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RESUMO 

Os ácidos orgânicos e alguns extratos herbais podem ser uma alternativa no controle microbiano. Este estudo avaliou a 
atividade antimicrobiana de uma combinação de ácidos orgânicos com ou sem adição de extratos de Catanea sativa e 
Acacia decurrens no controle in vitro de Escherichia coli e Salmonella Typhi. Para o estudo, foram utilizadas cepas 
padrões: Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888) e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi (CCCD S003). 
A combinação de ácidos orgânicos foi composta por 25% de ácido benzoico, 30% de ácido fórmico, 25% de ácido 
fumárico e 20% de dióxido de sílica. Já a combinação de ácidos orgânicos associada ao extrato vegetal foi composta por 
21,2% de ácido benzoico, 25,5% de ácido fórmico, 21,2% de ácido fumárico, 17,1% de dióxido de sílica e 15% de 
extrato vegetal, sendo este último composto por 50% de castanha portuguesa (Castanea sativa) e 50% de acácia negra 
(Acacia decurrens). Ambos foram testados em concentrações de 0,00%; 0,40%; 1,70%; 3,20%; 6,25%; 12,50%; 
25,00%; 50,00% e 100,00%. O estudo das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) e Concentrações Bactericidas 
Mínimas (CBM) das misturas demostraram para Escherichia coli um CIM de 50% e CBM de 100%, tanto para o 
produto composto pela mistura de ácidos orgânicos quanto para a mistura de ácidos orgânicos com adição do extrato de 
plantas. Em relação à cepa de Salmonella estudada verificou-se CIM e CBM de 100%, alcançados com 100% de 
concentração dos compostos estudados. As concentrações de E. coli e Salmonella Typhi expostas a ambos os 
tratamentos de ácidos orgânicos com ou sem os extratos de plantas diferiram quanto ao tempo de exposição ao produto 
(p<0,05). A atividade antibacteriana dos produtos depende da concentração empregada dos ácidos orgânicos com ou 
sem os extratos de plantas e do tempo de exposição aos mesmos. 

PALAVRAS-CHAVE: Ácido benzoico. Ácido fumárico. Ácido fórmico. Acácia negra. Castanha portuguesa. 
 
SUMMARY 

Organic acids and some herbal extracts can be an alternative in microbial control. This study evaluated the 
antimicrobial activity of a combination of organic acids with or without the addition of extracts of Catanea sativa and 
Acacia decurrens in the in vitro control of Escherichia coli and Salmonella Typhi. For the study, standard strains were 
used: Escherichia coli O157: H7 (ATCC 43888) and Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi (CCCD S003). 
The combination of organic acids was composed of 25% benzoic acid, 30% formic acid, 25% fumaric acid and 20% 
silica dioxide. The combination of organic acids associated with the plant extract was composed of 21.2% benzoic acid, 
25.5% formic acid, 21.2% fumaric acid, 17.1% silica dioxide and 15% extract vegetable, the latter consisting of 50% 
Portuguese chestnut (Castanea sativa) and 50% black wattle (Acacia decurrens). Both were tested at concentrations of 
0.00%; 0.40%; 1.70%; 3.20%; 6.25%; 12.50%; 25.00%; 50.00% and 100.00%. The study of Minimum Inhibitory 
Concentrations (MIC) and Minimum Bactericidal Concentrations (MBC) of the mixtures showed for Escherichia coli a 
MIC of 50% and MBC of 100%, both for the product composed of the mixture of organic acids and for the mixture of 
organic acids with the addition of plant extract. Regarding the Salmonella strain studied, MIC and MBC of 100% were 
found, achieved with 100% concentration of the studied compounds. The concentrations of E. coli and Salmonella 
Typhi exposed to both treatments of organic acids with or without plant extracts differed regarding the time of exposure 
to the product (p <0.05). The antibacterial activity of the products depends on the concentration of organic acids used 
with or without plant extracts and the time of exposure to them. 

