Du et al., 2015; 

Jesus et al., 2015; Moon & Rhee, 2016). Segundo Ahmad et al. (2011), o grupo hidroxila 

aumenta a hidrofobicidade destes compostos, ajudando-os a dissolver as células bacterianas, o 

que explica a maior atividade para a combinação de timol e carvacrol do que para cada 

composto isoladamente. Além disso, monoterpenos fenólicos, como o timol e carvacrol têm 

uma tendência para aumentar a atividade de outras substâncias naturais quando usado em 

misturas (Bassolé & Juliani, 2012). 

 

4. Conclusão 

O presente estudo leva à conclusão de que a mistura dos antimicrobianos nisina, 

carvacrol e timol; a interação entre timol e carvacrol e a interação entre nisina e carvacrol 

demonstraram efeito combinado frente a S. aureus. Além disso, a mistura de timol e carvacrol 

demonstrou efeito combinado frente a S. Enteritidis SE86, mostrando potencial para aplicação 

dos compostos em conjunto. 
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Resumo 

 

A formação de biofilmes nas superfícies que entram em contato com alimentos é uma das 

principais fontes de contaminações microbiológicas no Brasil e no mundo. Para evitá-los, a 

limpeza e a sanitização devem ser eficientes, evitando a adesão e multiplicação de micro-

organismos. Os antimicrobianos timol e carvacrol são compostos naturais extraídos de óleos 

essenciais de tomilho e orégano, e tem demonstrado eficiência contra um amplo espectro de 

bactérias e seus biofilmes. Assim, o objetivo desse trabalho foi encapsular timol e carvacrol, 

isoladamente e em conjunto, em lipossomas, caracterizá-los e avaliar sua ação contra 

Salmonella aderida em superfície de vidro. Para a encapsulação, utilizou-se a técnica de 

hidratação do filme lipídico. A caracterização mostrou que os lipossomas contendo timol 

(TL), carvacrol (CL) ou timol e/carvacrol (TCL) apresentaram diâmetro médio variando de 

230 a 270nm; polidispersidade de 0,20 a 0,34; potencial zeta de aproximadamente -30 mV e 

eficiência de encapsulação de 99%. Todas as formulações foram estáveis por pelo menos 28 

dias. Em seguida, foi determinada a CIM de cada composto livre e encapsulado frente a um 

pool composto por 3 cepas de Salmonella. Os resultados mostraram que a CIM para timol, 

carvacrol e o conjunto de timol e carvacrol livres foi de 331µg/mL; para TL e CL 663µg/mL; 

e para TCL 1325µg/mL. Então, o pool de Salmonella foi aderido em superfície de vidro (2 cm 

x 2 cm x 1 mm), seguido de sanitização por 1 minuto de contato com os compostos 

desenvolvidos utilizando a CIM, ½ CIM e 2xCIM. Após esse tempo, o número de células 

sobreviventes foi determinado por contagem em placas. Além disso, foi realizada MEV, 

mostrando a adesão de Salmonella e a ação das soluções antimicrobianas. Os resultados de 

adesão mostraram que a aderência dos micro-organismos ao vidro foi de 5,89 ± 0,36 log 

UFC/cm². As soluções antimicrobianas inativaram totalmente a população de micro-

organismos aderida ao coupon de vidro nas concentrações de CIM e 2xCIM para os 

compostos livres. Já, para os compostos em lipossomas, somente inativaram totalmente com o 

2xCIM. Nas concentrações de CIM, os compostos encapsulados tiveram uma redução de 4,03 

log UFC/cm² para TL, 3,79 log UFC/cm² para CL e de 3,94 log UFC/cm² para TCL, 

demonstrando uma liberação mais lenta em comparação aos compostos livres. O controle 

positivo realizado com somente a solução alcoólica 20% (v/v) confirmou que o efeito 

antimicrobiano é devido ao timol e/ou carvacrol presentes nas soluções. A MEV mostrou a 

adesão da Salmonella ao vidro e a ação do carvacrol livre e encapsulado. Portanto, os 

antimicrobianos livres e/ou encapsulados em lipossomas desenvolvidos neste trabalho foram 
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capazes de reduzir ou inativar alta concentração de Salmonella aderida em vidro, sugerindo 

potencial para utilização como desinfetante alternativo para indústrias de alimentos e serviços 

de alimentação.  

 

Palavras-chave: timol, carvacrol, vidro, lipossomas, Salmonella. 

 

1. Introdução 

A segurança dos alimentos é uma das principais preocupações dos consumidores, das 

indústrias de alimentos e dos órgãos fiscalizadores. Diferentes diretrizes têm sido propostas 

para prevenir e reduzir as contaminações dos alimentos (CAC, 2007). As medidas de controle 

englobam a recepção e o armazenamento adequados, as boas práticas de fabricação e as 

medidas higiênico-sanitárias ao longo de toda cadeia de alimentos (Tondo & Bartz, 2017). 

As doenças mais comuns associadas ao consumo de alimentos contaminados são as 

infecções e intoxicações, manifestadas na maioria das vezes por febre, vômito, diarreia, mal-

estar e cansaço. Dentre os principais patógenos veiculados por alimentos, a Salmonella é 

identificada como a maior causadora de surtos no Brasil e na União Europeia (EFSA, 2016; 

Ministério da Saúde, 2018). Além disso, também é um micro-organismo indicador de 

contaminação e higiene inadequada (Ceuppens et al., 2015).  

