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RESUMO 

 
Majolo, Cláudia. Atividade antimicrobiana do óleo essencial de plantas 
condimentares/medicinais frente a diferentes sorovares de Salmonella enterica 
Orientador: Vladimir Pinheiro do Nascimento 
 

O estudo objetivou avaliar a atividade antibacteriana, in vitro, dos óleos essenciais de 
erva cidreira (Lippia alba (Mill) NEBr), hortelã-pimenta (Mentha x piperita L.), 
alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.), açafrão (Curcuma longa L.) e gengibre 
(Zingiber officinale Roscoe) cultivados nas condições de Manaus/AM frente a 20 
amostras de Salmonella enterica isoladas de frango resfriado, carne mecanicamente 
separada de frango, farinha de vísceras e farinha de carne e ossos. A concentração 
inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) foram determinadas 
empregando-se o método de microdiluição. Os óleos foram analisados quanto a 
composição química através de cromatógrafo à gás acoplado ao espectrômetro de massa 
(CG-EM). Além da atividade dos óleos essenciais a resistência a antimicrobianos 
fármacos também foi avaliada através da técnica de disco-difusão. Os compostos 
majoritários foram: para o óleo de Lippia alba (Mill) NEBr) (carvona 61,7% e limoneno 
17,5%), Mentha x piperita L. (mentol 27,5%, mentofurano 22,5%, pulegona 12,8%, 
acetato de metila 12,5% e mentona 11%), Ocimum gratissimum L. (eugenol 43,3% e 
1,8-cineol 28,2%), Curcuma longa L. (ar-tumerona 17,9%, alfa-tumerona 14,6% e 1,8-
cineol 14,2%) e para Zingiber officinale Roscoe (geranial 23,9%, neral 17,2%, 1,8-
cineol 16,0% e canfeno 11,4%). Os resultados deste estudo permitiram evidenciar a 
superioridade da atividade dos óleos de Lippia alba (Mill) NEBr, Ocimum gratissimum 
L. e Zingiber officinale Roscoe (média das CIM´s de 4821 a 5750 µg/mL e média das 
CBM´s de 6190,5 a 6500,1 µg/mL) frente às salmonelas isoladas, em comparação aos 
óleos de Mentha x piperita L. e Curcuma longa L., demonstrando o potencial como 
agente antibacteriano natural destas três espécies frente a diferentes sorovares do 
patógeno avaliado. Todos os isolados apresentaram resistência a pelo menos dois 
agentes antimicrobianos. Os isolados foram frequentemente resistentes à estreptomicina 
(95%), ácido nalidixico (75%) e gentamicina (70%) e sensíveis à norfloxacina (45%), 
ciprofloxacina (20%) e cloranfenicol (20%). Entre as 20 amostras de Salmonella 
enterica foram identificados oito sorovares diferentes com predomínio da Salmonella 
Mbandaka, Salmonella Enteritidis, Salmonella Agona e Salmonella Schwarzengrund, 
sendo que os sorovares Mbandaka e Enteritidis foram os que apresentaram maior 
resistência aos fármacos antimicrobianos. A resistência antimicrobiana significativa 
verificada em diferentes sorovares de Salmonella enterica indica que estratégias de 
prevenção devem ser adotadas, como estudos epidemiológicos e uso consciente de 
antimicrobianos tanto na alimentação animal, quanto no tratamento de pacientes, 
visando minimizar o aparecimento de sorovares ainda mais resistentes ou resistentes a 
princípios ativos atualmente eficazes. Neste sentido, os óleos essenciais de Ocimum 
gratissimum L., Lippia alba (Mill) NEBr e Zingiber officinale Roscoe, representam uma 
alternativa para o controle de Salmonella enterica, entretanto, demais estudos 
abordando o sinergismo com carne de frango e farinhas de origem animal são indicados.  
 
Palavras-chave: óleo essencial, atividade antimicrobiana, Salmonella, resistência 
antimicrobiana. 
 



ABSTRACT 

 
Majolo, Cláudia. Antimicrobial activity of the essential oil of medicinal plants against 
serovars of Salmonella enterica 
Advisor: Vladimir Pinheiro do Nascimento 
 
The study aimed to evaluate the antibacterial activity in vitro of the essential oils of 
cidreira (Lippia alba (Mil) NEBr), peppermint (Mentha x piperita L.), alfavaca-cravo 
(Ocimum gratissimum L.), turmeric (Curcuma longa L.) and ginger (Zingiber officinale 
Roscoe) grown under conditions of Manaus / AM front of 20 samples of Salmonella 
enterica isolates from chilled poultry, mechanically separated chicken meat, meat and 
bone meal and poultry viscera meal. Minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC) were determined employing a 
microdilution method. The oils were analyzed for chemical composition by gas 
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). Besides the activity of 
essential oils, the resistance to antimicrobial drugs was also assessed by disk diffusion 
technique. The major compounds were: for Lippia alba (Mil) NEBr oil (carvone 61,7% 
and limonene 17,5%), Mentha x piperita L. (menthol 27,5%, menthofuran 22,5 %, 
pulegone 12,8 %, methyl acetate 12,5% and menthone 11%) Ocimum gratissimum L. 
(eugenol 43,3% and 1,8-cineole 28,2%), Curcuma longa L. (ar tumerona 17,9%, alpha- 
tumerona 14,6%  and 1,8-cineole 14,2%) and Zingiber officinale Roscoe (geranial 
23,9%, neral 17,2%, 1,8-cineole 16,0% and camphene 11,4%). The results of this study 
showed the superiority activity of Lippia alba (Mil) NEBr, Ocimum gratissimum L. and 
Zingiber officinale Roscoe oil (CIM's average from 4821 to 5750 and CBM's average 
from 6190.5 to 6500.1 µg/mL) against Salmonella isolated compared to Mentha x 
piperita L. and Curcuma longa L. oils, demonstrating the potential as natural 
antibacterial agent of these three species against different serovars of the pathogen 
evaluated. All isolates were resistant to at least two antimicrobial agents. The isolates 
were often resistant to streptomycin (95%), nalidixic acid (75%) and gentamicin (70%) 
and sensitive to norfloxacin (45%), ciprofloxacin (20%) and chloramphenicol (20%). 
Among the 20 strains of Salmonella enterica serovars were identified eight different 
with a predominance of Salmonella Mbandaka, Salmonella Enteritidis, Salmonella 
Agona and Salmonella Schwarzengrund, and the Enteritidis and Mbandaka serovars 
showed the highest antimicrobial resistance. The significant antimicrobial resistance 
occurs in different serovars of Salmonella enterica indicates that prevention strategies 
should be adopted, such as epidemiological studies and conscious use of antimicrobials 
both in animal feed, as in the treatment of patients in order to minimize the emergence 
of even more resistant serovars or resistant tho currently effective active principles. In 
this sense, the essential oil of Ocimum gratissimum L., Lippia Alba (Mill) NEBr and 
Zingiber officinale Roscoe represent an alternative for the control of Salmonella 
enterica, however, other studies addressing the synergism with chicken meat and animal 
meal are indicated.  
 
Keywords: essential oil, antimicrobial activity, Salmonella, antimicrobial resistance. 
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INTRODUÇÃO 

As doenças transmitidas por alimentos (DTA´s) tem sido foco de discussões nos 

últimos anos, devido à preocupação mundial com estratégias que permitam seu controle 

e, conseqüentemente, garantam a oferta de produtos seguros ao mercado consumidor. A 

Salmonella sp. é um dos micro-organismos mais amplamente distribuídos na natureza, 

sendo o homem e os animais seus principais reservatórios naturais, e considerado como 

um dos principais agentes envolvidos em surtos de origem alimentar em países 

desenvolvidos (SHINOHARA et al., 2008). 

Esse aumento da incidência da salmonelose provocada por alimentos 

contaminados demonstra que, na atualidade, apesar dos avanços tecnológicos 

alcançados, este problema ainda ocorre mundialmente sendo as aves e bovinos os 

pricipais responsáveis pela disseminação desse agente patogênico (SHINOHARA et al., 

2008). 

 O gênero Salmonella representa um grupo altamente adaptável de bacilos 

Gram-negativos, com sorotipos intimamente relacionados e muitas vezes 

potencialmente patogênicos tanto para homens quanto animais (YAN et al., 2003). 

 Salmonella enterica é considerada a espécie patogênica do gênero Salmonella, 

sendo que, a maioria dos patógenos humanos enquadra-se em um único grupo, 

denominado como uma única subespécie: Salmonella enterica subespécie enterica 

(MADIGAN et al., 2010) e as graves infecções causadas por esse micro-organismo são 

em sua maioria de origem alimentar e se apresentam como gastroenterites (YAN et al, 

2003). 

Além dos alimentos, as matérias-primas e as rações animais também 

representam uma ameaça, já que podem se tornar fontes indiretas de contaminação para 

os seres humanos após o consumo de alimentos de origem animal (DAVIES et al., 

2000) 

O aumento de infecções alimentares provocadas pelos sorotipos de Salmonella 

sp. ocorre principalmente devido ao desenvolvimento de novas características 

específicas, tornando-as capazes de se adaptar em qualquer condição ambiental e 

apresentar resistência a antibióticos, que aparece como uma grande preocupação de 

saúde para os consumidores revelando que a infecção por parte destas salmonelas, tem 

desempenhado um papel vital para o aumento da taxa de doenças transmitidas por 

alimentos (BAJPAL et al., 2012). 
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Mesmo em  países industrializados o problema das DTA´s é crescente, sendo a 

principal causa disso, o excessivo uso de antibióticos em rações animais e também no 

erro de prescrição médica e veterinária para o tratamento de infecções bacterianas 

(CRUCHAGA et al., 2001) o que vem contribuindo para o aumento da resistência 

bacteriana. 

A resistência bacteriana é um problema que constitui uma preocupação global 

séria. O maior risco para a saúde do consumidor que envolve a utilização de antibióticos 

em animais não é dada pelos resíduos, mas pelo desenvolvimento de resistência em 

bactérias dos mesmos animais, e pode levar a falhas na terapêutica veterinária, bem 

como o risco de transferência de bactérias resistentes dos animais ao homem ou genes 

portadores de informação que codificam a resistência (FAO, 2004). 

Salmonelas resistentes a antimicrobianos representam uma grave ameaça, 

porque podem comprometer o tratamento eficaz de salmonelose humana, e pessoas 

infectadas com cepas resistentes aos antibióticos são mais propensas a sofrer um efeito 

adverso a saúde, como doença prolongada, aumento da gravidade da doença, 

hospitalização ou morte, em comparação àquelas infectadas com cepas sensíveis 

(COOK et al. 2009). 

Neste sentido, o uso de aditivos alimentares que aumentem a segurança 

microbiológica é de grande interesse para a indústria de alimentos, entretanto, o uso 

inadequado de antibióticos faz com que micro-organismos patogênicos apresentem 

resistência a medicamentos, havendo a necessidade de novos antimicrobianos de fontes 

naturais (SARTORATTO et al., 2004) como os óleos essenciais, que vêm sendo 

largamente utilizados desde a idade média em diferentes aplicações nos mais diferentes 

ramos das indústrias farmacêutica, sanitária, cosmética, agrícola e de alimentos, sendo 

que dentre as atividades biológicas dos óleos essenciais, destaca-se a bactericida 

(BAKKALI et al., 2008). Portanto, o uso de óleos essenciais como agentes 

antimicrobianos naturais em produtos alimentares pode ser considerado como um 

adicional determinante para aumentar a segurança e a vida de prateleira dos alimentos 

(EBRAHIMI et al., 2008). 

Os óleos essenciais de condimentos podem ter muitos componentes, sendo os 

compostos fenólicos os principais responsáveis pelas propriedades antimicrobianas. Os 

compostos fenólicos são hidrofóbicos e o seu sítio de ação é a membrana celular da 

célula microbiana. Esses compostos se acumulam na bicamada lipídica causando 

desarranjo na função e na estrutura da membrana e penetram a célula bacteriana, 
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exercendo atividade inibitória no citoplasma celular, provocando lise e liberação do 

ATP intracelular (WALSH et al., 2003). 

Diversos trabalhos comprovaram a atividade antimicrobiana frente a diferentes 

sorovares de Salmonella das plantas Lippia alba (Mill) NEBr (AQUINO et al., 2010; 

FABRI et al., 2011, MACHADO et al., 2012), Mentha x piperita L. (ISCAN et al., 

2012, VALERIANO et al., 2012) e Ocimum gratissimum L. (NAKAMUTA et al., 1999, 

ADEBOLU; OLADIMEJI, 2005, MATASYOH, 2007; ALO et al., 2012) e dos rizomas 

de Curcuma longa L.( FRANCO et al., 2007; PÉRET-ALMEIDA et al., 2008; 

RATTANACHAIKUNSOPON & PHUMKHACHORN, 2010) e de Zingiber officinale 

Roscoe (SA-NGUANPUAG, 2011; YOUSUFII, 2012; AHMED, 2012).. 

Baseado nestes aspectos os objetivos do trabalho foram: 1. Identificar os 

sorovares de Salmonella enterica presentes em amostras de frango resfriado, carne 

mecanicamente separada de frango e farinhas de origem animal; 2. Determinar a 

Concentração Bactericida Mínima (CBM) e a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 

óleos essenciais de plantas condimentares/medicinais (Lippia alba (Mill) NEBr, Mentha 

x piperita L., Ocimum gratissimum L., Curcuma longa L. e Zingiber officinale Roscoe) 

cultivadas nas condições de Manaus/AM frente aos isolados de Salmonella enterica; 3. 

Determinar a composição dos óleos essenciais avaliados; 4. Avaliar a resistência dos 

diferentes sorovares de Salmonella enterica isolados frente a agentes fármacos 

antimicrobianos. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 Salmonella sp. 

 Pertencentes à família das enterobactérias, as salmonelas são móveis (com 

exceção de Salmonella Pullorum e S. Gallinarum), anaeróbios facultativos e podem 

crescer em uma temperatura entre 5-45°C com ótima temperatura de 35-37°C. Possuem 

habilidade de crescer em pH baixo e geralmente são sensíveis ao aumento da 

concentração salina (BHUNIA, 2008). 

 O grupo das salmonelas é dividido em duas espécies: Salmonella enterica, que é 

dividida em seis subespécies, e Salmonella bongori. Muitos isolados de humanos e 

animais de sangue quente pertencem à subespécie Salmonella enterica subespécie 

enterica. Outras subespécies de Salmonella enterica e Salmonella bongori ocorrem 

normalmente em animais de sangue frio e são de baixa patogenicidade (JAY, 2005). 