KEY-WORDS: Benzoic acid. Fumaric acid. Formic acid. Black acácia. Portuguese chestnut. 
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INTRODUCÃO 

 
O aumento da resistência das bactérias aos 

antibióticos é um fato amplamente reconhecido pela 
literatura, sendo registrado pela Organização Mundial 
de Saúde (OMS) e Organização Mundial para Saúde 
Animal (OIE) (Ortega et al., 2016). A crescente 
resistência dos microrganismos aos compostos 
antimicrobianos é frequentemente relacionada ao uso 
indiscriminado destas substâncias na medicina 
veterinária e humana (Ortega et al., 2017). 
Microrganismos do gênero Salmonella spp. e 
Escherichia coli estão amplamente distribuídos no 
intestino de humanos e animais, podendo levar a 
ocorrência de uma série de distúrbios e ocasionando 
muitos prejuízos econômicos e de saúde pública 
(Amrutha et al., 2017).  

As cepas patogênicas de E. coli são 
classificadas de acordo com seu mecanismo de 
patogenicidade e quadro clínico, sendo comumente 
divididas em seis grupos: enterotoxigênico (ETEC); 
enterohemorrágico, também conhecido como produtor 
de toxina Vero ou toxina Shiga (EHEC ou VTEC ou 
STEC); enteroinvasiva (EIEC); enteropatogênica 
(EPEC); enteroagregativa (EAEC) e adesão difusa 
(DAEC). Observa-se que o grupo mais prevalente em 
diarreias agudas é o enterotoxigênico, em seguida o 
enteroinvasivo (Rodriguez-Angeles et al., 2002). 
Enquanto, as bactérias do gênero Salmonella spp. são 
microrganismos com distribuição mundial, infectando 
uma série de hospedeiros, como o homem e outras 
espécies animais, destacando-se como uma zoonose de 
relevância mundial. O gênero é composto por duas 
espécies: Salmonella bongori (prevalente em animais 
de sangue frio); e Salmonella enterica (com mais de 
2579 sorotipos já identificados), desses, 1531 fazem 
parte da subespécie enterica, de importância em seres 
humanos e animais (Lopes et al., 2016). 

Por outro lado, os quimioterápicos e 
antibióticos vem sendo empregados no manejo 
sanitário e como promotores de crescimento na 
produção animal. Entretanto, métodos alternativos têm 
sido largamente estudados, tendo em vista a crescente 
preocupação com a produção de alimentos que sejam 
seguros para o consumo humano e oriundos de animais 
saudáveis (Correa et al., 2013). Neste contexto, vem se 
destacando o estudo dos ácidos orgânicos, substâncias 
com estrutura geral R-COOH, derivados de ácidos 
carboxílicos, como aminoácidos, ácidos graxos, 
coenzimas e metabólitos intermediários. Dentre os 
ácidos orgânicos aqueles com estrutura de ácidos 
graxos de cadeia curta apresentam atividade 
antimicrobiana, como o ácido fórmico, acético, 
propiônico, butírico, málico, láctico, tartárico, benzoico 
e cítrico, presentes naturalmente em plantas e animais 

(Correa et al., 2013). 
Espécies do gênero Acácia são muito 

empregadas em diversas doenças, sendo suas 
atividades terapêuticas relacionadas especialmente a 
compostos fenólicos. Extratos de Acacia decurrens 
apresentaram atividade antimicrobiana contra 
Campylobacter jejuni na concentração de 64 µg / mL 

(Kurekci et al., 2012) e na inibição de produção de 
lactato ruminal na concentração de 5mg/mL, pois 
inibiu o crescimento de Lactobacillus YE08 (Hutton et 
al., 2012). Enquanto, extratos da castanha portuguesa 
(Catanea sativa) demonstraram propriedades 
antibacterianas e antioxidantes com atividade inibitória 
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus 
(Rosisvalle et al., 2017).  