No processamento de alimentos, superfícies como placas de corte, facas, 

equipamentos, máquinas, esteiras, tanques e cubas estão entre os principais veículos de 

contaminações em indústrias de alimentos e serviços de alimentação. Diversos materiais 

podem ser utilizados para a produção dessas superfícies, sendo os mais utilizados o aço 

inoxidável, o vidro e o polipropileno (Chia et al. 2009). O vidro é um material utilizado em 

placas de corte, utensílios e embalagens. É um material com característica hidrofílica, sendo 

menos propenso a adesão de micro-organismos, e mesmo assim, Salmonella tem demonstrado 

capacidade de formar biofilme em sua superfície (Prouty & Gunn, 2003).  

A limpeza e a sanitização são etapas fundamentais para prevenir e evitar a adesão e 

multiplicação de micro-organismos em superfícies. Os produtos químicos, como hipoclorito 

de sódio, ácido peracético, peróxido de hidrogênio e quaternário de amônio, são os mais 

utilizados com essa finalidade. Porém, estes compostos podem gerar a formação de 

subprodutos indesejados, como os trihalometanos, ou ainda, contribuir para a resistência a 

antibióticos (Doyle, 2006; Xue et al., 2017). Além disso, os consumidores estão mais 

conscientes e preocupados, buscando cada vez mais produtos naturais e com menos aditivos 
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químicos. Por esse motivo, desinfetantes elaborados com extratos naturais e compostos 

provenientes de óleos essenciais estão se popularizando, já que são potencialmente mais 

seguros e ambientalmente mais amigáveis (Burt, 2004).   

Os antimicrobianos timol e carvacrol são compostos naturais, monoterpenos 

aromáticos, constituintes principais extraídos dos óleos essenciais de tomilho (Thymus 

vulgaris L.) e orégano (Origanum vulgaris L.) (Peixoto-Neves et al., 2010). São classificados 

como substâncias GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) pela Food and Drug 

Administration (FDA, 2018) e tem demonstrado eficiência contra um amplo espectro de 

fungos, bactérias e seus biofilmes (Burt, 2004; Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 2008; 

Szczepanski & Lipski, 2013). Esses compostos, quando utilizados livremente, comumente 

apresentam problemas por terem baixa estabilidade, interação com o meio ambiente, resíduos 

de alimentos e de produtos de limpeza, problemas quanto à hidrofobicidade, volatilidade e 

fortes características organolépticas (Li et al., 2015). Estes problemas podem ser superados 

encapsulando-se os compostos para que tenham maior estabilidade física, bioatividade 

aumentada, através de uma liberação controlada, facilitando sua interação com a superfície e 

minimizando a influência de características organolépticas (Donsì, Annunziata, Sessa, & 

Ferrari, 2011).  

A encapsulação em lipossomas é amplamente estudada para utilização nas áreas 

farmacêutica, alimentícia, agricultura e cosmética (Mozafari, Johnson, Hatziantoniou, & 

Demetzos, 2008; Rahimpour & Hamishehkar, 2012; Zylberberg & Matosevic, 2016). 

Lipossomas são estruturas colidais constituídas de bicamadas lipídicas e um núcleo interno 

aquoso, podendo ser utilizados para a encapsulação de compostos lipofílicos, hidrofílicos e 

anfifílicos (Eloy et al., 2014).  

O objetivo desse trabalho foi encapsular timol e carvacrol em lipossomas e avaliar a 

ação das soluções com antimicrobianos frente a um pool composto por 3 cepas de Salmonella 

aderidas em superfície de vidro. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Micro-organismos 

Foi utilizado um pool bacteriano composto por 3 cepas de Salmonella. As cepas 

utilizadas foram: Salmonella Enteritidis SE86, isolada de repolho envolvido em surto 

alimentar, Salmonella Heidelberg, isolada de produto avícola e Salmonella Typhimurium, 
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isolada de fezes de suínos. As cepas foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI; 

Merck, Darsmtadt, Alemanha), separadamente, e incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 

horas. Cada suspensão bacteriana foi ajustada para 108 UFC/mL, através da resuspensão de 

células em caldo BHI estéril até obter absorbância de 0,5 (DO630nm), em espectrofotômetro 

(Ultrospec 3100 pro, AmershamBiosciences, Reino Unido), e confirmada pela semeadura em 

placas com meio Agar Xylose Lysine Deoxycholate (XLD), incubadas a 37°C durante 18-24 

horas e após, contagem em UFC/mL. Foram utilizadas 3 mL de cada cepa para totalizar 9 mL 

de pool. 

 

2.2 Preparo das soluções  

 Timol (98% de pureza) e carvacrol (≥99,5% de pureza) foram adquiridos da Sigma 

Aldrich (St. Louis, USA). As soluções foram preparadas a partir de 0,106 g de cada composto 

antimicrobiano, timol ou carvacrol, ou 0,053 g de cada antimicrobiano, quando utilizados em 

conjunto, diluídas em 10 mL de solução alcoólica 20% (v/v).  