Uma terceira espécie foi descrita e isolada de um sedimento de regiões aquíferas, 

denominada de Salmonella subterrânea, demonstrando alta similaridade com a 

Salmonella bongori através de sequenciamento de DNA ribossomal (SHELOBOLINA 

et al., 2004). 

 Seus principais reservatórios são os animais, e qualquer alimento de origem 

animal pode ser uma fonte de infecção para o homem, como carnes de aves, bovinos, 

ovos, leite e seus subprodutos além da possível transferência da contaminação de 

produtos de origem animal por falta de higiene nas plantas processadoras e cozinhas 

(ACHA & SZYFRES, 2003). 

 Segundo Scallan (2011), estima-se que de 2000 a 2008, um milhão de casos de 

salmoneloses foram reportados anualmente nos Estados Unidos, sendo a bactéria mais 

envolvida em hospitalizações e mortes, revelando a importância e gravidade das 

intoxicações alimentares provocadas por Salmonella sp.. 

 Em 2010, a União Europeia reportou um total de 1605 surtos de salmonelose 

humana de origem alimentar, correspondendo a 30,5% do total de surtos alimentares 

reportados naquele ano (EFSA, 2012). 

No Brasil, de 2000 a 2011 ocorreram 8.663 surtos de toxinfecções alimentares 

em humanos, dos quais foram identificados 3.927 agentes etiológicos, sendo a 

Salmonella sp., responsável por 42,28% dos casos (SVS, 2011). 
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Dentre os alimentos de origem animal relatados no envolvimento em surtos por 

Salmonella destacam-se: a carne de frango, a carne bovina e suína, os pescados, os 

lácteos e os ovos em respectiva ordem de importância como fontes de contaminação 

(MMRW, 2006). 

As matérias-primas e as rações animais também representam uma ameaça, já 

que podem se tornar fontes indiretas de contaminação para os seres humanos após o 

consumo de alimentos de origem animal (DAVIES et al., 2000), por isso, o 

monitoramento e controle da contaminação por Salmonella sp. em rações animais e suas 

matérias primas são de fundamental importância para impedir essa via de contaminação 

(ANDREATTI, 2007; RICHARDSON, 2005).  

As rações denominadas “pet foods”, também representam um risco ao ser 

humano, quando não são tomados os devidos cuidados quanto à estocagem e 

manipulação deste produto (BEHRAVESH, 2010). 

A contaminação de rações por Salmonella sp. pode ocorrer em função das 

matérias-primas, falhas no processamento na fábrica de rações ou durante o 

armazenamento, indicando-se o emprego de compostos antimicrobianos e de estratégias 

de gestão, visando o controle deste sério problema (MACIOROWSKI et al., 2006). 

 

Agentes antimicrobianos 

Para o controle de doenças infecciosas são necessários compostos químicos que 

permitam o seu uso interno e a descoberta e desenvolvimento de fármacos 

antimicrobianos desempenharam importantes papeis tanto na medicina clínica e 

veterinária, bem como na agricultura. Sua classificação ocorre de acordo com estrutura 

molecular, mecanismo de ação e espectro de atividade (MADIGAN et al., 2010). 

Dentre os principais agentes fármacos antimicrobianos temos: 

Quinolonas: São agentes antimicrobianos que interferem com o ácido 

desoxirribonucleico (DNA) girase bacteriana, impedindo seu superenovelamento. A 

DNA girase torna a molécula de DNA compacta e biologicamente ativa. Ao inibir essa 

enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande espaço no interior da bactéria e suas 

extremidades livres determinam a síntese descontrolada de ácido ribonucleico (RNA) 

mensageiro e de proteínas, determinando a morte das bactérias. Dentre as quinolonas e 

fluoroquinolonas, temos o ácido nalidíxico, ciprofloxacina e norfloxacina 

(MADINGAN et al., 2010; ANVISA, 2007). 

Antibióticos que afetam a síntese proteica: 
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 São antibióticos que interagem com os ribossomos impedindo a tradução 

(MADINGAN et al., 2010). 

  Estreptomicina e Gentamicina (Aminoglicosídeos): A estreptomicina foi 

o primeiro aminoglicosídeo obtido a partir do fungo Streptomyces griseus em 1944. Os 

aminoglicosídeos ligam-se à fração 30S dos ribossomos inibindo a síntese proteica 

(inibe a iniciação da cadeia proteica) ou produzindo proteínas defeituosas. São ativos 

contra bactérias Gram-negativas aeróbias e alguns estafilococos (TRABULSI, 2008; 

MADINGAN et al., 2010) 

  Cloranfenicol: se liga à subunidade 50S do ribossomo, inibindo a síntese 

protéica da bactéria (elongação da cadeia proteica). É principalmente bacteriostático e o 

crescimento microbiano recomeça quando se interrompe a administração (JAWETZ, 

2005; MADINGAN et al., 2010). 

  Tetraciclinas: Ligam-se, de maneira reversível, à porção 30S do 

ribossomo, bloqueando a ligação do RNA transportador, impedindo a síntese proteica 

(elongação da cadeia proteica). Em geral, a ação inibitoria e revertida com a suspensão 

do fármaco e inibe tanto bactérias Gram-positivas como negativas (JAWETZ, 2005; 

MADINGAN et al., 2010). 

 Segundo Onwuezobe & Oshun (2012), sendo as salmonelas, patógenos 

intracelulares facultativos, a erradicação efetiva muitas vezes exige fármacos 

antimicrobianos com atividade intracelular. Três grupos de fármacos antimicrobianos 

tem sido utilizados para o tratamento de salmoneloses: 

1. O grupo mais antigo utilizado são as drogas não absorvíveis como a neomicina e 

colistina; 

2. Mais tarde, drogas absorvíveis começaram a ser utilizadas, sendo de amplo 

espectro apesar da pouca atividade intracelular: ampicilina, amoxicilina, 

cloranfenicol, tetraciclina e clotrimazol; 

3. Novas drogas absorvíveis e com poderosa atividade intracelular como as 

fluoroquinolonas (norfloxacina, ofloxacina, fleroxacina e ciprofloxacina). As 

fluoroquinolonas têm sido usadas recentemente, mas, evidências de suas 

efetividades clínicas e bacteriológicas ainda são limitadas. 

 

Resistência antimicrobiana de Salmonella  

 A resistência antimicrobiana consiste na capacidade adquirida por um organismo 

de resistir aos efeitos de um agente quimioterápico, ao qual ele era suscetível. Este 
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mecanismo pode justificar a presença de genes codificadores de resistência a 

antimicrobianos, codificada quer pelo cromossomo ou plasmídeo e pode ser 

disseminada entre os micro-organismos por transferência de forma horizontal 

(MADIGAN et al., 2010). 

 O problema de resistência dos micro-organismos aos antimicrobianos começou a 

ser discutido na década de 70, quando médicos foram forçados a abandonar suas 

convicções de que, com a ampla oferta de agentes antimicrobianos existente, todas 

infecções bacterianas eram tratáveis (LOWY, 2003). Atualmente, tem se tornado um 

assunto amplamente estudado em diferentes gêneros bacterianos, principalmente com 

relação a micro-organismos responsáveis por zoonoses, como no caso da Salmonella, 

merecendo atenção especial em função do risco de sua transmissão aos seres humanos 

(RIBEIRO et al., 2006). 

 O aumento no uso indiscriminado de antibióticos, inseridos no processo de 

produção de alimentos de origem animal, pode funcionar como uma ferramenta de 

seleção para alguns sorovares de Salmonella e para a resistência desses aos 

antimicrobianos. Assim, além do monitoramento constante, com identificação dos 

sorovares desse patógeno ao longo da cadeia de produção, também é importante avaliar 

a resistência aos antibióticos para verificar se há aquisição e disseminação desse perfil 

(EFSA, 2008).  

 A resistência antimicrobiana para Salmonella enterica está sendo verificado em 

vários países nos últimos anos, o que é preocupante porque S. enterica é uma das causas 

mais comuns de gastrenterite humana em todo o mundo (RIBEIRO et al. 2011). E 

percebe-se uma preocupação crescente ao longo dos últimos 30 anos em relação à 

emergência mundial de fenótipos multirresistentes entre os sorovares de S. enterica, 

como S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Newport (HUR et al., 2012) 

Uma preocupação especial é o surgimento, entre as salmonelas,  de resistência às 

quinolonas, fluoroquinolonas ou cefalosporinas de espectro estendido, acarretando a 

necessidade de monitoramento de sua resistência e prevalência em alimentos, e por 

causa das implicações de um potencial de propagação de micro-organismos resistentes a 

saúde pública. A implementação de normas sanitárias rigorosas na indústria de 

alimentos, controle rigoroso de agentes antimicrobianos na indústria pecuária, 

diagnóstico rápido e tratamento adequado são importantes ferramentas para reduzir 

significativamente a carga global de salmonelose (HUR et al., 2012). 
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O elevado número de salmonelas como por exemplo S. Enteritidis resistentes a 

antimicrobianos encontradas no Sul do Brasil indica a necessidade de uso prudente de 

fármacos antimicrobianos para diminuir o desenvolvimento e disseminação de 

resistência aos antibióticos (OLIVEIRA et al. 2005).  Esta resistência entre as bactérias 

presentes em frangos pode causar inúmeros problemas terapêuticos, de saúde pública e 

para os consumidores, como potenciais veículos de infecções alimentares por 

Salmonella resistente (SINGH et al. 2013).  

 

Plantas condimentares/medicinais como antimicrobianos  

Atualmente, a contaminação microbiana tem se tornado uma grande preocupação 

para a indústria de alimentos, principalmente com relação ao uso de preservantes 

químicos, que podem muitas vezes ser substituídos por alternativas naturais, menos 

prejudiciais a saúde e muitas vezes mais viáveis economicamente (VIUDA-MARTOS 

et al., 2008). Alimentos com altos níveis de conservantes para redução da carga 

microbiana são indesejáveis, e a pressão por parte dos consumidores se volta para uma 

produção maior de alimentos frescos, que possuam conservantes naturais e com uma 

maior garantia de segurança (FORSYTHE, 2002). 

A busca por garantias de segurança alimentar e concomitantemente o 

atendimento às demandas para conservação e qualidade vem impulsionando a pesquisa 

para o desenvolvimento de métodos alternativos para a conservação de alimentos. Essas 

crescentes demandas abrem novas perspectivas para o uso de conservantes naturais, 

dentre eles, os derivados de plantas (TIWARI et al., 2009) como as plantas medicinais e 

os condimentos. 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS, 1979), plantas 

medicinais são todas as plantas que contêm em um ou mais de seus órgãos substâncias 

que podem ser utilizadas com propósitos terapêuticos ou que sejam precursoras de 

semi-síntese químicofarmacêutica. 

Já condimentos ou temperos, segundo a Resolução - CNNPA nº 12, de 1978, são 

produtos constituídos de uma ou diversas substancias sápidas, de origem natural, com 

ou sem valor nutritivo, empregado nos alimentos com o fim de modificar ou exaltar o 

seu sabor. Especiarias ou condimento vegetal - o produto de origem vegetal que 

compreende certas plantas ou parte delas, que encerram substâncias aromáticas, sápidas, 

com ou sem valor alimentício. O condimento vegetal, de acordo com a sua composição, 
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pode ser simples, quando constituído por uma especiaria genuína e pura, e misto quando 

constituído da mistura de especiarias (BRASIL, 1978). 

Originalmente utilizadas para alterar ou melhorar o sabor dos alimentos, as ervas 

e especiarias possuem metabólitos secundários, como os óleos essenciais que 

desempenham papel protetor de plantas contra agentes infecciosos como bactérias 

(BAKKALI et al., 2008), e depois de identificadas suas atividades antimicrobianas, 

podem ser utilizados como alternativas na conservação de alimentos (AURELI, 1992). 

O número significativo de estudos sobre a utilização de óleos essenciais e seus 

componentes contra bactérias multirresistentes, indicam o potencial excepcional destes 

produtos naturais para limitar o desenvolvimento de resistência antibacteriana. Além 

disso, o uso de óleos essenciais e seus componentes, em combinação com os 

antibióticos podem aumentar a susceptibilidade bacteriana, limitando assim a resistência 

(FALEIRO & MIGUEL, 2013).  

 A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais está ligada a sua 

hidrofobicidade, que permite-lhes a associação aos lipídios da membrana celular e das 

mitocôndrias, tornando-a permeável e causando perdas do conteúdo das células. 

Algumas condições físicas melhoram a ação antimicrobiana de óleos essenciais como o 

baixo pH, baixa temperatura e baixos níveis de oxigênio. O sinergismo favorável a ação 

de óleos essenciais também tem sido observado entre diferentes componentes como: 

carvacrol e o seu precursor de p-cimeno e entre cinamaldeído e eugenol, além da 

potencialização de atividade dos componentes em associação a métodos de preservação 

leves. Alguns componentes dos óleos essenciais são legalmente aromas registados na 

União Europeia e Estados Unidos e efeitos organolépticos indesejáveis podem ser 

limitados por uma seleção cuidadosa de óleos de acordo com o tipo de alimento (BURT, 

2004). 

Os óleos essenciais são extremamente variáveis quanto a sua composição 

química, sendo considerados uma fonte rica das mais diversas estruturas (por exemplo, 

existem mais de 12.000 alcalóides conhecidos, mais de 8.000 compostos fenólicos e 

mais de 25.000 terpenóides diferentes), muitos dos quais comprovadamente possuem 

propriedades antimicrobianas fortes (RADULOVIK et al., 2013). A composição 

variável dos óleos essenciais, pode ocorrer por influência de diversos fatores como 

clima, solo, região geográfica, fotoperíodo, estádio de desenvolvimento, estresse ou 

idade da planta (MATTOS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2012) sendo que esta 
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variação pode aumentar ou diminuir a resposta biológica (SANTOS et al., 2004; BURT, 

2004), dependendo portanto, do local de cultivo das espécies vegetais. 

 

Características das espécies estudadas 

 

Curcuma longa L. (açafrão) 

Curcuma longa L. conhecida popularmente como açafrão ou açafrão da índia, é 

uma planta herbácea anual, aromática e de folhas grandes. As raízes terminam em um 

rizoma elíptico, de onde partem vários rizomas menores. Cada rizoma mede até 10 

centímetros de comprimento e quando cortados mostram uma superfície vermelho 

alaranjada. Tem cheiro forte e agradável e sabor aromático e picante. Originária da 

Índia é cultivada em todo mundo tropical (LORENZI & MATOS, 2002). 

Na medicina tradicional chinesa, a cúrcuma tem sido usada para ajudar na 

digestão e função hepática, aliviar dores da artrite, regular a menstruação, tratar eczema 

e feridas, reduzir inflamações e, atualmente, tem sido utilizada na prevenção e 

tratamento de câncer (MATOS, 2002). 