Partindo da importância das enterobactérias 
para a saúde humana e animal, associado à necessidade 
de buscar alternativas para controle de microrganismos 
patogênicos, avaliou-se a atividade antimicrobiana de 
um composto de ácidos orgânicos com ou sem adição 
de extratos de Catanea sativa e Acacia decurrens no 
controle in vitro de Escherichia coli, Salmonella 

enterica subsp. enterica serovar Typhi. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Local do estudo 

 O experimento foi desenvolvido no Laboratório 
de Microbiologia, da Universidade Brasil, localizado 
na cidade de Fernandópolis, estado de São Paulo.  O 
estudo visou determinar a atividade antimicrobiana de 
uma combinação de ácidos orgânicos e da associação 
de um composto de ácidos orgânicos com extrato de 
plantas no controle in vitro de Escherichia coli e 
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi. 

 
2.2 Microrganismos e meios de cultivo 

Para o estudo, foram utilizadas as cepas 
padrões: Escherichia coli O157:H7 ATCC 43888 e 
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi 
CCCD S003, sendo reativadas em meio agarizado de 
MacConckey (Oxoid® e incubadas por 24 horas a 
37ºC. 

As suspensões bacterianas foram realizadas 
tomando-se de três a quatro colônias de cada linhagem 
cultivada em ágar MacConckey, as quais foram 
inoculadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI, 
Oxoid®) e incubadas em condições de aerobiose por 
24 horas a 37oC, quando se procedeu à centrifugação 
(4000 rpm) por cinco minutos. Em seguida, o 
sobrenadante foi desprezado e o material precipitado 
ressuspendido em solução estéril de NaCl (0,85%) e, 
novamente, submetido à centrifugação. Esse 
procedimento foi repetido cinco vezes com a finalidade 
de retirar os componentes do meio de cultura (Ramos 
et al., 2016). 

Após esse procedimento, a suspensão 
bacteriana foi diluída em solução salina estéril (NaCl 
0,85%) até atingir a turbidez correspondente ao tubo 
0,5 da escala de Mac-Farland, equivalente à 
concentração de 1,5x108 UFC/mL. Essa suspensão 
bacteriana constituiu o inóculo para avaliação 
antibacteriana dos óleos pela técnica de microdiluição 
em placas CLSI (2012), para obtenção da concentração 
inibitória mínima (CIM), da concentração bactericida 
mínima (CBM) e a cinética bactericida do composto de 
ácidos orgânicos (Ramos et al., 2016). 
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2.3. Composto de ácidos orgânicos 

A combinação de ácidos orgânicos foi obtida a 
partir da mistura de 25% de ácido benzoico, 30% de ácido 
fórmico, 25% de ácido fumárico e 20% de dióxido de 
sílica. Já a combinação de ácidos orgânicos associada ao 
extrato de plantas foi obtida a partir de 21,2% de ácido 
benzoico, 25,5% de ácido fórmico, 21,2% de ácido 
fumárico, 17,1% de dióxido de sílica e 15% de extrato de 
plantas. Por sua vez, o extrato de plantas foi composto por 
50% de castanha portuguesa (Castanea sativa) e 50% de 
acácia negra (Acacia decurrens). A atividade 
antimicrobiana dos produtos avaliados foi testada a partir 
de concentrações de 0,00%, 0,40%, 0,80%, 1,70%, 
3,20%, 6,25%, 12,50%, 25,00%, 50,00% e 100,00%. 
 
2.4. Determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) 

Todas as avaliações foram realizadas em caldo 
BHI suplementado com detergente Tween 20 
(concentração final de 0,5% (v / v). As linhagens de 

Escherichia coli O157:H7 ATCC 43888 e Salmonella 

enterica subsp. enterica serovar Typhi CCCD S003 foram 
suspensas, individualmente, em caldo BHI para dar uma 
densidade final de 106 UFC mL-1, e estas foram 
confirmadas por contagens de células viáveis. A 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração 
Bactericida Mínima (CBM) foram avaliadas de acordo o 
procedimento  recomendado pela CLSI (2012). A CIM 
foi determinada pelo  método de microdiluição em placas 
de noventa e seis poços.  Após incubação a 37ºC por 24h, 
a CIM foi avaliada, e presença de células bacterianas 
viáveis nas concentrações não inibitórias foi determinada 
pela adição, em cada amostra, do corante 2,3,5 -
Triphenyltetrazolium Chloride, no volume de 50 µL. Isto 
tornou possível distinguir as amostras vivas, coloridas de 
vermelho, daquelas mortas que mantiveram a sua cor 
(Sylvester, 2011). A concentração inibitória mínima foi 
considerada como a menor concentração da mistura de 
ácidos orgânicos capaz de inibir o desenvolvimento 
bacteriano (Favre et al., 2003).  