 

2.3 Encapsulação em lipossomas 

 A encapsulação dos compostos antimicrobianos foi feita em lipossomas pela técnica 

de hidratação do filme lipídico (Malheiros et al., 2010). Para isso, pesou-se 0,08 g de 

fosfatidilcolina de soja (LIPOID S 100, Lipoid GMBH, Alemanha) e colocou-se em um balão 

de fundo redondo. Depois, adicionou-se 20 mL de clorofórmio, que foi removido em seguida 

por evaporação em rotaevaporador (Heidolph – Laborota 4000, Heizbad OB, Alemanha), 

formando-se o filme lipídico na superfície do balão. Para que não houvesse resíduo do 

solvente, deixou-se o balão em dessecador por 24 horas. Passado esse tempo, o filme foi re-

hidratado pela solução contendo os antimicrobianos timol ou carvacrol ou ambos. A 

encapsulação foi realizada em banho-maria a 40 °C e sob agitação, para completa 

homogeneização. A fim de reduzir o tamanho dos lipossomas, a solução foi levada ao 

ultrassom de ponta (50 KHz, Sonics & Materials Inc. VCX 400, Danbury, CT, USA) por 3 

ciclos de 1 minuto, em banho de gelo. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

2.4 Caracterização dos lipossomas 

 Foi realizada a caracterização dos lipossomas, através de análise de diâmetro médio 

das nanopartículas em solução, polidispersidade (PDI), potencial zeta e pH.  
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O diâmetro médio e a polidispersidade foram determinados em equipamento Zetasizer 

Nano S90 (Malvern Instruments, UK) e as medidas de potencial zeta foram realizadas em 

equipamento Zetasizer Nano Z (Malvern Instruments, UK) em triplicata. Todas as medidas 

foram realizadas imediatamente após a encapsulação em lipossomas e analisadas após a 

diluição em água ultrapura na proporção de 1:10. 

 

2.5 Estabilidade dos lipossomas 

A estabilidade dos lipossomas foi acompanhada por 28 dias, mantendo-os a 4 °C. 

Mediu-se o diâmetro médio das partículas, a polidispersidade e o potencial zeta dos 

lipossomas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28, seguindo a metodologia do item 2.4.  

 

 2.6 Eficiência de encapsulação 

Previamente ao experimento foram realizadas varreduras (190-900nm) para 

determinar a absorbância máxima dos antimicrobianos em espectrofotômetro (Ultrospec 3100 

pro, Amersham Biosciences, Reino Unido) e curvas padrões, com concentrações padrões 

conhecidas, para cada um dos compostos antimicrobianos. A eficiência de encapsulação dos 

antimicrobianos nos lipossomas desenvolvidos foi determinada de acordo com Shao et al 

(2018) com modificações, por separação de fases em centrífuga (MiniSpin®, Eppendorf, 

Alemanha). Para tal, colocou-se 1 mL da suspensão de lipossomas em tubos e estes foram 

submetidos à rotação de 10.000 g por 20 minutos. O sobrenadante, 0,1 mL, foi diluído em 4,9 

mL de etanol 95% (v/v) e analisado no comprimento de absorção máxima dos compostos 

(260 nm para o timol e 297 nm para o carvacrol) em espectrofotômetro (Ultrospec 3100 pro, 

Amersham Biosciences, Reino Unido). A eficiência de encapsulação (EE) foi determinada 

usando a seguinte equação: 

 

𝐸𝐸 (%) =
(𝑐𝑜𝑛𝑐.  𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑐𝑜𝑛𝑐.  𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒)

𝑐𝑜𝑛𝑐.  𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100          (1) 

 

2.7 Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM)  

 A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada utilizando-se microplacas 

com 96 poços (NCCLS, 2002). Cada suspensão bacteriana foi ajustada como descrito no item 

2.1 para a formação do pool. Em seguida, colocou-se 100 µL de caldo BHI em cada um dos 
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poços. Depois, colocou-se 100 µL da solução com antimicrobianos no primeiro poço e 

realizaram-se as respectivas diluições, homogeneizando a solução com o caldo BHI e 

passando 100 µL para o poço seguinte, até que no último poço a solução fosse descartada. Por 

fim, colocou-se 100 µL do pool microbiano em cada um dos poços. Foram realizados 

controles positivos, com o caldo BHI e o pool microbiano e, com somente a solução alcoólica 

20% (v/v) com o pool microbiano, para garantir que o efeito inibitório provia dos 

antimicrobianos e não da solução. Além disso, foi realizado controle negativo do diluente, 

com somente o caldo BHI e controle negativo das soluções com antimicrobianos, com 

somente o caldo BHI em conjunto com as soluções com antimicrobianos. As placas foram 

incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. A CIM foi considerada a menor concentração 

na ausência de turbidez. 

 A Concentração Bactericida Mínima (CBM) foi determinada depois de passado o 

tempo de incubação das placas para a CIM. De cada poço foram inoculados 20 µL em placas 

com meio Agar Xylose Lysine Deoxycholate (XLD), para Salmonella, através da técnica de 

microgotas (Miles & Misra, 1938), e incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. Após esse 

tempo, foi verificada a multiplicação ou não do micro-organismo, através de colônias típicas. 

A CBM foi considerada a menor diluição que inibiu totalmente o micro-organismo. Os testes 

foram realizados em triplicata.  

