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RESUMO GERAL

Biofilmes microbianos representam um grande problema para as
indUstrias de alimentos e sua eliminacdo tem sido alvo de diversas pesquisas.
Assim, a primeira etapa desta pesquisa foi conduzida com o objetivo de avaliar a
atividade bactericida de 6leos essenciais de cardamomo, capim — lim&o, tomilho,
cravo e canela e o dos compostos puros citral (CIT), timol (TIM), a-terpineol
(TER), cinamaldeido (CIN) e eugenol (EUG) contra células planctbnicas e
sésseis das cepas de Bacillus cereus ATCC 14579, ATCC11778, CCT 2897 e
CCT 7453. As concentragdes Minimas Inibitérias (CMIs) e Concentragdes
Minimas Bactericidas (CMBs) foram determinadas por microdiluicdo em caldo.
Todos os constituintes apresentaram atividade antibacteriana. As solugcbes de
CIT e CIM, foram os constituintes que apresentaram os melhores resultados no
teste anterior. Estes foram testados contra biofilmes formados sobre ago
inoxidavel AISI#304. CIT e CIN apresentaram efeito antibacteriano também
contra células sésseis, podendo ser novas alternativas para elaboracdo de
sanitizantes. A segunda etapa desta pesquisa foi conduzida com o objetivo de
avaliar o efeito da exposi¢do do biofilme de B. cereus, durante sua formacéo, a
concentracdes subletais de CIN e CIT. Pelo nimero de células sésseis apos 48
horas de formacdo, verificou-se que a exposicdo a concentracfes subletais de
CIN e CIT afetou a formacdo dos biofilmes das cepas de Bacillus cereus,
podendo torna-lo mais resistente a estes compostos como também mais sensivel,
de maneira cruzada ou ndo, sendo a ocorréncia destes efeitos dependente da cepa
e do composto utilizado.

Palavras-chave: Biofilme. Sanitizantes. Citral. Cinamaldeido. Antimicrobiano.



GENERAL ABSTRACT

Microbial biofilms are a major problem for the food industry and their
disposal has been the subject of several studies. So the first step of this research
was conducted in order to evaluate the bactericidal activity of essential oils of
cardamom, lemon grass, thyme, cloves and cinnamon and of pure compounds
citral (CIT), thymol (TIM), a-terpineol (TER), cinnamaldehyde (CIN) and
eugenol (EUG) against planktonic cells and sessile of Bacillus cereus strains
ATCC 14579, ATCC11778, CCT 2897 and CCT 7453. The concentration
minimum inhibitory (CMIs) and concentration minimum bactericidal (CMBSs)
were determined by broth microdilution. All constituents showed antibacterial
activity. The CIT and CIM solutions were the constituents that showed the best
results in the previous test. These were tested against biofilms formed on
stainless steel AISI # 304. CIT and CIN showed antibacterial effect also against
sessile cells and may be new alternatives for the preparation of sanitizing. The
second stage of this research was conducted in order to assess the exposure
effect of the biofilm of B. cereus during their training, sublethal concentrations
CIN and CIT. By the number of sessile cells after 48 hours of training, it was
found that exposure to sublethal concentrations of CIN and CIT affect biofilm
formation in Bacillus cereus strains can make it more resistant to these
compounds as well as more sensitive, the Cross-way or not, the occurrence of
these effects are dependent on the strain, and the compound being employed.

Keywords: Biofilms. Sanitizers. Citral. Cinnamaldehyde. Antimicrobial.
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CAPITULO 1 Introducio Geral

1 INTRODUCAO

Os biofilmes microbianos formados por grupos de microrganismos
patogénicos ou deteriorantes tem apresentado expressiva participacdo nas
contaminacdes de ambientes industriais e hospitalares. Dentre 0s
microrganismos de interesse na industria de alimentos e na saude destacam-se as
bactérias do género Bacillus.

Bacillus cereus pertence ao grupo das bactérias Gram — positivas,
anaerdbias facultativas e formadoras de endosporos. Tem sido amplamente
relatado na literatura cientifica a presenca de B. cereus em alimentos crus e
processados a base de carne, legumes, arroz e produtos lacteos. Esta associada a
algumas doencas veiculadas por alimentos: a intoxicacdo emética e diarreica,
causada por duas toxinas distintas, além de relatos recentes de infeccdo
neuroinvasiva (RHEE et al., 2015).

Doencas transmitidas por alimentos € um grande problema, com
enormes custos associados. As superficies de processamento podem transportar
0S microrganismos para o alimento, atuando como rota de transmissdo de
doencas bacterianas para 0s seres humanos e animais. Além disso, o0s
microrganismos patogénicos ocorrem amplamente na natureza, sendo dificil
evitar que entrem em contato com alimentos crus.

A seguranga alimentar tem adquirido grande importancia no campo da
salide publica nos ultimos anos. A melhoria na seguranga dos alimentos é do
interesse da industria alimenticia, que vem usando cada vez mais agentes
antimicrobianos na cadeia de producéo de alimentos como maneira de controlar
0 crescimento microbiano, reduzir a incidéncia de intoxicacdo alimentar,

deterioracdo e garantir alimentos seguros para 0s consumidores.
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O uso indiscriminado desses agentes, a fim de proporcionar a seguranga
dos alimentos, muitas vezes expdem 0s microrganismos a concentragdes
subletais desses antimicrobianos, aumentando a possibilidade de resisténcia
daqueles pela ativacdo dos mecanismos de respostas adaptativas e sobrevivéncia
ao stress, levando ao crescimento em condicdes ambientais antes improprias
(DEPOORTER, et al., 2012; VAN BOXSTAEL, et al., 2012).

Nos ultimos anos tem crescido a preocupagdo dos consumidores com 0s
efeitos negativos dos agentes antimicrobianos tradicionais, expressando o desejo
de que ocorra a reducdo de conservantes quimicos para prevencao e controle de
microrganismos patogénicos em alimentos, o que levaram os pesquisadores e 0s
processadores de alimentos a procurar aditivos alimentares naturais com um
largo espectro de atividade antimicrobiana (VERRAES et al., 2013).