Da sua raiz seca e moída se extrai o pó, utilizado na culinária como condimento 

ou corante de cor amarela e brilhante, e no preparo de medicamentos. Em sua 

composição química, o principal constituinte é a curcumina, possuindo também óleos 

essenciais de excelente qualidade técnica e organoléptica, que juntos possibilitam 

estender sua utilização também aos mercados de perfumaria e têxtil (CECILIO FILHO, 

2000). 

Estudos demonstram que o óleo essencial de Curcuma longa L. apresenta poder 

antimicrobiano em potencial contra diferentes patógenos alimentares incluindo 

diferentes sorovares de Salmonella (FRANCO et al., 2007; PÉRET-ALMEIDA et al., 

2008; RATTANACHAIKUNSOPON & PHUMKHACHORN, 2010). 
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Figura 1. Rizomas de Curcuma longa L. cultivada no Setor de Plantas Medicinais da 

Embrapa Amazônia Ocidental, Manaus, AM. 

 

Lippia Alba (Mill) N.E.Br. (erva-cidreira) 

Lippia Alba (Mill) N.E.Br. é um subarbusto de morfologia variável, nativa em 

todo território brasileiro. Seus ramos são finos, esbranquiçados, arqueados, longos e 

quebradiços. As folhas são inteiras, opostas, de bordos serreados e ápice agudo, de 3 a 6 

centímetros de comprimento (LORENZI & MATOS, 2002). Conhecida popularmente 

como erva-cidreira, suas folhas e raízes são utilizadas na medicina popular sob diversas 

formas no tratamento de doenças gástricas, antipiréticas, como analgésico e sedativo 

(HEINZMANN; BARROS, 2007), além de possuir atividades antibacterianas e 

antifúngicas (TAVARES et al., 2011). 

Verificou-se promissor potencial antimicrobiano do óleo essencial e de extratos 

de erva cidreira (Lippia alba (Mill) N.E.Br) frente à Salmonella sp. (AQUINO et al., 

2010; FABRI et al., 2011). Machado et al. (2012) também constataram excelente 

atividade antimicrobiana do óleo essencial de erva cidreira frente a micro-organismos 

responsáveis por deterioração e doenças transmitidas por alimentos, dentre eles, 

Salmonella Choleraesuis. 
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Figura 2. Lippia Alba (Mill) N.E.Br. cultivada no Setor de Plantas Medicinais da 

Embrapa Amazônia Ocidental, Manaus, AM. 

 

Mentha x piperita L. (hortelã-pimenta) 

Mentha x piperita L. é uma erva aromática, anual ou perene de mais ou menos 

30 centímetros de altura. Originária da Europa é muito cultivada em todas as regiões do 

Brasil (LORENZI & MATOS, 2002).  Foi verificada maior atividade antibacteriana 

para Escherichia coli, quando comparada a outras bactérias avaliadas, atividade 

moderada para Salmonella Enteritidis e Enterobacter sakazakii (VALERIANO et al., 

2012). 

Iscan et al. (2002) verificou moderada atividade frente a Salmonella 

Typhimurium e constatou por bioautografia que o mentol seria o responsável pela 

atividade antimicrobiana do óleo essencial desta espécie. 
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Figura 3. Mentha x piperita L. cultivada no Setor de Plantas Medicinais da Embrapa 

Amazônia Ocidental, Manaus, AM. 

 

 Ocimum gratissimum L. (alfavaca-cravo) 

Popularmente conhecido como alfavaca, alfavaca-cravo, alfavaca cheirosa, 

alfavaca da América entre outras denominações, Ocimum gratissimum L. é um 

subarbusto anual e aromático, ereto, muito ramificado, de 30 a 50 centímetros de altura. 

Nativo da Ásia tropical e introduzido no Brasil pela colônia italiana (LORENZI & 

MATOS, 2002). É muito cultivada em quase todo Brasil para fins condimentares e 

medicinais, sendo inclusive comercializada na forma fresca em feiras e supermercados 

utilizada principalmente no combate a dores de cabeça, febre, diarreia, pneumonia além 

de ser efetivo contra infecções bacterianas e parasitas intestinais (LORENZI & 

MATOS, 2002; PRABHU et al., 2009). 

Diversos estudos comprovaram atividade antibacteriana de óleos essenciais e 

extratos de Ocimum gratissimum L. (alfavaca-cravo), frente a diferentes sorovares de 

Salmonella, como Salmonella Enteritidis (NAKAMUTA et al., 1999), Salmonella 

Typhi e Salmonella Thiphimurium (ADEBOLU; OLADIMEJI, 2005) e Salmonella 

Typhi (MATASYOH, 2007; ALO et al., 2012). 
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Figura 4. Ocimum gratissimum L. cultivada no Setor de Plantas Medicinais da Embrapa 

Amazônia Ocidental, Manaus, AM. 

 

Zingiber officinale Roscoe (gengibre) 

Zingiber officinale Roscoe é uma erva rizomatosa, ereta, com cerca de 50 cm de 

altura. Folhas simples, invaginantes, de 15 a 30 centímetros. Possui rizoma ramificado, 

de cheiro e sabor picante, agradável (LORENZI & MATOS, 2002). 

E uma planta nativa da Ásia e é amplamente utilizada como uma especiaria da 

culinária além de ser bem conhecido na medicina tradicional para o estômago, diarreia, 

náuseas, como um auxiliar da digestão, e como um adjuvante para o tratamento de 

condições inflamatórias, tais como osteoartrite e artrite reumatóide (YADAV et al., 

2012). 

Estudos realizados com seus óleos essenciais e extratos de gengibre frente a 

diversos patógenos alimentares verificaram excelente atividade antimicrobiana, 

incluindo atividade contra diferentes sorovares de Salmonella (SA-NGUANPUAG, 

2011; YOUSUFII, 2012; AHMED, 2012). 
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Figura 5. Rizomas de Zingiber officinale Roscoe cultivada no Setor de Plantas 

Medicinais da Embrapa Amazônia Ocidental, Manaus, AM. 
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Abstract 

 

This study aimed to evaluate the antibacterial activity in vitro of essential oils from 

Lippia alba (Mill) NEBr (L. alba), Mentha x piperita L.(M. piperita) and Ocimum 

gratissimum L. (O. gratissimum) grown under conditions of Manaus / AM / Brazil 

against 20 strains of Salmonella enterica isolated from different sources based in 

poultry and animal meal. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 

bactericidal concentration (MBC) were determined using the microplate method. The 

oils were analyzed for the chemical composition by gas chromatography coupled to 

mass spectrometry (GC-MS). The variation in the values of MIC and MBC was small, 

standing in the range from 2500 to 10000 µg/mL for MIC and 5000 to 10000 µg/mL for 

MBC for the species O. gratissimum and L. alba. For M. piperita, the interval of 

variation was from 40000 to 16000 µg/mL for MIC and from 40000 to 320000 µg/mL 

for MBC. The results of this study showed the superiority of the activity of O. 

gratissimum and L. alba oils against Salmonella enterica isolated from different 

matrixes in comparison with M. piperita oil, revealing the potential of these two species 

as a natural antibacterial agent against different serovars of the pathogen evaluated. 

Keywords: Lippia Alba (Mill) NEBr, Mentha x piperita L., Ocimum gratissimum L., 

Salmonella, essential oil. 

 

INTRODUCTION 

Salmonella enterica is recognized as one of the most common causes of 

bacterial foodborne diseases, and most of the infections caused by Salmonella are 

attributed to the consumption of contaminated foods of animal origin (HUR et al., 

2012). 
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 According to Scallan (2011), it is estimated that from 2000 to 2008, one million 

of cases of salmonellosis were reported each year in the United States, being the most 

involved bacteria in hospitalizations and deaths, revealing the importance and severity 

of food poisoning caused by Salmonella sp. 

 In 2010, the European Union reported an amount of 1605 outbreaks of human 

foodborne salmonellosis, corresponding to 30,5% of the amount of foodborne illnesses 

reported that year (EFSA, 2012). 

 In Brazil, from 2000 to 2011, 8.663  outbreaks of foodborne infections occurred 

in humans, of whom were identified 3.927 etiological agents, and Salmonella sp. is 

responsible for 42,28% of the cases (SVS, 2011). 

 Besides the control of food production, the monitoring of raw material used to 

manufacture animal feed, like meat and bone meal, must be constant (ANDREATTI, 

2007; RICHARDSON, 2005). Animal feed can be contaminated by Salmonella sp., due 

to the raw material that is used and errors during the industrial processing or in storage. 

Antimicrobial compounds and management strategies must be used in the control of this 

contamination (MACIOROWSKI et al., 2006). 

 According to the current tendency for the valorization of the natural and 

renewable resources, the use of antimicrobial compounds of natural sources, particularly 

in food and biomedical applications, becomes very frequent (LUCERA et al., 2012). 

 The use of food additives that increase the microbiological safety is of great 

interest for the food industry, however, the inappropriate use of antibiotics makes the 

pathogenic microorganisms develop resistance to medicines (SARTORATTO et al., 

2004). There has been a growing concern throughout the last 30 years in relation to the 

worldwide emergency of multi-resistant phenotypes among Salmonella serotypes, like 

S. Typhimurium, S. Enteritidis and S. Newport (HUR et al., 2012). 

 The condimentar plants, known as spices, are used in food with seasoning, 

however, they can also be used as preservatives in food, after the antimicrobial activities 

are identified (AURELI, 1992). 

 The use of plants as medicine came with the civilization process and represents a 

potential source to pharmacology resources, justifying the inclusion of extracts and 

essential oils to animal food due to the low toxicity they present, traditionally used as 

seasoning or spices (BRUGALI, 2003). 

 The essential oil content and chemical composition are genetic and can also be 

influenced by the environment, stage of development and plant age (OLIVEIRA et al., 
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2012). So, these essential oil composition changes can influence the antimicrobial 

effect. 

 Numerous manifestations, as reported by Livermore (2007), show and justify the 

need of reducing the use of antimicrobials, leading the use of them as accurate as 

possible and adopting more, effective prophylactic actions. 

 Promising antimicrobial potential of Lippia alba (Mill) N.E.Br essential oil and 

extracts was found against Salmonella sp. (Aquino et al., 2010; Fabri et al., 2011). 

Machado et al. (2012) reported antimicrobial activity from the essential oil of 

Lippia alba (Mill) N.E.Br against microorganisms responsible for deterioration and 

illnesses transmitted by food, among them Salmonella Choleraesuis. 

Mentha x piperita L., popularly known as peppermint, presented greater 

antibacterial activity to Escherichia coli, when compared to other evaluated bacterias, 

showing moderate activity against Salmonella Enteritidis (VALERIANO et al., 2012). 

Several studies have shown antibacterial activity of essential oils and extracts of 

Ocimum gratissimum L., against different serovars of Salmonella, like  Salmonella 

Enteritidis (NAKAMUTA et al., 1999), Salmonella Typhi and Salmonella 

Thiphimurium (ADEBOLU and OLADIMEJI, 2005) and Salmonella Typhi (Matasyoh 

et al, 2007; Anyim et al., 2012). 

In this context, the present study evaluated the antibacterial activity of essential 

oils extracted from Lippia Alba (Mill) N.E.Br, Mentha x piperita L. and Ocimum 

gratissimum L. grown under the conditions of Manaus/AM/Brazil against 20 isolates of 

Salmonella enterica. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Microorganisms 

 Twenty isolates of Salmonella enterica were used, isolates of chilled poultry 

(14), mechanically separated poultry meat (2), meat and bone meal (2), and poultry 

viscera meal (2), after analysis confirming the presence of the pathogens in a laboratory 

of UNIVATES Lajeado/RS, Brazil. 

 Antigenic characterization and identification of serovar were performed by the 

Laboratory of Enteric Bacteria by the Oswaldo Cruz Institute, Rio de Janeiro/RJ, Brazil. 

 

Essential oils 
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 The analyzed essential oils were obtained from leaves of Lippia alba (Mill) 

N.E.Br, Mentha x piperita L., and Ocimum gratissimum L., belonging to the Collection 

of Medicinal Plants of Embrapa Western Amazon, municipality of Manaus/AM, Brazil. 

The extraction of essential oils was accomplished through hydrodistillation using 

Clevenger apparatus until there was not observed any condensation of the oil. The oil 

was separated from the aqueous phase and dried with Sodium Sulphate (CRQ, 

Diadema, São Paulo, Brazil), filtered and stored in opaque glass containers, keeping the 

temperature of -20oC until the moment of use. 

 The oils were analyzed as for chemical composition by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry (CG-MS).  

 A gas chromatogram Agilent (Palo Alto, USA) 7890A equipped with capillary 

column HP-5 (5%- diphenyl -95%-dimethylsilicone, 30m x 0,32 x 0,25 µm) was used to 

evaluate the composition of the species of oils mentioned before. The programming of 

the temperature of the oven was from 60 to 240 oC, to 3 oC/min, using hydrogen as 

carrier gas (1,5 mL/min). A 1,0 µL solution was injected at 1% of the essential oil in 

dichloromethane (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) in the mode with flow 

division (1:100; injector to 250 oC). The mass spectra were obtained in an Agilent 

system 5973N operated in electron impact mode (EIMS) to 79 eV, coupled to a 

chromatogram Agilent 6890 equipped with an HP-5 MS column (5%-diphenyl-95%-

dimethylsilicone, 30m x 0,25mm x 0,25mm), using the same injection procedure  and 

temperature programming as described above. Helium was the carrier gas (1,0 mL/min). 

The retention index was calculated from the time of retention of the components of oil 

and from a series of n-alkanes (C7-C26). The identification of the components was 

carried out by comparison of the mass spectra obtained with the data of spectral library 

and by the retention index calculated and compared with the published values (Adams, 

2007). 

 

Determination of Minimum Inhibitory Concentration ( MIC) and Minimum 

Bactericidal Concentration (MBC) 

 The antimicrobial activity of Lippia alba (Mill) N.E.Br, Mentha x piperita L., 

and Ocimum gratissimum L. essential oils was determined by broth microdilution 

method using plates containing 96 wells, according to “Clinical and Laboratory 

Standards Institute” (CLSI) (NCCLS document M7-A6, 2003), determining the MIC 

and the MBC. On each plate the essential oils have been applied on the tested 
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concentrations, the antimicrobial Chloramphenicol (Flucka BioChemika, St. Gallen, 

Switzerland) and the diluent Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma, St. Louis, Missouri, 

USA), all in triplicate. Negative controls have also been made (medium without the 

addition of inoculum) and positive controls ( medium with the addition of inoculum). 