 

2.8 Cinética de multiplicação de Salmonella in vitro na presença de soluções 

antimicrobianas 

A cinética de multiplicação de Salmonella in vitro na presença das soluções com 

antimicrobianos foi realizada segundo Garcia & Isenberg (2010), com adaptações, utilizando-

se o pool bacteriano ajustado em 104 UFC/mL, através da diluição do padronizado em 108 

UFC/mL, conforme item 2.1, em caldo BHI. Após o ajuste, colocou-se 500 µL da solução em 

contato com a suspensão. Foram testadas as soluções antimicrobianas de timol, carvacrol e 

ambos compostos livres e as soluções com os compostos encapsulados em lipossomas. Os 

tubos de ensaio foram mantidos em estufa a 30 °C e foram retiradas amostras nos tempos de 

0, 2, 4, 6, 24 e 48 horas. Em seguida, foram realizadas as devidas diluições seriadas e 

semeadura em placas com meio Agar XLD através da técnica das gotas (Miles & Misra, 

1938), e incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. Foi realizado controle positivo, com 

somente a solução alcoólica 20% (v/v), para garantir que o efeito inibitório provinha dos 

antimicrobianos e não da solução. Os testes foram realizados em triplicata.   
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2.9 Preparação das superfícies de vidro 

 Foram confeccionados corpos de prova de vidro nas dimensões de 2 cm x 2 cm, com 

espessura de 1 mm. Os coupons foram lavados com detergente neutro, enxaguados e em 

seguida secos a 60 °C. Depois, os coupons foram colocados em frascos e submetidos à 

autoclave a 121 °C, por 15 minutos, para esterilização (Rossoni & Gaylarde, 2000). Os 

coupons foram mantidos em frascos estéreis até a utilização nos ensaios.  

 

2.10 Adesão de Salmonella ao vidro e ação das soluções antimicrobianas 

desenvolvidas 

 Para a adesão, foi utilizado pool microbiano ajustado para 108 UFC/mL, como 

realizado para a CIM, em um frasco. Primeiramente, um coupon de vidro foi imerso no frasco 

com 10 mL de pool microbiano. O frasco foi incubado em estufa a 37 °C por 15 minutos para 

adesão das células bacterianas à superfície do vidro. Em seguida, o coupon foi lavado em um 

frasco com 10 mL de água peptonada 0,1% para que as células pouco aderidas fossem 

removidas. O coupon com as células aderidas ao vidro foi, então, imerso em 10 mL da 

solução antimicrobiana por 1 minuto. Foram testadas as concentrações de CIM, ½ CIM e  

2xCIM. Passado o tempo de contato, o coupon foi lavado em 10 mL de água peptonada 0,1% 

para remoção da solução antimicrobiana. Em seguida, foi imerso em um frasco contendo mais 

10 mL de água peptonada 0,1% e submetido à lavadora ultrassônica (UNIQUE® – USC700, 

Brasil), com potência de 55 KHz durante 10 minutos, para que as células se soltassem da 

superfície de vidro (Sinde & Carballo, 2000). Foram realizadas diluições seriadas de cada 

coupon sonicado e 20 µL de cada diluição foi semeada em placas contendo agar XLD, pelo 

método da gota (Miles & Misra, 1938), e incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. Foram 

realizados dois controles positivos: (1) submetendo-se o coupon a 10 mL de água peptonada 

0,1% depois do contato com o pool microbiano e (2) submetendo-se o coupon a 10 mL de 

solução alcoólica 20% (v/v) por 1 minuto, nas mesmas condições das soluções 

antimicrobianas, para comprovar que a ação foi devido aos antimicrobianos e não a solução 

alcoólica. Para a conversão de log UFC/mL para log UFC/cm², foi utilizada a seguinte 

equação: 

 

log 𝑈𝐹𝐶/𝑐𝑚² =
log 𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 𝑋 10 𝑚𝐿

Á𝑟𝑒𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑢𝑝𝑜𝑛 (𝑐𝑚²)
           (2) 
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2.11 Capacidade de inibição da adesão de Salmonella em superfície de vidro 

A capacidade dos antimicrobianos em inibir a adesão de Salmonella em superfície de 

vidro foi analisada colocando-se 100 µL da solução antimicrobiana sobre o coupon de vidro e 

o deixando por 30 minutos em estufa a 30 °C para secar. Passado esse período, o coupon foi 

retirado da estufa e colocou-se 100 µL do pool bacteriano de Salmonella ajustado em 108 

UFC/mL sobre a camada da solução antimicrobiana formada no coupon de vidro. O coupon 

foi submetido a estufa a 30 °C por 10 minutos. Passado o tempo de contato, o coupon foi 

lavado em 10 mL de água peptonada 0,1% para remoção das células pouco aderidas e em 

seguida, foi imerso em um frasco contendo mais 10 mL de água peptonada 0,1% e submetido 

à lavadora ultrassônica (UNIQUE® – USC700, Brasil), com potência de 55 KHz durante 10 

minutos, para que as células se soltassem da superfície de vidro (Sinde & Carballo, 2000). 