Neste contexto, estdo sendo feitos grandes esforcos na investigacdo de
novos antimicrobianos alternativos a base de compostos vegetais. Uma opcdo é a
utilizacdo de oOleos essenciais como antibacterianos, esses tém boa aceitacao por
parte dos consumidores, por ter origem na natureza (NEREYDA, 2011;
SULLIVAN et al., 2012; VERGIS, et al., 2013).

Oleos essenciais (EOS) sdo liquidos oleosos, aromaticos e volateis,
obtidos a partir de plantas que tém sido tradicionalmente utilizados para
conservar alimentos. Os 6leos essenciais sdo0 compostos por varios constituintes
quimicos e estd bem estabelecido que a maioria deles tem amplo espectro de
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas e deteriorantes de origem
alimentar. No entanto, em geral, verifica-se que concentracfes mais elevadas de
OES sdo necessarias para se obter os mesmos efeitos antimicrobianos do que os
compostos puros, sendo esses uma alternativa a ser estudada (KLEIN et al.,
2013).

Os oOleos essenciais e seus compostos sdo estudados para serem

utilizados na industria alimentar. A preocupacéo atual é a possibilidade indutora
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de mecanismos de adaptagdo em microrganismos, se utilizado em doses
subletais como conservantes e desinfetantes. As propriedades antimicrobianas de
a-terpineol, citral, timol, eugenol e cinamaldeido tem sido estudadas (SHEN, et
al., 2015; AZNAR, et al., 2015; VERGIS, et al., 2013; BEVILACQUA et al.,
2010; PRAKASH et al., 2015).

A preocupacdo atual é a possibilidade indutora de mecanismos de
adaptacdo em microrganismos, se utilizado em doses subletais como
conservantes e desinfetantes.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade bactericida das
solucBes dos 6leos essenciais de Elettaria cardamomum, Cymbopogon citratus,
Thymus vulgaris, Syzygium aromaticum e Cinnamomum cassia, e dos compostos
individuais citral, timol, a-terpineol, cinamaldeido, eugenol, sobre células
planctdnicas e sésseis de cepas de Bacillus cereus; assim como avaliar a
capacidade de cepas Bacillus cereus de se adaptar as solugdes dos compostos

individuais quando expostas a concentracfes subletais dessas substancias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Como os microrganismos chegam as superficies industriais e aos

alimentos

O processo de desinfeccdo e esterilizacao representa papel fundamental
na area de prevencdo e reducdo de doencas infecciosas na area da salde. Estes
processos sdo fundamentais também para a indistria  alimentar
(WINKELSTROTER et al., 2013).

O processo de desinfeccdo e esterilizacao representa papel fundamental
na prevencdo e reducdo de doengas infecciosas, além de serem fundamentais
para a industria alimentar (WINKELSTROTER et al., 2013).

Apesar dos avangos nos procedimentos de higiene, do conhecimento do
consumidor, dos tratamentos e processamento de alimentos, as doencas
veiculadas por alimentos contaminados por microrganismos patogénicos ainda
representam uma ameagca significativa para a saude publica em todo o mundo.
Por isso, ha uma pressdo constante para atingir processos de higienizagdo
eficientes, a fim de cumprir os requisitos das partes interessadas (CRUZ;
FLETCHER, 2012).

O processo de higienizacdo é realizado em duas etapas distintas e
subsequentes, a limpeza e sanitizacdo. A primeira etapa consiste na limpeza, que
tem como objetivo principal a remocdo de residuos organicos aderidos as
superficies, constituidos principalmente por carboidratos, proteinas, gorduras e
sais minerais. A segunda etapa é a sanitizagdo, que por sua vez tem como
objetivo eliminar microrganismos patogénicos e reduzir o namero de
microrganismos alteradores para niveis considerados seguros (ANDRADE,
2008; CRUZ; FLETCHER, 2012). Esse processo é fundamental para evitar que
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0s microrganismos cheguem as superficies de processamento e aos alimentos,
garantindo a seguranca alimentar.

A contaminagdo de alimentos por microrganismos deteriorantes e
patogénicos custa milhdes de dolares por ano para industria de alimentos. Muitas
destas contaminacdes podem ser atribuidas a presenca de bactérias que sdo
capazes de ligar as superficies e sdo comumente encontradas em equipamentos
de poliestireno, vidro, borracha, aco inoxidavel. A natureza dessas estruturas
dificulta o processo de higienizacdo industrial, levando & formagao de biofilmes
microbianos. Além disso, 0s métodos convencionais de limpeza e sanitizacao
sdo geralmente ineficientes em superficies com formacado de biofilme bacteriano
(KORENBLUM et al., 2008, MAFU et al., 2011).

2.2 Biofilmes na industria de alimentos e seguranca alimentar

Uma grande variedade de espécies bacterianas que estdo presentes nos
ambientes de processamento de alimentos € conhecida por formar biofilmes em
superficies. Por causa dessa grande diversidade, as comunidades associadas as
superficies sdo geralmente mdltiplas combinagdes de diferentes espécies, as
quais interagem de maneiras distintas por constituir uma rede complexa e
dindmica (YANG , et al,. 2012; WINKELSTROTER et al., 2013).

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre ndao com
células individualizadas crescendo de maneira planctbnica (livres, em
suspensdo), mas como comunidades sésseis (células microbianas associadas a
diversos tipos de superficie), com diferentes graus de complexidade (WEBB;
GIVSKOVY; KIELLEBERG, 2003). Apesar das diferentes defini¢cbes do termo
“biofilme” sugeridas por pesquisadores, algumas especificidades se mantém,
como o fato de ser estruturado em comunidade microbiana sésseis, que interage

entre si e com o ambiente, sendo metabolicamente ativa (NIKOLAEV;
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PLAKUNOV, 2007). Tais interacGes desempenham um papel fundamental na
formagdo da arquitetura biofilme e sdo responsaveis por funcbes especificas
(REN et al., 2015).

Na maior parte da histéria da microbiologia, microrganismos foram
essencialmente caracterizados por cultivo de células planctbnicas e descritos
com base nas caracteristicas do seu crescimento em meios de cultura
nutricionalmente ricos. Porém, cerca de 95 a 99% dos microrganismos existem
na forma de biofilmes, alterando entre os estados plancténico e séssil (LYNCH,;
ROBERTSON, 2008).