 To obtain the essential oil, 0,2 g of oil was weighed and 1 mL of DMSO was 

added. Thus, a solution of 200.000 µg.mL-1(stock solution) was obtained. 

 The standard of antibiotic used to verify the antimicrobial activity was the 

chloramphenicol 0,2 µg.mL-1. 

 At first, 200 µL aliquots of standardized inoculum (108 UFC mL-1) were 

transferred to test tubes containing 10mL of Tryptone Soya Broth (TSB) (Himedia, 

Mumbai, India). TSB with 1% of surfactant Tween 80 (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil). 

has been used for the essential oil. 

 For all the wells of the plate were added 100µL of medium enriched with 

inoculum with the exception of the last line (check of the medium). 

 The first columns were destined to essential oils and the others to 

chroramphenicol and to the medium enriched with the diluent DMSO. 

 A dilution of stock solution was performed for the essential oil, where 1 mL of 

the stock solution was added in 4 mL of TSB containing 1% of surfactant Tween 80, 

thus resulting in a solution with a concentration of 40.000 µg mL-1. From this solution, 

100 µL were removed and added to the three wells of the first line, in the same way 

were applied 100 µL of the antimicrobial chloramphenicol and DMSO diluted in TSB 

(diluent control), thereby obtaining 200 µL in the wells of line A. 

 Next, the dilutions began. The first wells were homogenized with the samples, 

transferring 100 µL to the next wells, and so, successively, until the penultimate line, 

obtaining the final concentrations of 20.000, 10.000, 5.000, 2.500, 1.250 and 625 

µg.mL-1 for the essential oils and 0,1, 0,05, 0,025, 0,0125, 0,00625 and 0,003125 

µg.mL-1 for chloramphenicol. 

 To the Mentha x piperita L. oil, the quantity to prepare the stock solution was 

increased in proportion to the observation of non-activity in the same conditions as 

other oils evaluated. 

 Soon after the micropipetting, the plates were sealed and incubated at 35 oC +/- 

1 oC for 24 hours. 

 After the incubation time, the reading of the plates were accomplished. The 

confirmation of bacterial growth was represented by the cloudy well and the absence of 
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growth was represented by the clear well. The first well where no growth was noticed 

(with a lower concentration) corresponds to the value of minimum inhibitory 

concentration.  

 

Confirmation of the Minimum Inhibitory Concentratio n (MIC) 

 The confirmation of growth in wells was performed by applying sterikle aquous 

solution of Triphenyltetrazolium Chloride 0,5% (TTC) (Nuclear-CAQ, Diadema, SP, 

Brazil). This solution reveals the bacterial growth through the development of a red 

color, because it forms a red complex with the enzyme of cellular respiration on living 

organisms, so, in the wells where there was bacterial growth there was the development 

of this color. 

 

Determination of the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 

 For the determination of MBC on essential oils, sowings were made on plates of 

Tryptone Soya Agar (TSA) (Himedia, Mumbai, India), of all wells where there was no 

development of bacterial growth.  These plates were incubated at 35 ºC +/- 1ºC for 24 

hours. 

 Afterwards, bacterial growth was observed, recording the lowest concentration 

of essential oils that showed no growth on plates. 

 

Statistical analysis 

 For the evaluation of data the analysis of variance was performed and the test of 

Duncan to evaluate the different antimicrobial potential among the different essential 

oils tested and verify if different isolates/serovars of Salmonella enterica in this study 

showed similar susceptibility profile or not, against a certain essential oil. 

 

RESULTS 

 

Chemical composition of essential oils 

 Lippia alba (Mill) N.E.Br, Mentha x piperita L. and Ocimum gratissimum L. oils 

showed  the compositions on Table 1, 2 and 3 respectively. 
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Table 1. Chemical composition of the essential oil Lippia alba (Mill) N.E.Br 

% RI Compound 
0.7 977 beta-pinene 
3.5 989 Myrcene 
17.5 1029 Limonene 
0.3 1037 (Z)-ocimene 
1.1 1048 (E)-ocimene 
1.6 1096 Linalool 
0.2 1200 trans-dihydro-carvone 
0.4 1216 trans-carveol 
61.7 1245 Carvone 
0.6 1252 Piperitone 
0.7 1337 Piperitenone 
0.5 1372 alpha-copaene 
0.4 1380 beta-bourbonene 
0.3 1387 beta-elemene 
1.8 1414 (E)-beta-caryophyllene 
0.2 1456 alpha-humulene 
2.7 1475 germacrene D 
0.2 1497 alpha-muurolene 
0.5 1508 germacrene A 
0.4 1517 gamma-cadinene 
0.4 1557 Nerolidol 
0.3 1576 Caryophyllene oxide 
0.8 1641 beta-cedren-9-one 

Total identified 96,6% 
RI: retention índex 
 
 
Table 2. Chemical composition of essential oil Mentha x piperita L.  

% RI Compound 
t 929 alpha-tujene 

0,8 937 alpha-pinene 
0,1 953 3-methylcyclohexanone 
0,4 975 Sabinene 
1,3 979 beta-pinene 
0,6 991 Myrcene 
0,1 995 3-octanol 
0,1 1026 ortho-cymene 
3,5 1031 Limonene 
2,1 1033 1,8-cineol 
0,1 1039 cis-beta-ocimene 
0,1 1061 gamma-terpinene 
0,2 1069 cis-sabinene hydrate 
0,1 1089 Terpinolene 
0,1 1099 Linalool 
0,1 1147 neo-isopulegol 
0,1 1150 para-ment-3-en-8-ol 
11,0 1156 Mentone 
22,5 1167 Menthofuran 
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27,5 1177 Menthol 
1,0 1179 4-terpineol 
0,2 1184 Isomenthol 
0,3 1190 alpha-terpineol 
12,8 1241 Pulegone 
0,6 1255 Piperitone 
0,7 1276 neo-methyl acetate 
12,5 1294 methyl acetate 
0,5 1416 trans-beta-cariophyllene 
0,1 1479 Mintlactone 

Total identified 99,5% 
RI: retention index  t: traces (<0,1%) 
 
Table 3. Chemical composition of essential oil Ocimum gratissimum L. 

% IR Compound 
1.0 938 alpfa-pinene 
0.7 975 Sabinene 
2.8 979 beta-pinene 
0.7 991 Myrcene 
t 1017 alpha-terpinene 
t 1025 para-cymene 
t 1030 Limonene 

28.2 1032 1,8-cineol 
3.7 1038 cis-ocimene 
t 1060 gamma-terpinene 

1.3 1097 Linalool 
0.4 1166 delta-terpineol 
0.4 1176 4-terpineol 
1.1 1188 apha-terpineol 
43.3 1357 Eugenol 
0.9 1381 beta-bourbonene 
0.8 1389 beta-elemene 
3.7 1415 beta-caryophyllene 
0.6 1450 alpha-humulene 
0.9 1477 gama-muurolene 
5.5 1482 beta-selinene 
1.7 1490 alpha-selinene 
0.4 1513 7-epi-alpha-selinene 
t 1579  caryophilene oxyde 

Total identified 98,1% 
RI: retention index  t: traces (<0,1%) 
 
 The main compounds, as mentioned in the previous tables (1, 2 and 3) were: for 

Lippia alba (Mill) N.E.Br oil carvone (61,7%) and limonene (17,5%), 12 constituents 

were identified, which represents about 75,6% of essential oil. For Mentha x piperita L. 

oil were identified 27 constituents, representing 99,4% of essential oil, where the main 

compounds are menthol (27,5%), menthofuran (22,5%), pulegone (12,8%), methyl 

acetate (12,5%) and menthone (11%). For the Ocimum gratissimum L. oil the main 
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components were eugenol (43,3%) and 1,8-cineol (28,2%) where 20 constituents were 

identified, representing 98,1% of essential oil. 

Antibacterial activity 

 The antibacterial activity of the essential oils of Lippia alba (Mill) N.E.Br, 

Mentha x piperita L., and Ocimum gratissimum L., obtained by broth microdilution, 

expressed as MIC and MBC are shown in Table 4. 

 It was observed that irrespective of the isolates of Salmonella used, the variation 

in the values of MIC and MBC was small, standing in the range from 2500 to 10000 

µg/mL for MIC and 5000 to 10000 µg/mL for MBC for the species Ocimum 

gratissimum L. and Lippia alba (Mill) N.E.Br. For Mentha x piperita L., the interval of 

variation was from 40000 to 160000 µg/mL for MIC and from 40000 to 320000 µg/mL 

for MBC. 

 

Table 4. Susceptibility of Salmonella enterica sorovars against the essential oils of 
Ocimum gratissimum L., Lippia Alba (Mill) N.E.Br e Mentha x piperita L. 

 O. gratissimum L. alba Mentha x piperita 
Sample n° / Matrix isolated/ 
serovar MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
1 / poultry / 
Schwarzengrund 5000 6667 5000 5000 40000 40000 
2 / poultry / Enteritidis 10000 10000 5000 5000 40000 40000 
3 / poultry / Mbandaka 5000 5000 10000 10000 40000 160000 
4 / poultry* 5000 5000 5000 10000 80000 80000 
5 / poultry / Enteritidis 5000 10000 5000 6667 40000 40000 
6 / poultry* 5000 10000 5000 5000 80000 80000 
7 / poultry / Heidelberg 5000 5000 5000 5000 160000 320000 
8 / poultry* 5000 5000 5000 5000 20000 20000 
9 / poultry* 2500 10000 10000 10000 80000 106667 
10 / poultry / Typhimurium 5000 5000 5000 6667 40000 40000 
11 / poultry / 
Schwarzengrund 5000 5000 5000 5000 40000 106667 
12 / poultry / Agona 5000 5000 5000 5000 40000 40000 
13 / poultry / Mbandaka 5000 6667 5000 5000 80000 80000 
14 / poultry / Mbandaka 5000 10000 10000 10000 80000 80000 
15 / poultry viscera meal / 
Montevideo 5000 5000 5000 5000 40000 53333 
16 / poultry viscera meal / 
Mbandaka 5000 5000 5000 5000 40000 53333 
17 / meat and bone meal* 5000 6667 5000 6667 80000 160000 
18 / meat and bone meal / 
Orion 5000 5000 5000 5000 40000 40000 
19 / mechanically separated 
poultry meat / Agona 5000 5000 5000 5000 80000 80000 
20 / mechanically separated 2500 5000 5000 5000 80000 80000 
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poultry meat / Senftenberg 
MIC: minimum inhibitory concentration 
MBC: minimum bactericidal concentration 
Results of MIC and  MBC expressed in µg mL-1 

* Flagellar structure undetectable 
 

 Based on the triplicates on the results of MICs and MBCs, whose averages are 

displayed in Table 4, it was verified that the essential oils of Ocimum gratissimum L. 

and Lippia alba (Mill) N.E.Br were equally more active in comparison with Mentha x 

piperita L. oil (p<0,05). 

 

DISCUSSION 

 

 The variation of MIC for Ocimum gratissimum L. was from 2500 to 10000 

µg/mL and MBC varied from 5000 to 10000 µg/mL. 

 The most resistant isolate for MIC was the sample 2 and the most sensitive 

samples were 9 and 20. For MBC the samples 2, 5, 6, 9 and 14 were more resistant 

(Table 4). 

 The results found for the antibacterial activity of Ocimum gratissimum L. oil 

against the tested salmonellae differ in this work from the responses obtained by other 

authors. 

 MIC obtained by Matasyoh et al. (2007) with the essential oil of Ocimum 

gratissimum L. against Salmonella Typhi was 107.000 µg/mL. This result was higher 

than the result observed in this work, despite the eugenol content found (68,8%), 

considered the main bactericidal compound present in the composition, has also been 

higher. 

 Nakamura et al. (1999) have found MIC of 3µg/mL and MBC of 6µg/mL 

against Salmonella Enteritidis, in this case, much lower than the result obtained in this 

work, and Sartoratto et al. (2004) found MIC of 600 µg/mL against Salmonella 

Choleraesuis. The lower concentration of this result can be justified in terms of the 

content of eugenol found, about 93,9%, more than double that was found in our work, 

where the evaluation technique used is the one that most resembles among other 

compared studies. 

 For the Lippia alba (Mill) N.E.Br oil both MIC and MBC varied from 5000 to 

10000 µg/mL. 
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 The most resistant isolates for MIC were 3 and 9. For MBC the isolates 3, 4, and 

9 were equally more resistant (Table 4). 

 Similar result to this work was found by Machado et al. (2012), with MIC and 

MBC of 9.370 µg/mL for essential oil from fresh leaves and 5.340 µg/mL of essential 

oil from dried leaves against Salmonella Choleraesuis, and Fabri et al. (2011) with MIC 

of 5000 µg/mL in methanolic extract of these species against S Typhimurium. 

According to Aquino et al. (2010), MIC was of 6,25 µg/mL for 4 out of 5 Salmonella 

strains isolated from beef using essential oil. In the latter study was employed the 

technique of disk diffusion, so, in the comparison of this oil we can realize again a 

greater similarity in the concentrations when similar techniques are used. 

 For the Mentha x piperita L. oil, MIC varied from 40000 to 160000 and MBC, 

from 40000 to 320000 µg/mL. 

 For MIC and MBC the isolate 7 was the most resistant. 

 In 2007, ISCAN and collaborators tested essential oils of Mentha x piperita L. 

with different compositions against pathogenic microorganisms. Despite the evidence of 

menthol action as the compound responsible for bioactivity of the oil, regardless of the 

composition in relation to the content of menthol, this relationship cannot be justified, 

and for Salmonella Typhimurium, MIC varied from 1250 to 2500 µg/mL. 

 The results were much lower than those obtained in our work, in this case, 

despite the content of menthol was similar 27,5%, there may be synergism with the 

other components, as in the case of mentone that was reduced in our work, only 11%. 

 The results showed that the most resistant cultures in both terms of MIC and 

MBC were isolated from poultry samples, however this relation becomes inconclusive 

due to the superiority of this matrix (14 from 20 isolates from poultry). 

 We can also notice a wide variation in results of MIC and MBC reported in other 

previous studies. This variation can be justified due to the variable composition of the 

tested oils, which can occur by several factors like climate, soil, geographical region, 

duration of day and night, age of plants and stress (Mattos et al. 2007). 

 Another important consideration is the issue of lack of standardization of the 

techniques that are used, resulting in large discrepancies among the results, even when 

oils of similar compositions are used. 