 
2.5. Cinética bactericida do composto de ácidos 

orgânicos 

Foi empregada a metodologia descrita por 
Allahghadri et al. (2010). Foram adicionados em tubos de 
40 mL o composto de ácidos orgânicos na diluição 
determinada por CBM a cada 5mL de caldo de BHI 
contendo suspensão bacteriana de 106 UFC mL-1 e foram, 
em seguida, incubados a 37ºC. Amostras (0,1 mL) foram 
retiradas a cada 10 minutos por um período de 180 min. 
As amostras foram imediatamente lavadas com tampão de 
fosfato estéril, pH 7,0, centrifugadas a 10.000 rpm, 
ressuspendidas no tampão e depois foram espalhadas em 
cultura ágar BHI durante 24h a 37ºC.  Todas as avaliações 
foram realizadas em triplicata. As colônias microbianas 
foram contadas após o período de incubação. Foi 
realizada uma avaliação sobre a variação da carga 
microbiana a fim de observar qual mistura apresentou a 
maior variação negativa (queda) na contagem microbiana. 

 

2.6. Análise estatística 

Os dados referentes a UFC de Escherichia coli e 
Salmonella. foram transformados em Log (ufc+1) para 
atender as prerrogativas de normalidade, homogeneidade 
de variância, análise de resíduo e aleatoriedade das 
observações e posteriormente foram analisados em um 
esquema fatorial em parcela subdivida no tempo (parcela 
= ufc e subparcelas = momento, horas) e as médias 
confrontadas pelo teste Tukey ao nível de 95% de 
confiabilidade. As três repetições observadas para ufc 
foram sumarizadas em médias dentro de cada momento 
(hora) para a realização de seleção do modelo de análise 
de regressão linear simples e quadrática. Todas as análises 
foram aferidas utilizando o pacote estatístico do software 
Statistica, versão 12 (StatSoft, 2014).  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
O estudo das Concentrações Inibitórias Mínimas 

(CIM) e Concentrações Bactericidas Mínimas (CBM) 
com 0,00%, 0,40%, 0,80%, 1,70%, 3,20%, 6,25%, 
12,50%, 25,00%, 50,00% e 100,00% dos compostos 
revelaram para a cepa de Escherichia coli CIM de 50% e 
CBM de 100%, tanto para o produto composto pela 
combinação de ácidos orgânicos quanto para o composto 
de ácidos orgânicos com adição do extrato de plantas.  

Em relação à cepa de Salmonella estudada 
verificou-se CIM e CBM de 100%. Portanto, sendo 
necessário a adição pura de 100% de concentração dos 
compostos estudados. Em um estudo realizado por Freitas 
et al. (2006) buscou-se avaliar o desempenho do uso de 
concentrações crescentes (0,59%, 0,63%, 0,66%, 0,78%, 
0,84%, 0,90%) de ácidos orgânicos, à base de ácido 
láctico, na dieta de leitões com 21 a 49 dias de idade em 
relação ao desempenho e a ocorrência de diarreia E. coli 
α-hemólise e Streptococcus sp. Os resultados desse estudo 
evidenciaram que os leitões que receberam dieta 
suplementada com 0,84% de ácidos orgânicos tiveram 
melhores resultados na conversão alimentar e no escore 
fecal.  

No que diz respeito ao tempo de sobrevivência 
das cepas testadas, os dados apresentados na Tabela 1 
demonstram que a efetividade da ação dos produtos 
testados ocorre em função do tempo de exposição dos 
microrganismos aos princípios ativos. 