Os microrganismos sdo frequentemente vistos como seres simples
qguando comparados aos organismos superiores. A redescoberta do fenbmeno
microbioldgico, primeiramente descrita por Van Leeuwenhoek, de que o0s
microrganismos crescem de forma agregada sobre as superficies expostas, levou
a estudos que revelaram que este é 0 modo predominante de vida das bactérias
em todos o0s nichos ambientais (COSTERTON, 2004). Sao encontrados
agregados, em camadas Unicas ou em disposi¢do tridimensional (STOODLEY et
al., 2002). Quando formados por mais camadas de células, apresentam canais
que possibilitam fluxo de liquido e gases, circulacdo de nutrientes e eliminacédo
de compostos (MCLANDSBOOUGH et al., 2006).

Biofilmes podem ser definidos como um complexo ecossistema
microbioldgico formado por populacdo microbiana desenvolvida a partir de uma
Unica espécie ou por comunidades derivadas de multiplas espécies microbianas
aderidas a superficies vivas (biéticas) ou inertes (abidticas) (EL ABED, et al.
2011). Um ndmero crescente de estudos tém relatado que os biofilmes
multiespécie parecem ser mais resistentes a atividade antimicrobiana do que de
monoespécies (VAN DER VEEN; ABEE, 2011; GIAOURIs et al., 2013;
SCHWERING et al, 2013; REN et al., 2015;)
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A fixagdo em superficies envolve a superficie celular da bactéria, onde
pode ser encontrados estruturas que facilitam a adesdo, como acidos TeicGicos
ou lipoteicdico, polissacarideos e, em algumas espécies, a presenca de uma
capsula e varios apéndices. Apéndices, como flagelos ou pili pode estender até
varias vezes o comprimento da célula e é provavel que seja a parte da bactéria
que primeiro entra em contato com a superficie na qual o biofilme se instala
(JARRELL; McBRIDE, 2008; FUENTE-NUNEZ et al., 2013).

A adesdo pelos colonizadores primarios constitui a primeira etapa de
formacdo do biofilme e caracteriza-se por apresentar interacdes entre a parede
celular dos microrganismos e as macromoléculas da superficie. A velocidade
inicial de formacdo do biofilme depende da concentracdo de nutrientes, da
afinidade das moléculas com superficie e das condicdes ambientais. A adesdo
segue alguns passos: ligacdo inicial reversivel da bactéria, desenvolvimento do
biofilme, ligacdo irreversivel e maturacdo (COSTERTON et al., 2002).

A colonizacdo microbiana das superficies € um processo que envolve
fendmenos biolodgicos e fisico-quimico, possivelmente explicada atraves de um
modelo de desenvolvimento (MONDS; O’TOOLE, 2009). A formag¢do comega
com o contato da célula com a superficie que desencadeia uma adesdo reversivel
através de van der Waals, forcas eletrostaticas e forcas de interacdes
hidrofébicas (FUENTE-NUNEZ et al., 2013). A adeso irreversivel resulta da
fixacdo permanente de apéndices, como pili, flagelos, proteinas denominadas de
adesina e/ou da producdo de substancia poliméricas extracelulares (EPS)
(BIGGS; PAPIN, 2013).

Apo0s a fase de amadurecimento, as células sésseis sdo destacadas e em
seu estado planctdnico podem colonizar outras superficies e causar novas
contaminacBes (CLONTS, 2008). O desprendimento dessas células pode
culminar na disseminagdo de bactérias patogénicas das superficies para 0s
alimentos (WALTER et al., 2013);
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2.3 Estrutura e composicéo do biofilme

Biofilmes sdo associacbes que aumentam a eficiéncia em tornar o
microambiente mais favoravel aos microrganismos (WATINICK; KOLTER,
2000). As caracteristicas estruturais, capacidade de coesdo, morfologia e
fisiologia do biofilme sdo determinadas pela EPS. Os EPS atuam na aderéncia e
defesa das células, proporcionando resisténcia as condicdes adversas como a
diminuicdo de agua e nutrientes e a presenca de antimicrobianos (KOLODKIN-
GAL, et al., 2012).

Grande parte da matriz (até 97%) € constituida por agua, dependendo de
cada biofilme e dos microrganismos presentes no mesmo, que pode ser parte da
composicdo das células ou existir livre no meio circundante, agindo como
solvente. Além da agua, os EPS comp&em 50-90% do carbono organico total. A
matriz extracelular do biofilme também contém outros materiais de origem
celular, incluindo DNA extracelular (€DNA). A presenca de eDNA em biofilmes
é devido a um numero de mecanismos, incluindo a lise das células, e é
acumulado no interior de biofilmes em uma rede filamentosa de estruturas tipo
grade (TURNBULL; WHITCHURCH, 2012). Os biofilmes também podem
conter materiais ndo-celulares na matriz, tais como proteinas, gorduras, minerais
e materiais corrosivos. Estes materiais ndo-celulares sdo incorporados aos
biofilmes a partir do ambiente circundante em que sdo formados (DONLAN,

2002). A composicédo do biofilme esta representada na Tabela 1.
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Tabelal Composigdo da matriz do biofilme

Componentes Percentagem

Agua Até 97%

Células Microbianas 2-5% (Varias espécies)
Polissacarideos 1-2%

Proteinas (extracelular e resultante da L ]
<1-2%(varias, incluindo enzimas)

lise)
DNA e RNA <1-2% ( resultante da lise)
fons (ligados e livres)

Fonte: Surtheland (2001).

Na maioria dos biofilmes, os microrganismos constituem menos de 10%
da matéria seca, enquanto a matriz pode ser responsavel por mais de 90% da
composi¢do (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Os biofilmes mais antigos
tendem a ter uma maior quantidade de EPS que em biofilmes mais jovens (JIAO
et al., 2010). O topo e a base do biofilme tem maior densidade de células e
muitas vezes existem canais para o transporte de agua, nutrientes e residuos
(REN; SIMS; WOOD, 2002). As células dentro do biofilme estdo sujeitas a
gradientes de nutrientes, que normalmente resultam em células metabolicamente
ativas, ou seja, com acesso a nutrientes na superficie intermediaria do biofilme, e
células metabolicamente inativas no liquido sobreposto a periferia e na
superficie mais interna (PARSEK; FUQUA, 2004). Os biofilmes contém células
bacterianas em diferentes estagios de desenvolvimento fisioldgicos.