 Finally, this study allowed us to show clearly the superiority of the activity of 

Ocimum gratissimum L. and Lippia alba (Mill) N.E.Br oils against isolated enteric 

salmonellae from different matrixes in comparison with Mentha x piperita L. oil, as 
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well as the variation in susceptibility of the isolates. Additional studies broaching the 

synergism between the tested essential oils and the food components are important since 

the action as antimicrobials may be affected. Therefore, for the success in the 

application of the essential oils in food, a preliminary study has to be carried out with a 

medium model simulating food, in order to evaluate possible impacts of interaction and 

antimicrobial activity.  
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RESUMO: Objetivou-se com este trabalho identificar, quantificar os constituintes e 
avaliar a atividade antibacteriana dos óleos essenciais extraídos de rizomas de açafrão 
(Curcuma longa L.) e gengibre (Zingiber officinale Roscoe) cultivados nas condições 
de Manaus/AM frente a 14 salmonelas entéricas isoladas de frango resfriado. A 
obtenção dos óleos essenciais foi realizada utilizando-se aparelho de Clevenger 
modificado e a composição determinada por Cromatografia Gasosa acoplada a 
Espectrometria de Massas (CG-MS). A atividade antibacteriana foi realizada com o 
emprego de técnica de microdiluição em caldo. O óleo essencial de gengibre se mostrou 
expressivamente mais eficiente do que o óleo de açafrão, tanto em termos de ação 
bacteriostática (concentração inibitória mínima de 2500 a 5000 µg mL-1) quanto 
bactericida (concentração bactericida mínima de 5000 a 10000 µg mL-1) observando-se 
variação apenas em duas as amostras em termos de resistência a ação bactericida deste 
óleo. Assim, o óleo essencial de gengibre, representa uma alternativa para o controle de 
Salmonella enterica, entretanto, demais estudos abordando o sinergismo com alimentos 
são indicados. 
Palavras-chave: óleo essencial, Curcuma longa L., Zingiber officinale Roscoe, 
Salmonella. 
 
ABSTRACT: The objective of this work was to identify, quantify constituents and 
evaluate the antibacterial activity of essential oils from rhizomes of turmeric (Curcuma 
longa L.) and ginger (Zingiber officinale Roscoe) grown under conditions of 
Manaus/AM front of enteric salmonella isolated from chilled poultry. The extraction of 
essential oils was performed using a modified Clevenger apparatus and composition 
determined by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). The 
antibacterial activity was performed with the use of microdilution broth. The essential 
oil of ginger proved significantly more efficient than tumeric oil, both in terms of 
bacteriostatic action (minimum inhibitory concentration 2500-5000 mg µg mL-1) and 
bactericidal (minimum bactericidal concentration 5000-10000 mg µg mL-1) observing 
changes in only two samples in terms of resistance to bactericidal activity of this oil. 
Thus, the essential oil of ginger, is an alternative for the control of Salmonella enterica, 
however, other studies addressing the synergism with food are indicated 
Keywords: essential oil, Curcuma longa L., Zingiber officinale Roscoe, Salmonella. 
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INTRODUÇÃO 

 As enfermidades transmitidas por alimentos (ETAs) constituem-se uma 

preocupação para a área da saúde pública. Em países desenvolvidos, que possuem um 

bom sistema de vigilância epidemiológica, tem-se observado aumento significativo na 

incidência das mesmas (MMRW, 2004; 2008), sendo a Salmonella, um dos patógenos 

mais envolvidos em casos destas ETAs (WHO, 2010). 

Diversos estudos epidemiológicos indicam os alimentos de origem animal, como 

um dos maiores veículos na transmissão de enfermidades causadas por Salmonella, 

tendo a carne de frango, particular importância na transmissão deste patógeno 

(WHYTE, 2002; CRETIKOS, TELFER, & MCANULTY, 2008; SCALLAN et al., 

2011).  

Durante os últimos anos, o limite de infecções por Salmonella foi excedido 

drasticamente e este micro-organismo tornou-se um desafio na indústria de alimentos, 

devido a sua distribuição generalizada em todo o mundo, não sendo apenas responsáveis 

por infecções leves a graves, mas também podendo causar infecções fatais (BAJPAL et 

al., 2012) 

As doenças infecciosas são um dos principais problemas em desenvolvimento, 

mesmo em países desenvolvidos, sendo as plantas medicinais tradicionais, amplamente 

utilizadas para tratar as doenças microbianas, devido à sua elevada atividade 

antimicrobiana e menor custo (MUNUSWAMY et al., 2013). 

O aumento de infecções alimentares provocadas pelos sorotipos de Salmonella 

ocorre principalmente devido ao desenvolvimento de novas características específicas, 

tornando-as capazes de se adaptar em qualquer condição ambiental. Salmonelas 

resistentes à antibióticos comerciais tem emergido como uma grande preocupação de 

saúde para os consumidores revelando que a infecção por salmonelas resistentes a 

antibióticos tem desempenhado um papel vital para o aumento da taxa de ETAs 

(BAJPAL et al., 2012). 

Segundo Haida et al. (2007), a procura de novos antimicrobianos a partir de 

espécies vegetais, tem se mostrado bastante expressiva nos últimos anos, visando 

solucionar os problemas da resistência microbiana a antibióticos atualmente utilizados. 

Originalmente utilizadas para alterar ou melhorar o sabor dos alimentos, as ervas 

e especiarias possuem metabólitos secundários, como os óleos essenciais que 

desempenham papel protetor de plantas contra agentes infecciosos como bactérias 
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(BAKKALII et al., 2008), sendo consideradas importantes substâncias bioativas (Shao 

et al., 2011). 

A busca de garantias para a segurança alimentar e concomitantemente o 

atendimento às demandas para conservação e qualidade vem impulsionando a pesquisa 

para o desenvolvimento de métodos alternativos na conservação de alimentos. Essas 

crescentes demandas abrem novas perspectivas para o uso de conservantes naturais, 

dentre eles, os derivados de plantas (TIWARII et al., 2009). Dentre estes derivados, os 

óleos essenciais de Curcuma longa L. e Zingiber officinale Roscoe tem sido estudados 

para este propósito. 

Curcuma longa L., conhecida popularmente como açafrão ou açafrão da Índia, é 

uma planta originária da Índia e cultivada em todo mundo tropical (LORENZI & 

MATOS, 2002). 

Da sua raiz seca e moída se extrai o pó, utilizado na culinária como condimento 

ou corante de cor amarela e brilhante, e no preparo de medicamentos. Em sua 

composição química, o principal constituinte é a curcumina, possuindo também óleos 

essenciais de excelente qualidade técnica e organoléptica, que juntos possibilitam 

estender sua utilização também aos mercados de perfumaria e têxtil (CECILIO FILHO, 

1996). 

Estudos demonstram que o óleo essencial de Curcuma longa L. apresenta poder 

antimicrobiano em potencial contra diferentes patógenos alimentares incluindo 

diferentes sorovares de Salmonella (FRANCO et al., 2007; PÉRET-ALMEIDA et al., 

2008; RATTANACHAIKUNSOPON & PHUMKHACHORN, 2010). 

Zingiber officinale Roscoe conhecido como gengibre, possui rizoma ramificado, 

de cheiro e sabor picante, agradável (LORENZI & MATOS, 2002), apresenta forte 

atividade antimicrobiana sendo amplamente utilizada como uma especiaria da culinária 

além de ser bem conhecido na medicina tradicional (YADAV et al., 2012). 

Estudos realizados seus óleos essenciais e extratos de gengibre frente a diversos 

patógenos alimentares verificaram excelente atividade antimicrobiana, incluindo 

atividade contra diferentes sorovares de Salmonella (SA-NGUANPUAG, 2011; 

YOUSUFII, 2012; AHMED, 2012). 

O presente estudo foi realizado como objetivo de identificar e quantificar os 

constituintes dos óleos essenciais de Curcuma longa L. e Zingiber officinale Roscoe 

cultivados nas condições de Manaus, AM e avaliar sua atividade antibacteriana frente a 

14 amostras de salmonelas isoladas de amostras de frango resfriado. 
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MATERIAL E MÉTODO 

 

Micro-organismos 

Foram utilizados 14 cultivos de Salmonella enterica, isolados de frango 

resfriado, incluindo os sorovares: Schwarzengrund (2), Heidenberg (1), Mbandaka (3), 

Enteritidis (2), Typhimurium (1), Agona (1) e 4 isolados sem identificação possível, 

apenas confirmando a subespécie enterica. 

 

Óleos essenciais 

Os óleos essenciais avaliados foram obtidos a partir rizomas de Curcuma longa 

L. (açafrão) e de Zingiber officinale Roscoe (gengibre) no Setor de Plantas Medicinais 

da Embrapa Amazônia Ocidental, município de Manaus, AM. Após oito meses de 

cultivo (do plantio a colheita) quando as folhas estavam amareladas, acamadas (agosto 

de 2012) foi feita a colheita dos rizomas de ambas as espécies, sendo em seguida 

colocados para secar à temperatura ambiente, à sombra, em galpão telado. Decorridos 

cinco dias foram peneirados para retirada de resto de solo e em seguida foram 

encaminhados para o Laboratorio de Plantas Medicinais e Fitoquímica, também da 

Embrapa. Os rizomas foram cortados em fatias bem finas para facilitar a extração de 

óleo essencial que foi realizada através de hidrodestilação utilizando o aparelho do tipo 

Clevenger até que não fosse observada nenhuma condensação do óleo. O óleo foi 

separado da fase aquosa e seco com Sulfato de Sódio (CRQ, Diadema, São Paulo, 

Brasil), filtrado e armazenado em recipientes de vidro opaco, mantido à temperatura de 

-20 °C até o momento da sua utilização. 

Os óleos foram analisados quanto a composição química através de 

cromatógrafo à gás acoplado ao espectrômetro de massa (CG-EM). 

Para avaliação da composição dos óleos das espécies supracitadas, foi utilizado 

um cromatógrafo a gás Agilent (Palo Alto, USA) 7890A equipado com coluna capilar 

HP-5 (5%- difenil-95%-dimetilsilicone, 30 m X 0,32 mm X 0,25 µm). A programação 

de temperatura do forno foi de 60 a 240 ºC, a 3 ºC/min, usando hidrogênio como gás 

carreador (1,5 mL/min). Foi injetado 1,0 µL de uma solução 1% do óleo essencial em 

Diclorometano (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) no modo com divisão de fluxo 

(1:100; injetor a 250 ºC).  Os espectros de massa foram obtidos em um sistema Agilent 

5973N operado no modo impacto de elétrons (EIMS) a 70 eV, acoplado a um 

cromatógrafo Agilent 6890 equipado com uma coluna HP-5 MS (5%-difenil-95%-
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dimetilsilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), usando o mesmo procedimento de injeção 

e programa de temperatura como descrito acima. O hélio foi o gás carreador (1,0 

mL/min). Os índices de retenção foram calculados a partir dos tempos de retenção dos 

componentes dos óleos e aqueles de uma série de n-alcanos (C7-C26). A identificação 

dos constituintes foi realizada por comparação dos espectros de massa obtidos com os 

dados de biblioteca espectral (Wiley 6th ed.) e pelos dos índices de retenção calculados e 

comparados com valores publicados (ADAMS, 2007). 

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) 

 A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de açafrão e gengibre foi 

determinada através do método de microdiluição em caldo utilizando placas contendo 

96 poços, conforme NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003), sendo determinadas a CIM e a 

CBM. Em cada placa foram aplicados os óleos essenciais nas concentrações testadas, o 

antimicrobiano Cloranfenicol (Flucka BioChemika, St. Gallen, Switzerland) e o 

diluente Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), todos em 

triplicata. Também foram feitos controles negativos (meio sem adição de inóculo) e 

controles positivos (meio com adição de inóculo). 

 Para o óleo essencial de gengibre, foram pesados 0,2 g de óleo em 1 mL de 

DMSO. Desta forma foi obtida uma solução de 200.000 µg.mL-1(solução estoque). Para 

o óleo de açafrão, a quantidade de óleo para preparo da solução estoque foi aumentada 

proporcionalmente em função da observação de não atividade nas mesmas condições 

que o gengibre. 

O padrão de antibiótico utilizado para verificação da atividade antimicrobiana 

foi o cloranfenicol 0,2 µg.mL-1. 

 Inicialmente foram transferidas alíquotas de 200 µL do inóculo padronizado (108 

unidades formadoras de colônia (UFC) mL-1) a tubos de ensaio contendo 10 mL de 

Tryptone Soya Broth (TSB) (Himedia, Mumbai, India). Para o óleo essencial foi 

utilizado o TSB com 1% do surfactante Tween 80 (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil).  

 Para todos os poços da placa foram adicionados 100 µL do meio acrescido de 

inoculo com exceção da última linha (controle do meio). 

 As primeiras colunas foram destinadas aos óleos essenciais e as demais ao 

cloranfenicol e ao meio acrescido do diluente DMSO. 
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 Para o óleo essencial foi efetuada uma diluição da solução estoque, onde foi 

adicionado 1 mL da solução estoque em 4 mL de TSB contendo 1% do surfactante 

Tween 80, resultando dessa forma em uma solução com concentração de 40.000 µg mL-

1. Desta solução foram retirados 100 µL e adicionados em três poços da primeira linha, 

da mesma forma foram aplicados 100 µL do antimicrobiano cloranfenicol e DMSO 

diluído em TSB (controle do diluente), obtendo-se assim 200 µL nos poços da linha A. 

 Em seguida, foram iniciadas as diluições. Os primeiros poços com as amostras 

foram homogeneizados e 100 µL foram transferidos para os próximos poços, e assim, 

sucessivamente, até a antepenúltima linha (concentrações finais de 20000, 10000, 5000, 

2500, 1250 e 625 µg.mL-1 para o óleo essencial de gengibre, 320000, 160000, 80000, 

40000, 20000 e 10000 µg.mL-1 para o óleo essencial de açafrão e de 0,1, 0,05, 0,025, 

0,0125, 0,00625 e 0,003125 µg.mL-1 para o cloranfenicol). 

 Logo após a micropipetagem, as placas foram fechadas e incubadas a 35 ºC +/- 

1 ºC por 24 horas. 

 Após o tempo de incubação, realizou-se a leitura das placas. A confirmação de 

crescimento bacteriano foi representada pelo poço turvo e a ausência de crescimento foi 

representada pelo poço límpido. O primeiro poço onde não se observou crescimento (de 

menor concentração) corresponde ao valor da concentração inibitória mínima. 

 A confirmação de crescimentos nos poços foi realizada por meio da aplicação da 

solução aquosa estéril de Cloreto de Trifeniltetrazólio 0,5% (TTC) (Nuclear-CAQ, 

Diadema, SP, Brazil), revelada pelo aparecimento de uma cloração avermelhada. 