Foram realizadas diluições seriadas de cada coupon sonicado e 20 µL de cada diluição foi 

semeada em placas contendo agar XLD, pelo método da gota (Miles & Misra, 1938), e 

incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. Foi realizado controle negativo, submetendo-se 

o coupon a solução alcoólica 20% (v/v), nas mesmas condições das soluções antimicrobianas, 

para comprovar que a ação foi devido aos antimicrobianos e não a solução alcoólica. 

  

2.12 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 Para a visualização da adesão do pool de Salmonella e do efeito da adição das 

soluções antimicrobianas, os coupons de vidro foram, imediatamente após o experimento, 

fixados em solução composta por 1,2 mL de glutaraldeído 25%, 5 mL de tampão fosfato 0,2M 

e 3,8 mL de água destilada, e mantidos refrigerados (4º C) por uma semana. Após esse 

período de tempo, as amostras foram lavadas três vezes com tampão fosfato 0,2M e água 

destilada (1:1) por 30 minutos cada. Em seguida, as amostras foram desidratadas passando por 

diferentes concentrações de etanol (30% por 10 minutos, 50% por 10 minutos, 70% por 10 

minutos, 90% por 10 minutos, 90% por 20 minutos, 100% por 10 minutos e 100% por 20 

minutos). As amostras foram submetidas ao aparelho de secagem em ponto crítico (Critical 

Point Dryer BAL-TEC CPD 030, Liechtenstein), tendo como fluido de transição o CO2 

líquido. Depois, as amostras foram metalizadas com uma camada de 25 nm de ouro em 

equipamento metalizador (SputterCoater BAL-TEC SCD 030, Liechtenstein) e então, 

visualizadas em microscópio eletrônico de varredura (JEOL, modelo JSM 6060, Alemanha) a 

10 kV, seguindo a metodologia de Silveira (1998). As amostras testadas foram (1) vidro com 



54 

 

Salmonella aderida (2) vidro com Salmonella aderida e após a ação antimicrobiana de 

carvacrol livre (3) vidro com Salmonella aderida e após a ação antimicrobiana de carvacrol 

encapsulado em lipossoma. 

 

2.13 Análise Estatística 

Foi realizada análise estatística dos resultados obtidos através das análises de variância 

(ANOVA) e teste de Tukey com nível de 95% de confiança (p<0,05), utilizando o Software 

Statistica 12.0 (STATSOFT Inc., Tulsa, USA). 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Caracterização dos lipossomas  

 Timol e carvacrol foram encapsulados em lipossomas visando aumentar a estabilidade 

física e a bioatividade dos compostos, minimizando problemas de interação com o meio 

ambiente e evitando problemas quanto à hidrofobicidade, volatilidade e fortes características 

organolépticas (Donsì et al., 2011; Li et al., 2015). 

Os resultados da caracterização, realizada imediatamente após a encapsulação, podem 

ser vistos na Tabela 2. O pH foi de 6,0 para todas as soluções antimicrobianas, mostrando que 

as soluções são levemente ácidas. Os lipossomas contendo timol (TL), carvacrol (CL) e timol 

e carvacrol em conjunto (TCL), apresentaram diâmetro médio apropriado, de acordo com De 

La Torre & De Pinho (2015), que afirmam que lipossomas são vesículas microscópicas e 

possuem diâmetros médios variando entre 100 nm e 1 µm. E ainda, estão consistentes com 

Schaffazick, Guterres, De Lucca Freitas, & Pohlmann (2003), que determinam que 

nanopartículas, mesmo preparadas através de diferentes métodos, devem apresentar diâmetros 

médios entre 100 e 300 nm. 

A polidispersidade, que indica a distribuição de tamanhos na suspensão, está de acordo 

com Hoeller, Sperger, & Valenta (2009), já que valores próximos a 0,25 indicam 

uniformidade entre os tamanhos das partículas e, portanto, provável estabilidade das soluções.  

 O potencial zeta indica as cargas superficiais da suspensão. As partículas encapsuladas 

que possuem valores de potencial zeta maiores que +30 mV ou menores que -30 mV têm 

maior estabilidade eletrostática (De La Torre & De Pinho, 2015; Mozafari et al., 2008; 

Müller, 1996). Nesse estudo, o potencial zeta foi negativo para todas as amostras e de 
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aproximadamente -30 mV, demonstrando a estabilidade das soluções, condição de extrema 

importância para a aplicação tecnológica.  

 

 3.2 Eficiência de encapsulação  

 A eficiência de encapsulação depende da composição da solução a ser encapsulada, da 

proporção e da sinergia entre os compostos utilizados (Chapal, 2017). Neste estudo, a 

eficiência de encapsulação dos lipossomas foi de aproximadamente 99% para todos os 

antimicrobianos (Tabela 1). Baranauskaite et al. (2018) encontraram valores de eficiência de 

encapsulação variando entre 40,23 e 67,4% para lipossomas de soluções etanólicas com 

extrato de carvacrol e Chapal (2017) encontrou eficiência de encapsulação de 80,9% para um 

sistema lipossomal de uma suspensão aquosa de eugenol, ambos utilizando a técnica de 

hidratação do filme lipídico exposta por Bangham, Standish, & Watkins (1965). Já, Malheiros 

et al. (2010) encontraram eficiência de encapsulação de 94,12% para nisina em lipossomas 

preparados por hidratação do filme lipídico, usando banho em ultrassom. Ephrem, Greige-

Gerges, Fessi, & Charcosset (2014) conseguiram aproximadamente 99% de eficiência de 

nanocápsulas de óleo essencial de alecrim, pelo método de nanoprecipitação. É importante 

destacar que, embora todos esses estudos tenham utilizado a técnica de hidratação do filme 

para a formação dos lipossomas, os compostos ativos, o lipídeo e a técnica de avaliação da 

eficiência de encapsulação foram diferentes. Portanto, é esperado que a eficiência de 

encapsulação apresente resultados diferentes em cada estudo desenvolvido. A natureza do 

composto ativo pode influenciar fortemente a eficiência de encapsulação através de suas 

características físico-químicas, interações eletrostáticas e hidrofobicidade (Calvo, Vila-Jato, & 

Alonso, 1996).  