A composicdo da matriz é dependente de fatores intrinsecos e
extrinsecos. Os fatores intrinsecos surgem de acordo com o perfil genético dos
compostos das células microbianas e fatores extrinsecos incluem o ambiente
fisico-quimico no qual o biofilme e sua matriz estdo localizados, o que,

inevitavelmente, é constantemente influenciado pelo transporte de soluto e
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gradientes de difusdo. Devido a grande variedade de substancias que constituem
0 EPS e a dificuldade de analisa-los, tem sido chamado de “matéria escura de
biofilmes” (SHENG; YU; YU, 2005; FLEMMING; NEU; WOZNIAK., 2007).

De acordo com Boari et al. (2009), a estrutura das células sésseis
apresentam viscoelasticidade e hidratacdo, e o grau de elasticidade esta
relacionado a interacdo entre a matriz e/ou proteinas e a superficie onde o
biofilme sera formado. A matriz polissacaridica que envolve o biofilme pode ser
comparada com um sistema de enzimas imobilizadas em que o meio e as
atividades enzimaticas estdo em constante mudanca. Entre estas, as propriedades
de superficie das células mudam durante a formacgdo do biofilme e as proteinas
do EPS funcionam de forma inespecifica (KARUNAKARAN; BIGGS, 2010). O
EPS forma uma espécie de crosta, sob a qual os microrganismos continuam a
crescerem, formando cultivo puro ou associagdo com outros microrganismos,
aumentando a protecdo contra agressdes quimicas e fisicas (SUTHERLAND,
2001).

A concentracdo, coesdo, carga, capacidade de sorcdo, especificidade e
natureza dos compostos individuais do EPS, assim como a arquitetura
tridimensional da matriz (densidade, poros e canais), determina 0 modo de vida
do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

2.4 Microrganismos envolvidos no processo de adeséo e formagéo do

biofilme

Praticamente todos 0s microrganismos, tanto os deteriorantes quanto 0s
patogénicos, possuem potencial para aderir e formar biofilmes em diversos tipos
de superficies. Na industria de alimentos, o grupo de maior predominéncia é o

das bactérias, cujas elevadas taxas de reproducdo, grande capacidade de
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adaptacdo e producao de substancias e estruturas extracelulares os fazem aptos a
formagao de biofilme (NITSCHKE, 2006).

Bacillus cereus, Escherichia coli, Shigella spp. e Staphylococcus aureus
foram detectados em biofilmes desenvolvidos nas industrias de processamento
de laticinios e ovos (SHARMA; ANAND, 2002; SHI; ZHU, 2009; JAN et al,
2011), e Listeria spp., Staphylococcus spp., Vibrio spp foram isolados a partir
de superficies de equipamentos industriais em fabricas de processamento de
frutos do mar ( BAGGE-RAVN et al, 2003; SHI; ZHU, 2009; GUTIERREZ et
al, 2009; MILLEZI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012;).

2.4.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus é habitante natural dos solos, apresenta-se na forma de
bastonete Gram-positivo, aerdbio facultativo, sendo caracterizado pela formacgéo
de enddsporos, tendo assim duas formas morfoldgicas: enddsporo e célula
vegetativa. E conhecido por seu amplo espectro de caracteristicas fenotipicas,
permitindo-lhe ocupar diversos nichos ecolégicos. (BOTTONE, 2010;
EHLING-SCHULZ; MESSELHAUSSER, 2013).

A capacidade de B. cereus em produzir e secretar certas toxinas sao 0s
mais importantes aspectos bioguimicos deste microrganismo. Inimeras
linhagens sintetizam grande variedade de metabdlitos extracelulares, incluindo
enzimas que podem promover a deterioracdo dos alimentos (STARK et
al.,2013). As diferentes cepas desses microrganismos Sd30 responsaveis por
varios surtos envolvendo diversos produtos, como arroz, macarrdao, carne,
legumes e laticinios (DELBRASSINNE et al., 2011; ELHARIRY, 2011; JAN et
al., 2011; KAMGA WAMBO et al., 2011; KOTZEKIDOU, 2013). No entanto, a
prevaléncia de B. cereus causando doencas transmitidas por alimentos é dificil

de determinar e pode ser subestimado devido aos sintomas associados as
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infecges ou intoxicacOes serem geralmente leves e nem sempre relatadas
(CADEL SIX et al., 2012). No entanto, casos mais graves que podem levar ao
Obito também tém sido relatados, demonstrando a possivel gravidade da
sindrome emética (DIERICK et al, 2005;. SHIOTA et al, 2010; NARANJO et al,
2011). Além de relatos recentes de septicemia e infeccdo neuroinvasiva em
paciente imunocomprometidos (BOTTONE, 2010; RHEE et al., 2015).

B. cereus provoca dois principais tipos de intoxicacdo alimentar: a
emética e a diarreica. Intoxicagdo emética esta associada com a producdo de
cerulide, uma toxina lipofilica. Esta toxina é extremamente estavel ao calor, e
pode ser produzida em alimentos contaminados por células B. cereus.
Notavelmente, a cerulide pode persistir no corpo humano por um longo periodo,
afetando diversos Orgdos e, eventualmente, levando a morte do paciente
(THORSEN et al. 2011).

A toxinfecgdo diarreica é causada por outro grupo de moléculas toxicas,
as enterotoxina Hemolisina, a enterotoxina ndo-hemolitico e a citotoxina. Essas
toxinas tem alta sensibilidade ao pH baixo e as proteases digestivas impedindo o
desenvolvimento de sintomas diarreicos, quando ocorre a producdo no alimento.
Portanto, toxinfeccdo ocorre devido a producdo de enterotoxinas na intestino
delgado pelas células B. cereus ou enddsporos que foram ingeridas
(GUINEBRETIERE et al, 2008).

B. cereus produz endésporos altamente resistente a ambientes inospitos
e sdo capaz de sobreviver ao calor, a auséncia de agua, aos procedimentos de
sanitizacdo, ao processamento de alimentos e também agregam em comunidades
bacterianas chamados biofilmes (BALL et al, 2008;. SHAHEEN et al., 2010;
ELHARIRY, 2011). Os estudos sobre a espécie bacteriana do mesmo género, o
B. Subtilis, revelou que biofilmes sdo reservatérios naturais de enddsporos
tornando dificil a sua erradicagdo (BRANDA et al.,2006).
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Embora a formacgéo de biofilmes tem sido estudado em detalhe em B.
subtilis, uma espécie muito proxima ao B.cereus, pouco se sabe sobre este.
Porém sabe-se da relevancia da motilidade e dos enddsporos na adesdo em
superficies abidticas (AUGER et al., 2009; VILAIN et al., 2009; HOURY et al.,
2010; KARUNAKARAN; BIGGS, 2011).