As concentrações de E. coli expostas a ambos os 
tratamentos de ácidos orgânicos com ou sem os extratos 
de plantas diferiram quanto ao tempo de exposição ao 
produto, sendo significativamente (p<0,05) menores com 
13 e 14 h de exposição em relação ao tempo de 2 e 1 h, 
para os compostos sem ou com extrato de plantas, 
respectivamente. Nos demais tempos avaliados, não 
houve diferença significativa na alteração das 
concentrações de E. coli (P>0,05). As cepas CCM 3954 e 
CCM 4225 de E. coli foram inibidas pelo ácido cáprico a 
5 mg / mL. Para E. coli, observou-se neste estudo que o 
tempo necessário para eliminar 100% das cepas foi de 
quatorze horas na presença do composto de ácidos 
orgânicos e de treze horas no composto de ácidos 
orgânicos mais extrato de plantas. 
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Tabela 1 - Resultado das comparações múltiplas referentes ao tempo de sobrevivência das cepas de Escherichia coli e 
Salmonella spp. 

 
Já, quando cepas de Salmonella spp. foram 

expostas ao composto de ácidos orgânicos em 
diferentes tempos, observou-se diferença (p<0,05) 
entre os tempos 0 (maior concentração) e 11 a 14 h 
(menores concentrações), que não diferiram dos 
demais tempos de exposição. Com a utilização do 
composto de ácidos orgânicos mais extrato de plantas, 
houve diferença entre os tempos de 0 e 1 h (maiores 
concentrações) comparados à exposição de 13 e 14 h 
(menores concentrações), (p<0,05), que por sua vez 
não diferiram para os demais períodos de exposição ao 
produto. O tempo de sobrevivência foi de onze horas 
na presença dos ácidos orgânicos e treze horas no 
composto de ácidos orgânicos mais extrato de plantas.  

Houve efeito antagônico entre o tempo de 
sobrevivência da E. coli e o tempo de exposição aos 
ácidos orgânicos, associados ou não ao extrato de 
plantas, com porcentagens acima de 92% (Figura 1). 
Para Richards et al. (1995), a atividade antibacteriana 
do ácido p-aminobenzóico contra Salmonella 

enteritidis e Escherichia coli foi comparada com a 
atividade de acidulantes comumente usados como: 
ácidos fórmico, propiônico, acético, láctico e cítrico. 
Segundo estes autores, a contagem de microrganimos 

viáveis e a determinação de CIM indicaram que o 
ácido p-aminobenzoico causou maiores efeitos 
inibitórios do que os outros ácidos orgânicos. No 
referido estudo, a atividade do ácido p-aminobenzóico 
no crescimento dos organismos testados, em valores de 
pH selecionados, indicou que o ácido p-aminobenzóico 
foi mais ativo em pH baixo do que em pH alto. Por 
outro lado, Cruz-Romero et al. (2013) provaram que 
solubilizados nanométricos de ácidos orgânicos 
tiveram propriedades antimicrobianas 
significativamente (P <0,05) maiores do que seus 
equivalentes não nano, demonstrando a importância da 
nanotecnologia e da sua aplicação prática para ampliar 
a atividade antimicrobiana destes compostos. 

Resposta similar foi obtida com relação ao 
tempo de sobrevivência das UFC de Salmonella spp. e 
o tempo de exposição aos ácidos orgânicos, com 
redução linear das UFC com o aumento do tempo de 
exposição ao produto, com coeficiente de determinação 
de 97%. Já, para a associação dos ácidos orgânicos 
com extrato de plantas, houve efeito quadrático quanto 
ao tempo de exposição ao produto e a redução das UFC 
de Salmonella spp., com coeficiente de determinação 
de 92% (Figura 2). 