 

Tabela 1 – Caracterização dos lipossomas e eficiência de encapsulação 

Parâmetro TL CL TCL 

Diâmetro médio 

(nm) 
237,40a ± 3,96 230,90a ± 47,38 267,75a ± 10,82 

PDI 0,31a ± 0,03 0,26a ± 0,04 0,24a ± 0,01 

Potencial zeta (mV) -30,30a ± 0,07 -31,20a ± 0,57 -30,70a ± 0,42 

pH 6,00a 6,00a 6,00a 

Eficiência de 99,87a ± 0,06 99,27a ± 0,27 99,01a ± 0,85 
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encapsulação (%) 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas pelo teste de Tukey (p<0,05). 

TL: Lipossomas com timol 

CL: Lipossomas com carvacrol 

TCL: Lipossomas com timol e carvacrol 

 

3.3 Estabilidade dos lipossomas 

Os lipossomas desenvolvidos foram mantidos sob refrigeração (4 °C) e avaliados 

quanto ao tamanho, PDI e potencial zeta por 28 dias (Figura 1). Os resultados mostraram que, 

em relação ao diâmetro médio, todos os compostos apresentaram diferença significativa 

(p<0,05) com o passar do tempo. Apesar disso, não foi visualizada precipitação e todos os 

compostos permaneceram entre 200 e 300 nm, o que está de acordo com Schaffazick et al. 

(2003), que descreve nanopartículas com sistemas com tamanho entre 100 e 300 nm. Em 

relação ao PDI e potencial zeta, nenhum dos antimicrobianos apresentou diferença 

significativa ao longo do tempo (p>0,05), demonstrando estabilidade por pelo menos 28 dias, 

quando armazenados a 4° C. Desta forma, apesar do diâmetro médio ter variações com o 

passar do tempo, ainda manteve-se em escala nanométrica, e os lipossomas desenvolvidos 

ainda podem ser considerados estáveis por pelo menos 28 dias, umas vez que o PDI manteve-

se estável entre 0,2 e 0,3 e o potencial zeta demonstrou a existência de uma alta repulsão entre 

as partículas, não as deixando aglomerar.   
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Figura 1 – Estabilidade dos lipossomas quanto ao diâmetro médio (nm), polidispersidade e potencial zeta (mV), 

durante estocagem a 4 °C. TL (◊), CL (□) e TCL (△). Valores de média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes.  

 

3.4 Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) 

As concentrações inibitórias mínimas e concentrações bactericidas mínimas foram 

determinadas in vitro para os compostos antimicrobianos livres e encapsulados em 

lipossomas, frente ao pool de Salmonella (Tabela 2). O controle positivo com a solução 

alcoólica 20% (v/v) não inibiu o pool microbiano, demonstrando que a ação é devido aos 

antimicrobianos naturais presentes nas soluções.  

Resultados semelhantes de CIM e CBM foram obtidos por Trevisan et al. (2018), que 

encontraram CIM e CBM de 312 µg/mL para carvacrol, diluído em Caldo Mueller-Hinton e 

etanol a 0,5% (v/v), contra S. Typhimurium ATCC 14028. As concentrações dos compostos 

livres também estão de acordo com Miladi et al. (2017), que observaram valores de CIM e 

CBM que variaram de 64 a 512 µg/mL para carvacrol e de 32 a 128 µg/mL para timol, frente 

a 12 linhagens de S. Typhimurium, utilizando soluções diluídas em etanol. Gavaric, Mozina, 

Kladar, & Bozin (2015) também avaliaram as concentrações de CIM, encontrando 250 µg/mL 

para timol e 125 µg/mL para carvacrol frente a Salmonella Infantis MJ 106, isolada de carne 

de frango.  

Os lipossomas apresentaram valores maiores de CIM e CBM em comparação aos 

antimicrobianos livres, assim como em outros estudos. Isso pode ser explicado por uma 

liberação mais lenta dos antimicrobianos encapsulados.  

As CIM’s entre 50-500 µg/mL são consideradas de elevada atividade antimicrobiana, 

as CIM’s entre 600-1500 µg/mL são consideradas de moderada atividade antimicrobiana e as 
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CIM’s acima de 1500 µg/mL são consideradas de fraca atividade antimicrobiana (Sartoratto et 

al., 2004). Com isso, as soluções antimicrobianas livres e as soluções de TC e CL podem ser 

classificadas como de alta atividade e somente a solução TCL de moderada atividade. 