As cepas de Bacillus tem sido estudadas por serem capazes de formar
biofilmes em surperficies de metal e produzir elaboradas comunidades
multicelulares que apresentam caracteristicas arquiteténicas, como projecGes
aéreas que se estendem em toda superficie do biofilme (BRANDA et al., 2006;
AUGER et al. 2009; SIMOES, SIMOES; VIEIRA; 2010). Outros estudos
mostraram a capacidade de adesdo de diferentes cepas de Bacillus e forneceu
informagGes sobre potenciais mecanismos de controle para este organismo
problematico. Observou-se grandes diferencas entre as cepas avaliadas em
relacdo a capacidade e consisténcia do biofilme formado e a resposta aos
diferentes tipos de estresse testados (ANDERSON et al, 2005; DE BEEN et al,
2011; KARUNAKARAN; BIGGS, 2011). Além disso, Vvarias espécies
resistentes de Bacillus foram identificadas em plantas de processamento de
alimentos (VLAMAKIS et al., 2013).

2.5 Adaptacdo das bactérias a agentes antimicrobianos

Atualmente pode-se inferir que a resisténcia antimicrobiana é resultado
de complexa interacdo entre os agentes antimicrobianos, microrganismos e meio
ambiente. Assim, a versatilidade microbiana de se adequar as condigdes
impostas, representa formidavel mecanismo de defesa (FIOCRUZ, 2005).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos tem sido atribuida a
mecanismos herdados e ndo herdados (LEVIN, 2006), que estdo diretamente

ligados a espécie bacteriana e ao estado fisioldgico (LEVIN, 2006).
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Varios estudos tém relatado que o uso de determinados sanificantes
promovem pressdo seletiva e contribuem para o surgimento de microrganismos
resistentes a eles (LANGSRUD et al., 2003). Apés a exposicdo regular aos
sanificantes, bactérias Gram positivas apresentam tolerancia a estes compostos
quimicos. Estudos revelaram que bactérias de mesmo género e espécie tém
diferentes graus de sensibilidade ao mesmo desinfetante. Além disso,
desinfetante com formulagfes quimicas similares, porém nao idénticas, tém
eficicia diferente contra as mesmas bactérias (SANDER et al., 2002).

Assim, é possivel que a resisténcia dos microrganismos em biofilme a
sanificantes também possa ser consequéncia da exposicdo prolongada a doses
subletais destes compostos (DAVIDSON; HARRISON, 2002).

Apesar da base da resisténcia bacteriana a antibiéticos ser bastante
conhecida, a resisténcia a sanificantes e conservantes de alimentos ainda é pouco
estudada. Os mecanismos bioquimicos exatos de adaptacdo e de resisténcia
permanecem largamente desconhecidos (LEVIN, 2006; BRAOUDAKI;
HILTON, 2005; RUSSEL, 2003).

A preocupacdo com a producdo de alimentos mais seguros e com o
aumento da vida uatil dos produtos tem levado ao uso mais frequente da
sanitizacdo quimica (LANGSRUD et al.,, 2003). Assim, se 0s agentes
antimicrobianos e sanificantes tem o intuito de ter papel significativo no controle
eficaz de patdgenos de origem alimentar, os fabricantes de alimentos devem
saber mais sobre o potencial de desenvolvimento de resisténcia entre 0s
microrganismos alvos (DAVIDSON; HARRISON, 2002).

Resisténcia cruzada pode ocorrer quando diferentes agentes
antimicrobianos atacam o mesmo alvo na célula, atingem rota comum de acesso
aos respectivos alvos ou iniciam uma via comum para a morte celular, ou seja, 0
mecanismo de resisténcia é o mesmo para mais de um agente antibacteriano
(CHAPMAN, 2003).
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De acordo com Landau; Shapira (2012), evidéncias moleculares e
fisiologicas apontam para o fato de muitas bactérias patogénicas de origem
alimentar estarem se adaptando a estresses subletais e, como consequéncia,
tornando-se mais resistentes em niveis letais de estresse ou protecdo cruzada

contra outros estressores.

2.6 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo formados a partir de vias metabolicas
secundarias e podem ser definidos como misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, que ocorrem em estruturas
secretoras especializadas, tais como pélos glandulares, células parenquimaticas
diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas.
Podem ser estocados nas flores, folhas, casca do caule, madeira, raizes, rizomas,
frutos e sementes, podendo variar na sua composicdo de acordo com a
localizacdo em uma mesma espécie (SIMOES; SPITZER, 2004). Os 6leos
essenciais sdo constituidos por compostos tais como terpenos, aldeidos, ésteres,
cetonas, fendis e alcoois (RADULESCU; CHILIMENT; OREA, 2004).

O mecanismo de acdo dos Gleos essenciais nas células bacterianas diz
respeito, principalmente, aos danos estruturais e funcionais a membrana
citoplasmatica (SIKKEMA et al., 1994). Como séo tipicamente lipofilicos, 0s
6leos essenciais se acumulam na bicamada lipidica da membrana citoplasmatica,
conferindo caracteristica de permeabilidade (SIKKEMA et al., 1994; BAKKALI
et al., 2008). A permeabilidade das membranas celulares é dependente da sua
composicdo e da hidrofobicidade dos solutos que a atravessam (SIKKEMA et
al., 1995), de maneira que a resisténcia bacteriana a 6leos essenciais parece estar
relacionada & habilidade de particdo dos compostos dos mesmos na fase lipidica
da membrana (LAMBERT et al., 2001).
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Em bactérias, a permeabilidade da membrana citoplasmatica esta
associada a dissipacdo da forga préton motiva, no que diz respeito a reducgdo do
pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, e a perda de metabdlitos e
fons, como ions potassio e fosfato (LAMBERT et al., 2001; BAKKALI et al.,
2008). Dessa forma, danos estruturais & membrana citoplasmética levam ao
comprometimento de suas fun¢Bes como barreira seletiva e local de acéo

enzimatica e geracao de energia (SIKKEMA et al., 1994).