Momento (horas) Bactéria 
Grupos Experimentais/Médias e Desvios Padrões1 

 Ácidos orgânicos2 Ácidos orgânicos + extrato de 
plantas2 

0 

E
sc

h
e
ri

c
h

ia
 c

o
li

  

6,08±0,00Aa 6,00±0,00Aa 
1 4,26±0,24Bab 5,07±0,02Aa 
2 4,74±0,01Ba 4,91±0,00Aab 
3 3,63±0,06Bab 4,32±0,00Aab 
4 3,83±0,00Aab 3,00±0,00Bab 
5 3,58±0,01Bab 3,86±0,01Aab 
6 2,75±0,05Bab 3,50±0,02Aab 
7 2,72±0,01Aab 2,48±0,00Bab 
8 2,44±0,02Bab 2,91±0,01Aab 
9 2,18±0,00Bab 2,74±0,01Aab 

10 1,04±0,00Bab 2,35±0,03Aab 
11 1,89±0,00Aab 1,67±0,54Aab 
12 1,43±0,00Aab 1,19±0,51Aab 
13 0,66±0,10Ab 0,00±0,00Bb 
14 0,00±0,00Ab 0,00±0,00Ab 
0 

S
a

lm
o

n
e
ll

a
 T

y
p

h
i 

6,00±0,00Aa 6,10±0,02Aa 
1 4,26±0,24Aab 3,97±0,01Ba 
2 3,50±0,17Aab 3,54±0,01Aab 
3 3,74±0,00Aab 2,93±0,00Bab 
4 2,70±0,00Bab 2,80±0,01Aab 
5 2,32±0,27Bab 2,53±0,01Aab 
6 2,92±0,01Aab 2,18±0,00Bab 
7 2,49±0,01Aab 1,49±0,00Bab 
8 1,89±0,03Aab 1,81±0,00Bab 
9 1,39±0,57Aab 1,69±0,01Aab 

10 0,46±0,15Bab 1,36±0,01Aab 
11 0,00±0,00Bb 0,97±0,03Aab 
12 0,00±0,00Bb 0,60±0,00Aab 
13 0,00±0,00Ab 0,00±0,00Ab 
14 0,00±0,00Ab 0,00±0,00Ab 

1: Valores seguidos pela mesma letra, maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey 
(p≥0,05). 2:  Dados transformados em log (ufc+1) 
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Figura 1 - Resultado da análise de regressão dos dados de UFC, em log, para E. coli dos grupos experimentais. 
 
 
 

 
Figura 2 - Resultado da análise de regressão dos dados de UFC, em log, para Salmonella dos grupos experimentais 
 

 
Segundo Nakai e Siebert (2003), os ácidos 

orgânicos ocorrem naturalmente nos alimentos e têm 
sido usados em muitos produtos alimentícios como 
conservantes porque inibem o crescimento da maioria 
dos microorganismos. Os ácidos comumente 
encontrados nos alimentos diferem muito em sua 
estrutura e efeitos inibitórios para diferentes bactérias, 
corroborando a importância de nossos achados que 
demonstraram e eficácia dos ácidos orgânicos no 

controle in vitro de E.coli e Salmonella Typhi. Outros 
autores também descreveram o efeito de ácidos 
orgânicos no controle microrganismos. O efeito dos 
ácidos orgânicos na inativação de E. coli e Salmonella 
sp. na superfície de pepinos demonstrou CIM de 1,5, 2 
e 0,2% em E. coli, enquanto foi observada em 1, 1,5 e 
1% em Salmonella sp. para os ácidos acético, cítrico e 
láctico, respectivamente. A inibição máxima da 
formação de biofilme foi registrada em 39,13% com 
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ácido lático em E. coli e um mínimo de 22,53% com 
ácido cítrico em Salmonella sp. (Amrutha et al., 2017). 

 
CONCLUSÃO 

 
A combinação de ácidos orgânicos, associada 

ou não ao extrato vegetal, testados no presente 
trabalho, mostraram importante atividade inibitória 
contra Escherichia coli e Salmonella Typhi. Todavia, a 
atividade antibacteriana dos produtos depende da 
concentração empregada e do tempo de exposição aos 
produtos e não sofreram significativa influência da 
presença de extratos de Catanea sativa e Acacia 

decurrens. 
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