 

Tabela 2 – Concentração Inibitória Mínima de timol, carvacrol e mistura de timol e carvacrol 

livre e em lipossomas para pool de Salmonella  

Composto CIM (µg/mL) CBM (µg/mL) 

Timol 331 663 

Carvacrol 331 331 

Timol/Carvacrol 331 331 

TL 663 1325 

CL 663 1325 

TCL 1325 1325 

TL: Lipossomas com timol 

CL: Lipossomas com carvacrol 

TCL: Lipossomas com timol e carvacrol 

 

3.5 Cinética de multiplicação de Salmonella in vitro 

A cinética de multiplicação de Salmonella in vitro (Figura 2) na presença de soluções 

antimicrobianas mostrou a inibição total do pool de Salmonella já no primeiro tempo de 

amostragem, tanto para os compostos livres como encapsulados em lipossomas. O controle 

mostra a população inicial de 4,06 ± 0,35 log UFC/mL e a população, após 48 horas a 30° C, 

atingiu 9,42 ± 0,17 log UFC/mL.  
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Figura 2 – Cinética de multiplicação de Salmonella in vitro. Compostos livres e em lipossomas (□) e controle 

com solução alcoólica 20% (△). Valores das médias ± desvio padrão de três repetições independentes. 

 

3.6 Adesão microbiana e ação antimicrobiana 

 A presença de LPS na superfície celular de Gram-negativas tende a tornar a célula 

bacteriana mais hidrofílica e a perda de LPS da superfície celular torna a superfície mais 

hidrofóbica. Já foi relatado que a bactéria é capaz de alterar as características da superfície 

celular, como a hidrofobicidade, em função das mudanças no ambiente externo (Araújo et al., 

2010). Como o vidro é um material hidrofílico, a adesão de micro-organismos é geralmente 

menos favorável (Araújo et al., 2010). Mesmo assim, a adesão, após 15 minutos de contato, 

do pool de Salmonella na superfície de vidro foi de 5,89 ± 0,36 log UFC/cm², a partir de um 

pool com contagem inicial de 8,51 ± 0,25 log UFC/mL, cultivado em caldo BHI. Outros 

estudos encontraram valores parecidos de adesão para outros materiais: 5,5 a 6,5 log CFU/cm² 

para Salmonella em aço inoxidável AISI 304 após 15 minutos de contato (Engel et al., 2017) 

e 5,7 a 7,34 log CFU/cm² para S. Typhimurium em polipropileno após 2 horas de contato 

(Bayoumi, Kamal, Abd El Aal, & Awad, 2012). 

O controle com a solução alcoólica 20% mostrou que a solução não tem ação inibitória 

contra Salmonella e não apresentou diferença significativa (p>0,05) em relação ao controle de 

adesão do pool de Salmonella na superfície de vidro. 

Os resultados de ação das soluções contendo os antimicrobianos naturais livres frente 

ao pool de Salmonella (Figura 3) mostram que tanto as soluções de timol, como carvacrol e 

ambos compostos, nas concentrações de CIM e 2xCIM, inativaram totalmente a população de 

micro-organismos aderida ao coupon de vidro (5,89 ± 0,36 log UFC/cm²). Já, para a 

concentração de ½ CIM, a população de micro-organismos aderida não teve redução 

significativa (p>0,05) para timol e carvacrol, tendo somente redução significativa (p<0,05) de 

1,04 log UFC/cm² quando os compostos são utilizados em conjunto, demonstrando um 

possível efeito sinérgico entre eles, como demonstram alguns estudos (Du et al., 2015; Jesus 

et al., 2015; Moon & Rhee, 2016). 

Os resultados mostraram que 1 minuto de contato foi suficiente para inativar toda a 

população de micro-organismos com as concentrações de CIM e 2xCIM para os 

antimicrobianos timol, carvacrol e ambos utilizados livremente. 
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Figura 3 – Inibição de Salmonella em superfície de vidro utilizando solução alcoólica 20% com timol (CIM = 

331 µg/mL), carvacrol (CIM = 331 µg/mL) ou uma mistura de timol e carvacrol em conjunto (CIM = 331 

µg/mL) livres após 1 minuto de contato. O controle é população do pool de Salmonella que aderiu à superfície 

de vidro e a solução alcoólica 20% é a solução pura, sem antimicrobianos. 

 

Os resultados de ação das soluções contendo os antimicrobianos naturais encapsulados 

em lipossomas frente ao pool de Salmonella (Figura 4) mostram que tanto as soluções de 

timol, como carvacrol e ambos os compostos, na concentração de 2xCIM, inativaram 

totalmente a população de micro-organismos aderida ao coupon de vidro (5,89 ± 0,36 log 

UFC/cm²).  

Já, para a concentração da CIM, houve redução significativa (p<0,05) em relação ao 

controle (5,89 ± 0,36 log UFC/cm²) com todos os antimicrobianos. Não houve diferença 

significativa entre eles (p>0,05), sendo que TL reduziu a população em 4,03 log UFC/cm², 

CL reduziu a população em 3,79 log UFC/cm² e TCL reduziram a população em 3,94 log 

UFC/cm², 

E, para a concentração da ½ CIM, a população de micro-organismos aderida não teve 

redução significativa (p>0,05) para TL, tendo somente redução significativa (p<0,05) de 1,93 

log UFC/cm² para CL e de 1,58 log UFC/cm² TCL. Comparando a redução de CL e TCL, não 

houve diferença significativa (p>0,05).  