2.6.1 Elettaria cardamomum

A Familia Zingeberaceas engloba cerca de 50 géneros e 1100 espécies
distribuidas em paises tropicais, sobretudo no Extremo Oriente (SOUZA, 2005).

Elettaria cardamomum € uma espécie pertencente a familia
Zingeberaceae, uma das culturas de especiarias mais importantes cultivadas na
india, Guatemala, Tanzania, Papua Nova Guiné, Costa Rica, Sri Lanka, El
Salvador, Vietnd, Laos e Camboja (LUCCHESI, 2007; PARTHASARATHY et
al. 2008; TYAGI et al., 2009). E uma planta perene com raizes laterais, que
podem crescer até a altura de 2,4 metros (SAJINA et al.,, 1997; DUBEY;
YADAYV, 2001). A planta é valorizada pelo seu fruto seco que é chamado de
cardamomo. O fruto, juntamente as sementes, contém OE, esterdis, acidos
fendlicos e lipidios. Os frutos e as sementes do cardamomo possui em média 4%
de 6leos essenciais. Entre os compostos ativos encontra-se o a-pineno, sabineno,
1,8- cineol, 4-terpineol, a-terpineol, o cineol, o limoneno, o cabineno e o pineno,
a-terpenyl acetato, linalool. A proporcdo dos constituintes no 6leo é muito
variavel. (RIOS et al,.2007; SERESHTI et al. 2012). O OE tem atividade
antimicrobiana anti-inflamatério, analgésico e antiespasmodico (TYAGI et al.,
2009; JAMAL et al., 2006). E usado principalmente como um agente

aromatizante na preparacdo de doces, produtos de panificagdo, conservas de
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fruta, arroz e carne. O 6leo também é usado nas indlstrias de perfumaria,
bebidas e farmacéuticos, como um sabor e carminativa. O teor de dleo essencial
de E. cardamomum é fortemente dependente das condi¢fes de armazenamento,
mas pode ser bem elevado e possuir atividade antimicrobiana contra bactéria
Gram-negativas e Gram -positivas (MAHADY et al., 2005).

2.6.2 Cymbopogon citratus

Cymbopogon é um género importante da familia Poaceae e é
representado por cerca de 120 espécies e suas variedades, em torno de 100
espécies sdo encontradas em paises tropicais. Esse género tem grande
importancia econdmica na producdo de 6leo esséncia, como por exemplo, o C.
citratus (NEGRELLE; GOMES, 2007). E conhecida popularmente com
diferentes nomes conforme a regido onde se encontra: capim-limdo, capim-
santo,  erva-cidreira,  capim-catinga, = capim-de-cheiro,  capim-cidréo,
capimcidrilho, capim-cidré e capim-ciri (COSTA et al., 2013).

Com base na medicina popular € utilizado como calmante, ministrado no
preparo de chd a partir de suas folhas; analgésico em dores estomacais,
abdominais e de cabeca; antifebril; antirreumatico; carminativo; diurético, em
disturbios digestivos (COSTA et al, 2013).

Cymbopogon citratus contém grande variedade de constituintes
quimicos e uma grande propor¢do desses produtos é utilizada na inddstria
alimenticia, na perfumaria, detergentes, cosméticos, produtos farmacéuticos e
insecticidas (EVANS, 1996; NEGRELLE; GOMES, 2007).

Porém, sua maior importancia econémica consiste da obtencdo do seu
6leo essencial. Sua composi¢do quimica pode variar, sendo influenciada pela
diversidade genética e o habitat (SANTOS et al., 2009). O principal constituinte

é o citral, uma mistura dos isdmeros geranial e neral e seu contetdo varia entre
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47 a 85% (ANDRADE et al., 2009). Em menor proporc¢do foram identificados
outros constituintes quimicos como o canfeno, citonelal, citronelol, farnesol,
geraniol, limoneno, linalol, mentol, mirceno, nerol, a-pineno, b-pineno e
terpineol (BASSOLE; JULIANI, 2012; WEI; WEE, 2013). Estudos realizados
tém demostrado a acdo antimicrobiana do Oleo essencial de C. citratus
(NGUEFACKA et al. 2012; BASSOLE; JULIANI, 2012; WEI; WEE, 2013).

2.6.3 Thymus vulgaris

Thymus vulgaris é uma planta aromatica e condimentar pertencente a
familia Lamiaceae, conhecida no Brasil como tomilho, arcd, arcanha, poejo,
segurelha, timo. Adapta-se bem nas regifes de climas temperados quentes
(SILVA JUNIOR; VERONA, 1997). E considerada adstringente e expectorante,
com propriedades antissépticas, antiflngicas, antioxidantes e antimicrobianas
(LORENZI; MATOS, 2002; SILVA JUNIOR; BADI et al., 2004).

O 6leo essencial do tomilho € rico em timol e carvacrol, sendo que
outros compostos fenolicos, como taninos e flavonoides ja foram encontrados
em extratos da planta (SHAN, 2011).

2.6.4 Syzygium aromaticum

A arvore produtora de Syzygium aromaticum, vulgarmente conhecida
como cravo da india, da familia Myrtaceae, é endémica nas Moluscas do Norte
(Arquipélago de Moluscas, Indonésia), tendo sido disseminada pelos alemaes
durante a colonizagao pelas outras ilhas do arquipélago, assim como para outros
paises. Atualmente, Zanzibar e Madagascar sdo 0s principais produtores desta

espécie, seguidos pela Indonésia. No Brasil, praticamente apenas na Bahia, esta
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especiaria € produzida na forma comercial (FRAIFE-FILHO et al., 2005;
CHAIEB et al., 2007; WENQIANG et al., 2007).

E muito utilizado também como condimento na culinaria devido ao seu
marcante aroma e sabor conferido por um composto fenélico volatil, o eugenol.
Ele chega a representar aproximadamente 95% do 6leo extraido das folhas
(GULCIN, 2012). Sua acdo antimicrobiana foi demonstrada sobre varios
microrganismos, incluindo acdo antilisterial em carne e queijo (MATAN et al.,
2006). O principal constituinte de botdes de cravo é o eugenol. O 6leo de cravo
foi listado como uma substancia "geralmente considerada como seguro™ pelo
FDA guando administrado em niveis que ndo excedam 1500 ppm nas categorias
de alimentos. Além disso, os peritos em aditivos alimentares da Organizacdo
Mundial da Satde (OMS) estabeleceram uma dose diaria aceitavel para o
consumo humano de 6leo de cravo a 2,5 mg / kg de peso corporal humano
(KILDEAA et al., 2004).