 Para determinação da CBM dos óleos essenciais foram realizadas semeaduras 

em placas de Tryptone Soya Agar (TSA) (Himedia, Mumbai, India), de todos os poços 

onde não havia revelação de crescimento bacteriano. Essas placas foram incubadas a 35 

ºC +/- 1 ºC por 24 horas. 

 A seguir, o crescimento bacteriano foi observado, registrando-se a menor 

concentração dos óleos essenciais que não evidenciaram crescimento em placas.  

 

Análise estatística 

 Para a avaliação dos dados foi realizada a análise de variância e teste de Duncan 

para avaliar se os diferentes isolados de Salmonella enterica em estudo, apresentavam 

perfis de suscetibilidade semelhantes ou não, frente a determinado óleo essencial. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Composição química dos óleos essenciais 

Os óleos de Curcuma longa L. (açafrão) e Zingiber officinale Roscoe (gengibre) 

apresentaram a composição descrita nas Tabelas 1 e 2 respectivamente. 

 
Tabela 1. Constituintes químicos do óleo essencial de Curcuma longa L. (açafrão). 

Composto % IR 
α-pineno 0,6 932 
mirceno 0,5 990 

α-felandreno 8,5 1005 
δ-3-careno 0,3 1010 
p-cimeno 2,1 1023 

Limoneno + silvestreno 0,9 1027 
1,8-cineol 14,2 1030 

y-terpineno 0,4 1057 
terpinoleno 2,3 1087 

Terpinen-4-ol 0,5 1175 
α-terpineol 0,8 1189 

Ar-curcumeno 0,5 1481 
α-Zingibereno 0,5 1494 

β-sesquifelandreno 0,6 1522 
Ar-tumerol 1,7 1578 
β-atlantol 0,7 1607 

Ar-tumerona 17,9 1667 
α –tumerona 14,6 1701 

6S,7R-bisaboleno 0,6 1744 
Total identificado 68,2% 

 

IR: índice de retenção 
 
 
 
Tabela 2. Constituintes químicos do óleo essencial de Zingiber officinale Roscoe 
(gengibre). 

composto % IR 
2-heptanol 1,0 932 
α-Pineno 2,9 990 
Canfeno 11,4 1005 
β-pineno 0,6 1010 

6-metil-5-hepten-2-ona 1,2 1023 
Mirceno 1,8 1027 

β-felandreno + silvestreno 4,1 1030 
1,8-cineol 16,0 1057 

Linalol 1,8 1087 
Borneol 4,4 1175 

Terpinen-4-ol 0,6 1189 
α-terpineol 2,9 1481 
Citronelol 1,0 1494 
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Neral 17,2 1522 
Geraniol 1,9 1578 
Geranial 23,9 1607 

Ar-curcumeno 1,1 1667 
α-zingibereno 2,2 1701 

(E,E)-α-farneseno 1,2 1744 
Total identificado 68,2% 

IR: índice de retenção 
 

  Os compostos majoritários, conforme citado nas tabelas 1 e 2 foram: para o óleo 

de açafrão a ar-tumerona (17,9%), alfa-tumerona (14,6%) e 1,8-cineol (14,2%), sendo 

identificados 19 constituintes, o que representa cerca de 68,2% do óleo essencial. Para o 

óleo de gengibre foram identificados 20 constituintes, representando 98,3% do óleo 

essencial, sendo o geranial (23,9%), neral (17,2%), 1,8-cineol (16,0%) e canfeno 

(11,4%) os compostos majoritários. 

 

Atividade antibacteriana 

 A atividade antibacteriana dos óleos essenciais de açafrão e gengibre, obtidas 

através da microdiluição em caldo, expressas como CIM e CBM estão dispostas na 

Tabela 3. 

 
Tabela 3. Susceptibilidade de sorovares de Salmonella enterica isoladas de frango frente 
aos óleos essenciais de Curcuma longa L. (açafrão) e Zingiber officinale Roscoe 
(gengibre) 

 Açafrão Gengibre 
N° da amostra/sorovar CIM CBM CIM CBM 
1 / Schwarzengrund 160000 >320000 5000 6666,7 
2 / Enteritidis >320000 >320000 5000 5000 
3 / Mbandaka 80000 >320000 5000 5000 
4 / enterica subs enterica 160000 160000 5000 5000 
5 / Enteritidis 80000 >320000 5000 5000 
6 / enterica subs enterica 320000 >320000 5000 5000 
7 / Heidelberg 320000 >320000 5000 5000 
8 / enterica subs enterica 320000 320000 5000 5000 
9 / enterica subs enterica >320000 >320000 2500 10000 
10 / Typhimurium >320000 >320000 5000 5000 
11 / Schwarzengrund >320000 >320000 5000 10000 
12 / Agona >320000 >320000 5000 5000 
13 / Mbandaka >320000 >320000 5000 5000 
14 / Mbandaka >320000 >320000 5000 5000 
CIM: concentração inibitória mínima 
CBM: concentração bactericida mínima 
Resultados da CIM e CBM expressos em µg mL-1 
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 A avaliação estatística da diferença de resultados de CIMs e CBMs dos óleos 

essenciais de açafrão e gengibre não pode ser efetuada, já que o óleo essencial de 

açafrão apresentou em sua maioria, valores indeterminados. Entretanto, verifica-se 

expressiva diferença quanto à atividade bactericida (CBM) e bacteriostática (CIM), 

revelando a superioridade em termos de atividade do óleo essencial de gengibre. 

 Para o óleo de açafrão a variação da CIM foi de 80000 a >320000 µg mL-1 e a 

CBM variou de 160000 a >320000 µg mL-1 (Tabela 3). Independentemente do sorovar 

de Salmonella avaliado, a resistência ao óleo essencial de açafrão foi alta. 

 Os resultados encontrados para a atividade antibacteriana do óleo de açafrão 

apresentaram como menor concentração capaz de inibir 50% dos isolados (CIM 50% e 

CBM 50%) resultado superior a 320000 µg mL-1, tornando a determinação 

inconclusiva, porém, comprovando a fraca atividade tanto em termos de ação 

bacteriostática quanto bactericida. 

 Quanto à composição, Gounder & Lingamalle (2012) também encontraram αr-

tumerona e α-tumerona como compostos majoritários em óleo de açafrão, porém, em 

maiores concentrações, 21,0% e 33,5% respectivamente. 

 Singh et al. (2011), encontraram αr-tumerona e curlona como componentes 

majoritários do óleo de açafrão, apresentando excelente atividade frente à 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Aspergilus niger. 

Os autores justificam a atividade em função da elevada concentração de αr-tumerona. 

 Nanasombat & Lohasupthawee (2005) avaliando extrato etanólico de açafrão 

não observaram atividade antibacteriana frente a 20 diferentes sorovares de Salmonella 

enterica, resultado similar ao do presente trabalho. 

 Outro trabalho avaliando a ação antibacteriana com discos impregnados e 

difusão em ágar do óleo de açafrão, também, assim como neste trabalho, não constatou 

atividade frente à Salmonella Choleraesuis, sendo que o óleo apresentava como 

componente majoritário a tumerona (28,67%) (FRANCO et al., 2007). 

 De Bona et al. (2012) avaliaram extrato de açafrão frente a 14 sorovares de 

Salmonella isolados de frango, sendo que a CIM para S. MBandaka, S. Heidelberg e S. 

Lexington se apresentou com 100, 150 e 200 µg mL-1, entretanto a determinação de 

composição destes extratos testados não foi realizada. 

 Para o óleo de gengibre a variação da CIM foi de 2500 a 5000 µg mL-1 e a CBM 

variou de 5000 a 10000 µg mL-1. 
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 Dentre os sorovares avaliados as amostras que apresentaram resistência 

estatisticamente igual entre eles e maior em relação às demais foram: 11 (S. 

Schwarzengrund), e 9 (sem identificação) (p<0,05). Apesar da amostra 9 também 

apresentado a menor CIM entre todas as amostras. 

 Assim como neste trabalho, Singh et al. (2008) também encontraram geranial 

como composto majoritário. Já Mesomo et al. (2013), encontraram como composto 

majoritário α-curcumeno,  geranial e canfeno e encontraram atividade fraca a moderada 

frente a S. Typhimurium, avaliando halos de inibição. 

 As-Nguanpuag et al. (2011), avaliaram a ação antimicrobiana de óleo essencial 

de gengibre obtido por duas formas: hidrodestilação e extração por solventes, sendo que 

para os sorovares de Salmonella avaliados, o óleo obtido por hidrodestilação, 

apresentou melhor ação antimicrobiana (2,5 a 10 mg L-1) avaliada através de discos de 

difusão, resultado muito inferior ao obtido no presente trabalho. 

 De Bona et al. (2012), avaliaram extrato de gengibre frente a 14 sorovares de 

Salmonella isolados de frango, sendo que a MIC para S. Montevedeo foi de 200 µg 

mL-1, entretanto, não sendo observada a inibição de nenhum outro dos sorovares 

testados. 

 A composição variável dos óleos testados, que pode ocorrer por influência de 

diversos fatores como ambiente, estádio de desenvolvimento ou idade da planta 

(OLIVEIRA et al., 2012), podendo justificar a variação de resultados de CIM e CBM 

relatados em comparação a outros trabalhos  

 Trabalhos avaliando a ação de óleos essenciais de gengibre e açafrão evidenciaram 

uma ação antibacteriana mais efetiva frente a bactérias Gram-positivas (AS-

NGUENPUAG, 2011; AHMED, 2012; SHANOON, 2012). Sendo a Salmonella uma 

bactéria Gram-negativa, apresenta maior resistência do que outras espécies Gram-

positivas (PREUS, 2005), que pode ser justificada pela dupla camada fosfolipídica, 

protegendo a célula bacteriana de determinadas classes de compostos presentes nos 

óleos essenciais (OUSSALAH, 2007). 

 A falta de padronização das técnicas empregadas acaba resultando em grandes 

variações nas CIMs e CBMs mesmo quando da utilização de óleos de composição 

similar. 

 Finalmente, este estudo permitiu evidenciar superioridade da atividade do óleo 

essencial de gengibre em comparação ao de açafrão frente a salmonelas entéricas 
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isoladas de frango, bem como variação de susceptibilidade dos diferentes sorovares 

confrontados.  

 Sendo o gengibre uma especiaria amplamente utilizada no preparo de pratos a base 

de carne de frango, sugerem-se estudos adicionais abordando o sinergismo entre o óleo 

essencial desta espécie e a matriz alimentar em questão, bem como a avaliação em 

termos organolépticos para mensuração da aceitação por consumidores das doses 

consideradas efetivas. 
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ABSTRACT - Majolo C., Nascimento V.P., Perdoncini G. 2013. [Antimicrobial 
susceptibility and resistance of different Salmonella enterica serovars.] Susceptibilidade 
e resistência antimicrobiana de diferentes sorovares de Salmonella enterica. Pesquisa 
Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Veterinárias, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 
Av. Bento Gonçalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: 
claudia.majolo@embrapa.br  

 
The present study was conducted to determine the susceptibility and resistance 

of Salmonella enterica serovars isolated from chilled poultry, mechanically separated 
poultry meat, poultry viscera meal and meat and bone meal. A total of 20 Salmonella 
was tested for susceptibility against seven antibacterial agents. All isolates were 
resistant to at least two antimicrobial agents. The isolates were frequently resistant to 
streptomycin (95%), nalidixic acid (75%) and gentamicin (70%) and sensitive to 
norfloxacin (45%), ciprofloxacin (20%) and chloramphenicol (20%). The significant 
antimicrobial resistance verified  in different serovars of Salmonella enterica indicates 
that prevention strategies should be adopted, such as epidemiological studies and 
conscious use of antimicrobials both in animal feed, as in the treatment of patients in 
order to minimize the emergence of even more resistant serovars or resistant to 
currently effective active principles. 

 
INDEX TERMS: Salmonella, antimicrobial resistance, poultry, animal meal. 
 
RESUMO - O presente estudo foi realizado para determinar a susceptibilidade e 
resistência de sorovares de Salmonella enterica isoladas de frango resfriado, carne 
mecanicamente separada de frango, farinha de vísceras de frango e farinha de carne e 
ossos. Um total de 20 salmonelas foi testada quanto a susceptibilidade frente a sete 
agentes antibacterianos. Todos os isolados apresentaram resistência a pelo menos dois 
agentes antimicrobianos. Os isolados foram frequentemente resistentes a estreptomicina 
(95%), ácido nalidixico (75%) e gentamicina (70%) e sensíveis a norfloxacina (45%), 
ciprofloxacina (20%) e cloranfenicol (20%). A resistência antimicrobiana significativa 
verificada em diferentes sorovares de Salmonella enterica indica que estratégias de 
prevenção devem ser adotadas, como estudos epidemiológicos e uso consciente de 
antimicrobianos tanto na alimentação animal, quanto no tratamento de pacientes, 
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visando minimizar o aparecimento de sorovares ainda mais resistentes ou resistentes a 
princípios ativos atualmente eficazes. 
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Salmonella, resistência antimicrobiana, frango, farinhas 
de origem animal. 
 

INTRODUÇÃO 

 

A salmonelose é um importante problema de saúde (CAMPIONI et al. 2012), 

causando infecções em seres humanos e animais a nível mundial (ALMEIDA et al. 

2013). 

O problema de resistência dos micro-organismos aos antimicrobianos começou a 

ser discutido na década de 70, quando médicos foram forçados a abandonar suas 

convicções de que, com a ampla oferta de agentes antimicrobianos existente, todas 

infecções bacterianas eram tratáveis, fato este, abalado com o aparecimento de cepas de 

patógenos multirresistentes. Dados relativos às múltiplas resistências bacterianas,  têm 

assustado cada vez mais, especialistas e população, tendo demonstrado que as bactérias 

possuem e desenvolvem mecanismos muito complexos para garantir sua sobrevivência 

e multiplicação no ambiente e nos hospedeiros (LOWI, 2003). 

 O aumento de resistência antimicrobiana para Salmonella enterica (S. enterica) 

tem sido observado em vários países nos últimos anos, o que é preocupante porque S. 

enterica é uma das causas mais comuns de gastrenterite humana em todo o mundo 

(RIBEIRO et al. 2011). 

 O elevado número de salmonelas como, por exemplo, S. Enteritidis resistentes a 

antimicrobianos encontradas no Sul do Brasil indica a necessidade de uso prudente de 

drogas para diminuir o desenvolvimento e disseminação de resistência aos antibióticos 

(OLIVEIRA et al. 2005). Esta resistência entre as bactérias presentes em frangos por 

exemplo, pode causar inúmeros problemas terapêuticos, de saúde pública e para os 

consumidores, como potenciais veículos de infecções alimentares por Salmonella 

resistente (SINGH et al. 2013). 