Os resultados mostraram que 1 minuto de contato foi suficiente para inativar toda a 

população de micro-organismos com a concentração de 2xCIM para TL, CL e TCL. Além 
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disso, a redução foi significativa para todos os compostos na concentração da CIM e para 

carvacrol e ambos os compostos para a concentração de ½ CIM. 

 

Figura 4 – Inibição de Salmonella em superfície de vidro utilizando TL (CIM = 663 µg/mL), CL (CIM = 663 

µg/mL) e TCL (CIM = 1325 mg/mL) após 1 minuto de contato. O controle é população do pool de Salmonella 

que aderiu à superfície de vidro e a solução alcoólica 20% é a solução pura, sem antimicrobianos. 

  

3.7 Capacidade de inibição da adesão de Salmonella em superfície de vidro 

Visando avaliar se os compostos desenvolvidos seriam capazes de prevenir a posterior 

adesão microbiana, foi preparado um filme antimicrobiano na superfície de vidro seguido de 

imersão em solução contendo 104 UFC/mL do pool de Salmonella. Os resultados mostraram 

que o filme controle, sem composto antimicrobiano e com somente solução alcoólica 20% 

(v/v), permitiu a aderência de 3,87 ± 0,21 log UFC/cm² na superfície de vidro. Já, o filme 

preparado com timol, carvacrol e ambos os compostos livres e também, TL, CL e TCL, foi 

capaz de prevenir a adesão de Salmonella, já que as contagens foram abaixo do limite de 

detecção da técnica utilizada.  

 

3.8 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Utilizando o MEV foi possível observar as colônias de Salmonella aderidas na 

superfície de vidro (Figura 5A). As células tratadas com a solução antimicrobiana de 

carvacrol livre (Figura 5B) encontravam-se aglomeradas e tinham uma aparência murcha, 

comparadas com as células não tratadas, do mesmo modo que Trevisan et al. (2018) e Di 
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Pasqua et al. (2007), que encontraram alterações nas estruturas das células após tratamento 

com carvacrol. 

O tratamento com solução antimicrobiana de CL (Figura 5C) mostrou as estruturas dos 

lipossomas espalhadas pela superfície do vidro, em escala nanométrica, consistente com a 

caracterização físico-química encontrada nesse estudo. A ação da solução antimicrobiana de 

CL sobre o pool de Salmonella (Figura 5D) mostra o mecanismo de ação proposto para o 

carvacrol contra o envelope celular externo, interagindo com a membrana (Di Pasqua et al., 

2007). Também é possível ver a célula de Salmonella tentando aparentemente se defender do 

antimicrobiano, utilizando suas fímbrias e flagelo para alcançar o substrato. 

 

 

 

Figura 5 – Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) a 10 kV do controle de adesão do pool de Salmonella 

com aumento de 3000X (A) e 7000X (B) sobre a superfície de vidro. Solução antimicrobiana de CL espalhados 

sobre a superfície de vidro (C) e ação da ação antimicrobiana de CL sobre a Salmonella (D). 

 

4. Conclusões 

Com a realização deste estudo, foi possível concluir que TL, CL e TCL apresentaram 

alta eficiência de encapsulação, diâmetro médio adequado, baixo índice de polidispersidade, 
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potencial zeta negativo e foram estáveis durante 28 dias, na temperatura de 4 °C, 

evidenciando sua aplicabilidade tecnológica. Todas essas soluções foram capazes de reduzir e 

inativar a população de Salmonella aderida na superfície de vidro e podem ser uma alternativa 

interessante para a liberação controlada de agentes antimicrobianos para utilização em 

indústrias de alimentos e serviços de alimentação. A MEV mostrou a Salmonella aderida ao 

vidro e a ação de CL. Pode-se sugerir que as soluções antimicrobianas sejam utilizadas como 

alternativa aos desinfetantes convencionais para controlar a multiplicação microbiana em 

locais de processamento de alimentos. No entanto, são necessários mais estudos para que elas 

possam ser regulamentadas pelos órgãos oficiais. 
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5.  CONCLUSÕES 

 

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

 

 A mistura dos antimicrobianos nisina, carvacrol e timol, a interação entre timol e 

carvacrol e a interação entre nisina e carvacrol demonstraram efeito sinérgico frente a 

S. aureus. 

 A mistura de timol e carvacrol demonstrou efeito sinérgico frente a S. Enteritidis 

SE86. 

 Os antimicrobianos encapsulados em lipossomas apresentaram alta eficiência de 

encapsulação, diâmetro médio adequado, baixo índice de polidispersidade, potencial 

zeta negativo e foram estáveis durante 28 dias, na temperatura de 4 °C, evidenciando 

sua aplicabilidade tecnológica 

 As soluções antimicrobianas podem ser uma alternativa interessante para a liberação 

controlada de agentes antimicrobianos para utilização em indústrias de alimentos e 

serviços de alimentação e pode-se sugerir a utilização como alternativa aos 

desinfetantes convencionais para controlar a multiplicação microbiana em locais de 

processamento de alimentos. No entanto, são necessários mais estudos para que elas 

possam ser regulamentadas pelos órgãos oficiais. 
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