2.6.5 Cinnamomum cassia

Cinnamomum cassia, a canela, constitui uma das mais antigas
especiarias conhecidas. Sua utilizacdo é descrita desde os tempos remotos e 0
controle de seu comércio foi um dos incentivadores das grandes exploracoes
maritimas. Seu primeiro relato legitimo ocorreu em trabalhos escrito na china no
século IV a.c. sobre a obtencdo do 6leo essencial tanto das cascas como das
folhas (PRITAM, et al. 2013). Muitas propriedades biolégicas tém sido
estudadas e atribuidas a canela, como antioxidantes e antimicrobianas (SINGH
et al., 2007). Dentre os principais compostos temos o cinamaldeido e o eugenol
(PRITAM, et al. 2013). Estudos da Cinnamomum cassia verificou-se sua

atividade antimicrobiana para E. coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
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aeruginosa, mas alguns microrganismos deteriorantes de alimentos ainda ndo
foram estudados (PRITAM, et al. 2013).

2.7 Constituintes Quimicos isolados dos 6leos Essenciais

Os 06leos essenciais sdo compostos por varios constituintes quimicos e
esta bem estabelecido que a maioria deles tem amplo espectro de atividade
antimicrobiana contra agentes patogénicos e bactérias deteriorantes de origem
alimentar (BASSOLE, et al., 2012; KLEIN et al., 2013; AZNAR et al., 2015).
No entanto, em geral, verifica-se que concentracbes mais elevadas de OES sdo
necessarias para se obter os mesmos efeitos antimicrobianos do que o0s
compostos individuais, sendo esses uma alternativa a ser estudada (KLEIN et al.,
2013).

O o-terpineol é um alcool terpeno que tém demostrado atividade
antimicrobiana de largo espectro (PARK et al., 2009). Ele pode ser isolado de
diferentes OE, dentre eles o de cardamomo (PARK et al., 2012).

O citral € um aldeido naturalmente encontrado nas folhas e frutos de
varias espécies de plantas, incluindo arvores de murta, manjericdo africano,
limdes, limas, capim-limao, laranja e bergamota. E constituida por uma mistura
de dois isémeros, geranial e neral, e devido ao seu poderoso aroma de liméo é
usado para aromatizar a bebidas a base de citrinos e outros produtos (RESS et al
2003; LALKO; API 2008). O citral é geralmente reconhecido como aditivo
alimentar seguro (GRAS) e foi aprovado pela Food and Drug Administration
para uso em alimentos (FDA, GRAS, 21 CFR 182 - 60). Além disso, citral foi
registrado pela Comissdo Europeia para o uso como aromatizante em géneros
alimenticios, porque o seu uso ndo apresenta risco a salude do consumidor
(BURT, 2004). Levando-se em conta suas propriedades antimicrobianas,

agradavel aroma frutado e seguranga para 0s consumidores, citral pode se tornar
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um ingrediente antimicrobiano adequado para utilizagcdo mais ampla na industria
de alimentos. Embora seja um constituinte do 6leo essencial amplamente
estudada, os principais fatores que afetam a resisténcia microbiana ao citral, o
seu mecanismo de acdo antimicrobiana e a base bioldgica por tras da resisténcia
microbiana ndo sdo completamente compreendidos. Sabe-se que, em geral, a
membrana plasmatica é o principal local de acdo toxica de terpenos (PRASHAR
et al 2003; LUO et al 2004;. PARK et al 2009), mas os mecanismos finais de
inibicdo de crescimento, lesdo celular e inativagdo ndo séo totalmente definidas.

O timol é um monoterpeno obtido do OE de tomilho e apresenta ampla
atividade antimicrobiano (AZNAR, et al, 2015).

O eugenol foi relatado ter atividade antifungica (LEE; SHIBAMOTO,
2002; MIYAZAWA,; HISAMA, 2003). Como aditivo alimentar, foi classificada
pelo FDA como uma substancia considerada segura (GULCIN, 2012). Os altos
niveis de eugenol encontrado no 6leo essencial de cravo possivelmente confere a
sua atividade antimicrobiana.

O cinamaldeido é o componente principal no 6leo de canela e € um
GRAS para uso alimentar com base em 21 CFR (Code of Federal Regulation)
parte 172,515 (CFR 2009). Demonstrou ser o principal composto antimicrobiano
na canela, além de exibirem atividade antibacteriana, inibindo também o

crescimento de fungos e producdo de microtoxinas (BEUCHAT, 1994).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O recente interesse na resisténcia de espécies de B. cereus enfatiza um
problema bem reconhecido no campo da qualidade e seguranga de alimentos.
Este estudo mostrou que os compostos foram bem adequados no controle de
células plancténica e séssil, mesmo quando sujeito a condicbes de stress
subletais. No entanto, a exposi¢do a concentracfes subletais pode afetar biofilme
B. cereus, podendo torna-lo muito mais resistentes a esses compostos.

A heterogeneidade das cepas frente a exposicdo ao estresse pode
contribuir para a avaliacdo da otimizacdo das margens de seguranga para
condigdes de processamento de alimentos, a fim de garantir os alimentos de
qualidade e seguranca alimentar.