 Cepas de Salmonella resistentes a antimicrobianos representam uma grave 

ameaça, porque podem comprometer o tratamento eficaz de salmonelose humana, e 

pessoas infectadas com cepas resistentes aos antibióticos são mais propensas a sofrer 

um efeito adverso a saúde, como doença prolongada, aumento da gravidade da doença, 
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hospitalização ou morte, em comparação  àquelas infectadas com cepas sensíveis 

(COOK et al. 2009). 

Dentre os alimentos de origem animal relatados no envolvimento em surtos por 

Salmonella destacam-se: a carne de frango, a carne bovina e suína, os pescados, os 

lácteos e os ovos em respectiva ordem de importância como fontes de contaminação 

(MMRW, 2006). 

Além da contaminação dos alimentos de forma direta, a utilização de farinhas de 

origem animal como fonte de proteína na ração de frangos é um ponto importante e 

deve ser monitorado, pela potencialidade da contaminação por Salmonella sp., que pode 

chegar à carne e aos ovos (CALIXTO et al 2002). 

 Neste sentido, o objetivo da presente investigação foi determinar e comparar a 

resistência antimicrobiana em diferentes sorovares de Salmonella enterica proveniente 

de carcaças de frango, carne mecanicamente separada de frango e farinhas de origem 

animal, contribuindo assim, na identificação dos principais sorovares isolados nestas 

matrizes e indicação de principais antibióticos eficientes no controle deste importante 

patógeno. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os experimentos foram desenvolvidos no Centro de Diagnóstico e Pesquisa em 

Patologia Aviária (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

 Foram analisados 20 isolados de Salmonella enterica cedidos pelo Laboratório 

da Univates (Lajeado/RS) credenciado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA, Brasil), durante o período de 2010 a 2012, oriundas de frango 

resfriado, carne mecanicamente separada de frango, farinha de vísceras de frango e 

farinha de carne e ossos. 

 As 20 amostras de Salmonella enterica foram reativadas, em caldo Brain-Heart 

Infusion (BHI – Oxoid ®) a 37°C por 24 horas. Após este período inoculou-se 0,1 mL 

do BHI em caldo seletivo Rappaport-Vassiliadis (RV-Difco®), que foi incubado em 

banho-maria a 42°C por 24 horas. As amostras foram semeadas, a partir do caldo RV, 

em ágar Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD-Oxoid®) e incubadas a 37°C. Depois de 24 

horas a leitura das placas foi realizada observando-se o crescimento característico para 

Salmonella sp. 
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 A caracterização antigênica e a identificação do sorovar foram realizadas pelo 

Laboratório de Bactérias entéricas do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. 

 A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada através da técnica de disco-

difusão conforme recomendações do “Clinical and Laboratory Standards Institute” 

(CLSI, 2012). Os seguintes agentes antimicrobianos (OXOID®) foram testados: 

cloranfenicol (30µg); ácido nalidíxico (30µg); ciprofloxacina (5µg); gentamicina (10 

µg); norfloxacina (10 µg); estreptomicina (10 µg) e tetraciclina (30 µg). A Escherichia 

coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa de referência. 

 Foi determinado também o índice MAR (múltipla resistência a antibióticos), que 

foi definida como a/b, em que “a” foi o número de antimicrobianos aos qual o isolado 

foi resistente e “b” o número de antimicrobianos ao qual o isolado foi exposto 

(KRUMPERMAN 1983), considerando o isolado multirresistente no caso de resistência 

simultânea a duas ou mais drogas. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Entre as 20 amostras de Salmonella enterica foram identificados oito sorotipos 

diferentes (Quadro 1), com predomínio da Salmonella Mbandaka (4/20), Salmonella 

Enteritidis (2/20), Salmonella Agona (2/20), Salmonella Schwarzengrund (2/20)  e 

Salmonella enterica subsp. enterica (O:4,5:-:1,2) (2/20). 

 A resistência antimicrobiana esta apresentada no Quadro 1 e 2, sendo que todos 

os sorovares se apresentaram resistentes a pelo menos dois dos antibióticos testados. 

 O índice MAR esta exposto em ordem crescente no Quadro 3, verificando que o 

menor índice encontrado foi de 0,29, representando a resistência a dois antimicrobianos, 

sendo que quatro amostras apresentaram este índice, as demais foram todas superiores. 

Esta constatação demonstra a múltipla resistência de todos os isolados avaliados. 

 Todas as amostras testadas apresentaram resistência ou resistência intermediária 

aos antibióticos: gentamicina, estreptomicina e ácido nalidíxico. Somente para a 

tetraciclina é que houve maior variação entre as amostras, sendo que três delas foram 

sensíveis ao antimicrobiano (3, 4, 12) (Quadro 2). 

 As amostras 3, 13, 14 e 16 foram resistentes ou resistentes intermediárias a todos 

os antimicrobianos, com exceção da amostra 3 para a Tetraciclina, e representam o 

sorovar S. Mbandaka (Quadros 1 e 2). 
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 No Brasil ainda poucos casos de surtos foram relatados com este sorovar, 

entretanto nos Estados Unidos no ano de 2013, surtos relacionados a Salmonella sp. 

relataram a presença deste sorovar em função de contato com aves e consumo de pasta 

de gergelin (CDC 2013), além do isolamento em carcaças de frango nos Estados Unidos 

e frango empanado no Canadá (BUCHER et al. 2007, BERRANG et al. 2009, 

LESTARI et al. 2009) 

 O sorovar S. Enteritidis representado pelas amostras 2 e 5 (Quadro 1) também 

não apresentaram sensibilidade a nenhum antimicrobiano, sendo este dado preocupante 

por se tratar de um dos sorovares mais virulentos e mais envolvidos em surtos no Brasil 

(PERESI et al., 1998; FIGUEIREDO, 2008; KOTTVITS et al. 2010). 

 Contrapondo a afirmação anterior, a amostra 10, representada pelo sorovar S. 

Typhimurium apresentou sensibilidade a norfloxacina, ciprofloxacin e cloranfenicol, 

apesar da sua relação com surtos alimentares também ser elevada (GUIBOURDENCHE 

et al.2010, HENDRIKSEN et al. 2011). 

 As constatações de resistência a antimicrobianos para S. Enteritidis como 

multirresistente e S. Typhimurium com baixa resistência também foram observadas por 

Carramiñana et al. (2004). 

 Os antimicrobianos mais efetivos contra as salmonelas entéricas avaliadas neste 

trabalho foram norfloxacina, ciprofloxacina e cloranfenicol respectivamente. 

 Carramiñana et al. (2004) observaram que 133 salmonelas isoladas de frango na 

Espanha avaliadas em seu trabalho foram sensíveis a cloranfenicol e ciprofloxacina. 

Avaliação similar a realisada por Oliveira et al. (2005), observando pouca resistência 

aos antimicrobianos norfloxacina e cloranfenicol de isolados de Salmonella oriundos de 

diferentes matrizes, sendo que tanto amostras isoladas de humanos, alimentos e frangos 

resfriados também foram sensíveis a norfloxacina assim como em nosso trabalho. 

 Ribeiro et al. (2006) avaliaram a resistência de S. Hadar observando também 

maior sensibilidade dos isolados frente a norfloxacina, ciprofloxacina e cloranfenicol. 

Assim como Elmadiena et al. (2012) avaliando 64 isolados no Sudão isoladas de 

diversas fontes de Salmonella enterica também observando maior suceptibilidade aos 

mesmos antimicrobianos. 

 Já no norte da Índia, Singh et al. (2013) também avaliando salmonelas isoladas 

de frango, observaram susceptibilidade das mesmas frente a cloranfenicol e 

ciprofloxacina, não tendo sido realizado teste com norfloxacina. No Brasil, 

recentemente, avaliação com salmonelas de origem avícola no estado de São Paulo, 
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observou 100% de sensibilidade dos isolados avaliados frente a norfloxacina e 

cloranfenicol (GALDINO et al.2013). 

  Calixto et al (2002) avaliando resistência a antimicrobianos de salmonelas 

isoladas de farinha de origem animal também observaram sensibilidade pronunciada ao 

cloranfenicol e resistência significativa ao ácido nalidíxico, corroborando com os dados 

deste trabalho. 

 A justificativa de maior atividade dos antibióticos norfloxacina e ciprofloxacina 

provavelmente se deve ao fato de pertencerem a mesma classe de antimicrobianos, as 

fluoroquinolonas, derivadas do ácido nalidíxico (MADINGAN et al 2010; ANVISA 

2007) que por sua vez, foi pouco efetivo contra os isolados. Já o cloranfenicol foi 

proibido na alimentação animal desde 2003, fato este que pode justificar a sensibilidade 

verificada, já que a exposição de micro-organismos a esse principio ativo foi reduzida 

(BRASIL 2003). 

 Os resultados do presente trabalho comprovam expressiva variabilidade entre os 

sorovares de Salmonella enterica encontrados nas matrizes avaliadas destacando-se 

novos sorovares (S. Mbandaka) e sorovares frequentemente associados (S. Enteritidis), 

já reportados em isolamentos e surtos pelo mundo, principalmente em função de um 

elevado nível de resistência aos antibióticos avaliados para estas amostras. Os 

antibióticos mais indicados com relação aos sorovares isolados foram: norfloxacina, 

ciprofloxacina e cloranfenicol, já que a sensibilidade frente aos mesmos foi mais 

expressiva. Estratégias de prevenção também devem ser adotadas, como estudos 

epidemiológicos e uso consciente de antibióticos tanto na alimentação animal, quanto 

no tratamento de pacientes visando minimizar o aparecimento de sorovares ainda mais 

resistentes ou resistentes a princípios ativos atualmente eficazes. 
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Os Quadros 
 
Quadro 1. Identificação de sorovar, matriz de isolamento e padrões de resistência das 

amostras 
amostra Matriz de 

isolamento 
Identificação Padrões de resistência 

1 frango S. Schwarzengrund GEN, EST 

2 frango S. Enteritidis GEN, EST, CIP, CLO, 
NAL 

3 frango S. Mbandaka GEN, EST, CIP, CLO, 
NAL 

4 frango S. enterica subs enterica 
(O:4,5:-:1,2)* 

GEN, NAL 

5 frango S. Enteritidis EST, CLO, NAL 

6 frango S. enterica subs enterica 
(O:4,5:-:i,V:-)* 

EST, TET, NAL 

7 frango S. Heidelberg EST, NAL 

8 frango S. enterica subs enterica 
(O:4,5:-:1,2)* 

GEN, NOR, EST, TET, 
CLO, NAL 

9 frango S. enterica subs enterica 
(O:6,7)* 

EST, CLO, NAL 

10 frango S. Typhimurium GEN, EST, TET 

11 frango S. Schwarzengrund GEN, EST, TET, NAL 

12 frango S. Agona GEN, EST, NAL 

13 frango S. Mbandaka GEN, EST, CLO, NAL 

14 frango S. Mbandaka GEN, EST, TET, NAL 

15 farinha de 
vísceras 

 de frango 

S. Montevideo NOR, EST, CLO, NAL 

16 farinha de 
vísceras 

 de frango 

S. Mbandaka GEN, NOR, EST, TET 

17 farinha de carne 
 e ossos 

S. enterica subs enterica 
(rugosa) 

GEN, EST, TET 

18 farinha de carne 
 e ossos 

S. Orion GEN, EST 

19 CMS de frango S. Agona GEN, EST, NAL 

20 CMS de frango S. Senftenberg EST, TET, NAL 

*Estrutura flagelar não detectável.  CMS: carne mecanicamente separada, GEN – 
gentamicina, NOR- norfloxacina, EST – estreptomicina, CIP – ciprofloxacina, TET – 
tetraciclina, CLO- cloranfenicol, NAL – ácido nalidíxico 
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Quadro 2. Resultado de resistência e suscetibilidade das 20 amostras de Salmonella 
enterica avaliadas 

Agente 
antimicrobiano 

Resistente (%) Intermediário (%) Sensível (%) 

Gentamicina 14 (70) 6 (30) - 
Norfloxacina 3 (15) 8 (40) 9 (45) 

Estreptomicina 19 (95) 1 (5) - 
Ciprofloxacina 2 (10) 14 (70) 4 (20) 

Tetraciclina 8 (40) 9 (45) 3 (15) 
Cloranfenicol 7 (35) 9 (45) 4 (20) 

Ácido nalidíxico 15 (75) 5 (25) - 
 
 

Quadro 3. Índice de múltipla resistência a antimicrobianos (MAR) 
N° da amostra Matriz de origem Índice MAR (ordem 

crescente) 
1 frango 0,29 
4 frango 0,29 
7 frango 0,29 
18 farinha de carne e ossos 0,29 
5 frango 0,43 
6 frango 0,43 
9 frango 0,43 
10 frango 0,43 
12 frango 0,43 
17 farinha de carne e ossos 0,43 
19 CMS de frango 0,43 
20 CMS de frango 0,43 
11 frango 0,57 
13 frango 0,57 
14 frango 0,57 
15 farinha de vísceras de 

frango 
0,57 

16 farinha de vísceras de 
frango 

0,57 

2 frango 0,71 
3 frango 0,71 
8 frango 0,86 

CMS: carne mecanicamente separada 
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DISCUSSÃO GERAL 
 

A distribuição onipresente da Salmonella no ambiente natural, sua prevalência 

na cadeia global de alimentos, capacidade de adaptação fisiológica e a virulência deste 

importante agente patogênico, bem como o seu impacto econômico potencialmente 

grave na indústria de alimentos indicam a necessidade de uma vigilância contínua e 

controles rigorosos em todos os níveis de produção de alimentos (D'AOUST, 1994).  

Neste trabalho, evidenciamos que nas 20 amostras de Salmonella enterica 

avaliadas, foram identificados oito sorotipos diferentes, com predomínio da Salmonella 

Mbandaka (4/20), Salmonella Enteritidis (2/20), Salmonella Agona (2/20), Salmonella 

Schwarzengrund (2/20) e Salmonella enterica subsp. enterica (O:4,5:-:1,2) (2/20). Com 

relação a S. Mbandaka, poucos casos de surtos foram relatados com este sorovar no 

Brasil, entretanto nos Estados Unidos no ano de 2013, surtos relacionados a Salmonella 

sp., relataram a presença deste sorovar em função de contato com aves e consumo de 

pasta de gergelim (CDC 2013), além do isolamento em carcaças de frango nos Estados 

Unidos e frango empanado no Canadá (BUCHER et al. 2007, BERRANG et al. 2009, 

LESTARI et al. 2009). Já o sorovar Enteritidis trata-se de um dos sorovares mais 

virulentos e mais envolvidos em surtos no Brasil (PERESI et al. 1998, FIGUEIREDO 

2008, KOTTVITS et al. 2010). A presença de novos sorovares pode ser devida a um 

comércio internacional crescente em produtos agro-alimentares e manufaturados, 

podendo facilitar a introdução de novos sorovares de Salmonella dentro dos limites 

geográficos dos países importadores (D'AOUST, 1994).  

Quanto à resistência a fármacos antibacterianos, todos os isolados de Salmonella 

enterica se apresentaram resistentes, a pelo menos, dois dos antibióticos testados, 

constatando a múltipla resistência de todas as amostras avaliadas (MAR ≥ 0,29). Todas 

as amostras testadas apresentaram resistência ou resistência intermediária aos 

antibióticos: gentamicina, estreptomicina e ácido nalidíxico. Somente para a tetraciclina 

é que houve maior variação entre as amostras. 

As amostras que representam o sorovar Mbandaka foram resistentes ou 

resistentes intermediárias a todos os antimicrobianos, com exceção da amostra 3 para a 

Tetraciclina. O sorovar Enteritidis também não apresentou sensibilidade a nenhum 

antimicrobiano testado assim como observado por Carramiñana et al. (2004). 

Os antimicrobianos mais efetivos contra as salmonelas entéricas avaliadas neste 

trabalho foram norfloxacina, ciprofloxacina e cloranfenicol respectivamente. Diversos 
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trabalhos pelo mundo também constataram o mesmo perfil de sensibilidade de 

salmonelas isoladas de frango, alimentos e humanos frente aos mesmos agentes 

antimicrobianos (CARRAMIÑANA et al. (2004),  RIBEIRO et al.(2006), 

ELMADIENA et al. (2012)). 

Recentemente, no norte da Índia, Singh et al. (2013) avaliando salmonelas 

isoladas de frango, observaram susceptibilidade das mesmas frente a cloranfenicol e 

ciprofloxacina, não tendo sido realizado teste com norfloxacina. No Brasil, Galdino et 

al. (2013) avaliando salmonelas de origem avícola no estado de São Paulo, observaram 

100% de sensibilidade dos isolados avaliados frente a norfloxacina e cloranfenicol. 

Para isolados de Salmonella oriundos de rações e matérias-primas, poucas 

avaliações de susceptibilidade e resistência foram realizadas no Brasil, Calixto et al 

(2002) avaliando resistência a antimicrobianos de salmonelas isoladas de farinha de 

origem animal também observaram sensibilidade pronunciada ao cloranfenicol e 

resistência significativa ao ácido nalidíxico, corroborando com os dados deste trabalho. 

A maior atividade dos antibióticos norfloxacina e ciprofloxacina provavelmente 

se deve ao fato de pertencerem a mesma classe de antimicrobianos, as fluoroquinolonas 

que vem sendo usadas a menos tempo que outras classes de quimioterápicos 

(MADINGAN et al 2010; ANVISA 2007). Já o cloranfenicol foi proibido na 

alimentação animal desde 2003, fato este que pode justificar a sensibilidade verificada, 

já que a exposição de micro-organismos a esse principio ativo foi reduzida (BRASIL 

2003) 

Verificou-se uma variabilidade entre os sorovares de Salmonella enterica 

encontrados nas matrizes avaliadas destacando-se novos sorovares (S. Mbandaka) e 

sorovares frequentemente associados (S. Enteritidis), já reportados em isolamentos e 

surtos pelo mundo, e a resistência antimicrobiana apresentada por estes sorovares torna-

se um dado preocupante. Mais avaliações deveriam ser realizadas com amostras 

isoladas de rações e matérias primas, já que podem se tornar uma via indireta da 

contaminação humana. Os antibióticos mais indicados com relação aos sorovares 

isolados foram: norfloxacina, ciprofloxacina e cloranfenicol, já que a sensibilidade 

frente aos mesmos foi mais expressiva. Estratégias de prevenção também devem ser 

adotadas, como estudos epidemiológicos e uso consciente de antibióticos tanto na 

alimentação animal, quanto no tratamento de pacientes visando minimizar o 

aparecimento de sorovares ainda mais resistentes ou resistentes a princípios ativos 

atualmente eficazes. 
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Como alternativa para o controle de população e de resistência a antimicrobianos 

de micro-organismos patogênicos em alimentos e nas rações animais aparecem as 

alternativas naturais, como os óleos essenciais (GUTIERREZ at al., 2008; 

SARTORATTO et al., 2004). 

Neste trabalho verificamos atividade tanto bacteriostática (CIM) quanto 

bactericida (CBM) mais efetiva dos óleos essenciais de erva-cidreira, alfavaca-cravo e 

gengibre em comparação aos óleos de hortelã-pimenta e açafrão frente aos diferentes 

sorovares de Salmonella enterica. 

Para o óleo de alfavaca-cravo a variação da CIM foi de 2500 a 10000 µg/mL e a 

CBM variou de 5000 a 10000 µg/mL e pela composição química os compostos 

majoritários foram o eugenol (43,3%) e 1,8-cineol (28,2%). 

Os resultados encontrados para a atividade antibacteriana do óleo de alfavaca-

cravo frente às salmonelas testadas neste trabalho diferem das respostas obtidas por 

outros autores (NAKAMURA et al.1999, SARTORATTO et al. 2004, MATASYOH et 

al., 2007), diferindo também o percentual de constituintes majoritários encontrados. 

Para o óleo de erva-cidreira tanto CIM quanto CBM variaram de 5000 a 10000 

µg/mL e os compostos majoritários foram carvona (61,7%) e limoneno (17,5%). 

Resultado similar a este trabalho, foi encontrado por Machado et al. (2012), com CIM e 

CBM de 9370 µg/mL para óleo essencial de folhas frescas e de  5340 µg/mL para óleo 

essencial de folhas secas frente a Salmonella Choleraesuis. Já para Aquino et al. (2010), 

a CIM foi de 6,25µg/mL para 4 de 5 cepas de Salmonella isoladas de carne bovina, 

utilizando técnica de disco-difusão. 

Para o óleo de hortelã-pimenta a CIM variou de 40.000 a 160.000 e a CBM, de 

40000 a 320000 µg/mL e os compostos químicos majoritários encontrados foram 

mentol (27,5%), mentofurano (22,5%), pulegona (12,8%), acetato de metila (12,5%) e 

mentona (11%).  Iscan et al. (2007) testaram óleos essenciais de hortelã-pimenta com 

diferentes composições frente a microrganismos patogênicos. Apesar da evidência de 

ação do mentol como o composto responsável pela bioatividade do óleo, 

independentemente da composição com relação ao teor de mentol, esta relação não pode 

ser justificada, sendo que para Salmonella Typhimurium, a CIM variou de 1.250 a 2500 

µg/mL. Os resultados foram bem menores do que os obtidos em nosso trabalho, neste 

caso, apesar do teor de mentol ter sido similar 27,5 %, pode existir sinergismo com os 

demais componentes, como no caso da mentona que em nosso trabalho ficou reduzido, 

apenas 11%. 
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Para o óleo de açafrão a variação da CIM foi de 80.000 a >320.000 µg/mL e a 

CBM variou de 160000 a >320000 µg/mL. Independentemente do sorovar de 

Salmonella avaliado, a resistência ao óleo essencial de açafrão foi alta. Quanto à 

composição, ar-tumerona (17,9%), alfa-tumerona (14,6%) e 1,8-cineol (14,2%) foram 

os componentes majoritários. Gounder & Lingamalle (2012) também encontraram αr-

tumerona e α-tumerona como compostos majoritários em óleo de açafrão, porém, em 

maiores concentrações, 21,0% e 33,5% respectivamente. Singh et al. (2011), 

encontraram αr-tumerona e curlona como componentes majoritários do óleo de açafrão, 

apresentando excelente atividade frente à Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Candida albicans e Aspergilus niger. Os autores justificam a atividade em 

função da elevada concentração de αr-tumerona.  

De Bona et al. (2012) avaliaram extrato de açafrão frente a 14 sorovares de 

Salmonella isolados de frango, sendo que a CIM para S. MBandaka, S. Heidelberg e S. 

Lexington se apresentou com 100, 150 e 200 µg/mL, entretanto a determinação de 

composição destes extratos testados não foi realizada. 

Pouca ou nenhuma atividade foi observada em outros trabalhos com extrato e 

óleo essencial de açafrão frente a salmonelas entéricas assim como neste trabalho 

(NANASOMBAT & LOHASUPTHAWEE (2005), FRANCO et al., 2007). 

Para o óleo de gengibre a variação da CIM foi de 2500 a 5000 µg/mL e a CBM 

variou de 5000 a 10000 µg/mL com componentes químicos majoritários: geranial 

(23,9%), neral (17,2%), 1,8-cineol (16,0%) e canfeno (11,4%). Assim como neste 

trabalho, Singh et al. (2008) também encontraram geranial como composto majoritário. 

Já Mesomo et al. (2013), encontraram como composto majoritário α-curcumeno,  

geranial e canfeno e encontraram atividade fraca a moderada frente a S. Typhimurium, 

avaliando halos de inibição. As-Nguanpuag et al. (2011), avaliaram a ação 

antimicrobiana de óleo essencial de gengibre obtido por duas formas: hidrodestilação e 

extração por solventes, sendo que para os sorovares de Salmonella avaliados, o óleo 

obtido por hidrodestilação, apresentou melhor ação antimicrobiana (2,5 a 10 mg/L) 

avaliada através de discos de difusão, resultado muito inferior ao obtido no presente 

trabalho. De Bona et al. (2012), avaliaram extrato de gengibre frente a 14 sorovares de 

Salmonella isolados de frango, sendo que a MIC para S. Montevedeo foi de 200 µg/mL, 

entretanto, não sendo observada a inibição de nenhum outro dos sorovares testados. 

A composição variável dos óleos testados, que pode ocorrer por influência de 

diversos fatores como ambiente, estádio de desenvolvimento, idade da planta clima, 
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solo, regiões geográficas, fotoperíodo e estresse (MATTOS et al., 2007; OLIVEIRA et 

al., 2012), pode justificar a variação de resultados de CIM e CBM relatados em 

comparação a outros trabalhos, já que a composição dos óleos essenciais afeta 

diretamente a bioatividade (SANTOS et al., 2004; BURT, 2004). 

Organismos Gram-positivos são geralmente mais sensíveis a componentes 

fenólicos presentes em óleos essenciais do que organismos Gram-negativos (BURT, 

2004). Sendo a Salmonella uma bactéria Gram-negativa, apresenta maior resistência do 

que outras espécies Gram-positivas (PREUS, 2005), que pode ser justificada pela dupla 

camada fosfolipídica, protegendo a célula bacteriana de determinadas classes de 

compostos presentes nos óleos essenciais, como compostos fenólicos (OUSSALAH, 

2007). 

A falta de padronização das técnicas empregadas acaba resultando em grandes 

variações nas CIM´s e CBM´s mesmo quando da utilização de óleos de composição 

similar, dificultando a comparação de resultados de atividade antimicrobiana. 

Finalmente, este estudo permitiu evidenciar superioridade da atividade do óleo 

essencial de gengibre, alfavaca-cravo e erva cidreira em comparação ao de hortelã-

pimenta e açafrão frente a salmonelas entéricas isoladas de frango, carne 

mecanicamente separada de frango e farinhas de origem animal. Percebe-se também que 

o surgimento de sorovares de Salmonella enterica multirresistentes a agentes fármacos 

antimicrobianos demanda uma atenção especial e a busca por alternativas naturais de 

conservação e garantia de segurança alimentar torna-se essencial. Os óleos essenciais 

aparecem nesse contexto como possíveis alternativas para a indústria de alimentos e de 

ração animal, demandando estudos adicionais que abordem o sinergismo entre os óleos 

essenciais avaliados e os componentes dos alimentos e rações, já que a ação como 

antimicrobianos pode ser afetada. Portanto, para o êxito da aplicação de óleos essenciais 

em alimentos ou rações, deve-se realizar estudo preliminar com meio modelo simulando 

estas matrizes, a fim de avaliar possíveis impactos de interação e atividade 

antimicrobiana, bem como a avaliação em termos organolépticos para mensuração da 

aceitação por consumidores das doses consideradas efetivas.  
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CONCLUSÃO 
 

Concluiu-se a partir do presente trabalho que: 

- Diferentes sorovares de Salmonella enterica foram encontrados nas amostras 

de frango resfriado, carne mecanicamente separada de frango e farinhas de origem 

animal com predomínio da Salmonella Mbandaka (4/20), Salmonella Enteritidis (2/20), 

Salmonella Agona (2/20), Salmonella Schwarzengrund (2/20) e Salmonella Enterica 

subsp. Enterica (O:4,5:-:1,2) (2/20); 

- Os óleos essencias de erva-cidreira, alfavaca cravo e gengibre se apresentaram 

muito mais efetivos do que os óleos de hortelã-pimenta e açafrão, tanto em termos de 

Concentração Bactericida Mínima (CBM) e a Concentração Inibitória Mínima (CIM); 

- Quanto à composição química, espécie e componentes majoritários estão 

dispostos abaixo: 

- Lippia Alba (Mill) NEBr (erva-cidreira): carvona (61,7%) e limoneno (17,5%). 

- Mentha x piperita L. (hortelã-pimenta): mentol (27,5%), mentofurano (22,5%), 

pulegona (12,8%), acetato de metila (12,5%) e mentona (11%). 

- Ocimum gratissimum L. (alfavaca-cravo): eugenol (43,3%) e 1,8-cineol 

(28,2%). 

- Curcuma longa L. (açafrão): ar-tumerona (17,9%), alfa-tumerona (14,6%) e 

1,8-cineol (14,2%) 

- Zingiber officinale Roscoe (gengibre): geranial (23,9%), neral (17,2%), 1,8-

cineol (16,0%) e canfeno (11,4%). 

- Quanto à resistência a fármacos antimicrobianos, todos os isolados de 

Salmonella enterica se apresentaram resistentes, pelo menos, a dois dos agentes 

antimicrobiano testados. Todas as amostras testadas apresentaram resistência ou 

resistência intermediária aos antibióticos: gentamicina, estreptomicina e ácido 

nalidíxico. Os antimicrobianos mais efetivos contra as salmonelas entéricas avaliadas 

neste trabalho foram norfloxacina, ciprofloxacina e cloranfenicol respectivamente. Os 

sorovares mais resistentes aos antimicrobianos testados foram S. Mbandaka e S. 

Enteritidis. 
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