Os resultados sdo importantes para uma nova linha de pesquisa a ser
seguido, novos estudos para elucidar os mecanismos responsaveis pelo aumento

da resisténcia ou susceptibilidade bacteriana.
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CAPITULO 2 Agdo antimicrobiana dos 6leos essenciais e seus compostos
sobre cepas de Bacillus cereus

RESUMO

Bacillus cereus é uma bactéria formadora de esporos, causadora de
deterioracdo de alimentos e toxinfeccdo alimentar, com capacidade de formar
biofilme, sendo seu controle de grande interesse na indlstria de alimentos. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a concentracdo minima inibitéria e a
concentracdo minima bactericida dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus,
Thymus vulgaris, Elettaria cardamomum, Syzygium aromaticum e Cinnamomum
cassia, e dos seus compostos puros, citral, timol, a-terpineol, cinamaldeido e
eugenol, sobre diferentes cepas de B. cereus. O 6leo essencial de C. citratus e do
C. cassia, e seus compostos quimicos individuais, citral e cinamaldeido,
respectivamente, apresentaram os melhores resultados para todas as cepas
testadas. As CMI e CMB para o 6leo essencial de capim-limdo e citral foram
iguais para todas as cepas de B. cereus estudadas, 1,2 e 0,6 pL.mL™,
respectivamente. Ja para a canela, houve variacdo da CMI e CMB, entretanto,
para a maioria das cepas, a CMI foi de 0,6 e a CMB de 1,2 pL.mL™. Portanto,
resultados bem semelhantes, mostrando que a atividade antimicrobiana desses
Oleos essenciais, esta associada, principalmente, aos seus compostos
majoritarios.

Palavras-chave: Citral. Cinamaldeido. Toxinfecdo alimentar. Thymus vulgaris.
Elettaria cardamomum.
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ABSTRACT

Bacillus cereus is a spore-forming bacteria, causes food spoilage and
food poisoning, with ability to form biofilm, such their control, of great interest
in the food industry. The objectives of this study were to evaluate the minimum
inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration of essential
oils of Cymbopogon citratus, Thymus vulgaris, Elettaria cardamomum,
Syzygium aromaticum and Cinnamomum cassia , and its individual chemical
compounds, citral, thymol, a-terpineol, cinnamaldehyde, eugenol on different
strains of B. cereus. The essential oil of C. citratus and C. cassia and its
individual chemical compounds citral and cinnamaldehyde, respectively,
showed the best results for all tested strains.

Key-words: Bacillus cereus. Essential oil. Pure compounds.
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1 INTRODUCAO

Bacillus cereus pertence ao grupo de bactérias Gram-positivas,
formadoras de enddsporos, sendo classificado como patégeno humano
emergente. Em 2009, foi considerado a terceira causa mais importante de
incidentes coletivos de toxinfeccdo alimentar na Europa, precedido apenas por
Salmonella e Staphylococcus aureus (EFSA J. 2009). No entanto, doengas de
origem alimentar causadas por B. cereus, sdo, em grande parte, sub-relatadas,
pois seu relato ndo é obrigatdrio. Sao varias as estirpes de B. cereus observadas
como sendo capazes de causar doenca de origem alimentar (NARANJO et al.,
2011; RAMARAO, 2012; RHEE et al., 2015).

Em todo o mundo, ha grande nimero de cepas bacterianas resistentes a
multiplas drogas, aumentando a morbidade, os custos inerentes a salde publica,
e as taxas de mortalidade devido a infec¢es (DIAS; MONTEIRO, 2010).

No que diz respeito a crescente importancia dada as infeccOes
bacterianas, e 0 desenvolvimento progressivo da resisténcia antimicrobiana,
grande nmero de estudos tém sido realizados com produtos naturais, em busca
de nova perspectiva de antimicrobiano (STOJKOVIC et al., 2011; MILLEZI et
al., 2012; MILLEZI et al., 2013). Muitas plantas foram avaliadas, ndo apenas
pela sua atividade antimicrobiana direta, mas também como agente modificador
de resisténcia (SCHALLENBERGER et al., 2010). Além disso, nos Gltimos
anos, a busca por substancias antimicrobianas naturais, como o0s 0leos
essenciais, tornou-se popular devido as demandas de produtos mais naturais e
Seguros.

Os Gleos essenciais de plantas sdo misturas complexas de substancias
volateis isoladas por diferentes processos fisicos. Ao longo da histéria, os 6leos
essenciais vém sendo empregados como agentes antimicrobianos, e

recentemente, vém sendo usados em grande nimero de farmacos, alimentos e
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cosméticos, uma vez que estes 6leos sdo capazes de inibir de forma ampla e
eficaz, o crescimento de varias espécies de microrganismos, com menos efeitos
colaterais, do que os agentes antimicrobianos tradicionais (NEREYDA, 2011).

Apesar do uso generalizado dos 6leos essenciais, pouco se conhece
sobre seu potencial de acdo, sendo necessario ainda, muitos estudos nesse
campo. Assim, muitos pesquisadores tém colaborado na caracterizacdo e
confirmagdo das propriedades antimicrobianas dos dleos essenciais de diferentes
plantas (PARK et al., 2009; ABDELWAHAB et al., 2010; RANA, et al., 2011;
STOJKOVIC et al.,, 2011; MILLEZI et al., 2012; MILLEZI et al.,, 2013;
OLIVEIRA, et al., 2012; OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI 2013; AZNAR
et al., 2015).

A atividade antimicrobiana é uma das mais importantes propriedades
dos oleos essenciais. Assim, conhecer o efeito inibitorio dos 0leos essenciais e
dos compostos individualizados, é fundamental para elucidar a acdo destes (LIU;
YANG, 2012; AZNAR et al.,, 2015). A partir disso, é possivel entender a
importancia relativa do componente individual do 6leo essencial, em toda a sua
atividade antimicrobiana.

A maioria dos estudos tem sido realizada com os Oleos essenciais
(OLIVEIRA et al., 2010; MILLEZI et al., 2012; OLIVEIRA, et al., 2012;
MILLEZI et al.,, 2013). No entanto, os compostos individuais dos OGleos
essenciais, sdo estruturalmente diferentes, e por terem propriedades quimicas
distintas, tais como volatilidade e estabilidade oxidante, podem apresentar
atividade antimicrobiana diferente do dleo essencial.

Portanto, os objetivos deste estudo foram investigar a atividade
antimicrobiana in vitro de Oleos essenciais de Elettaria cardamomum
(cardamomo), Cinnamomum cassia (canela), Syzygium aromaticum (cravo),

Cymbopogon citratus (capim-limdo), Thymus vulgaris (tomilho); e a agdo
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individual dos compostos a-terpineol, cinamaldeido, eugenol, citral e timol

sobre cepas de B. cereus.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Oleos essenciais e compostos dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) de cardamomo, canela, cravo, capim-limédo e
tomilho foram adquiridos da FERQUIMA Ind. e Com. LTDA, e 0s compostos
puros a-terpineol (pureza = 90%), cinamaldeido (pureza = 93%), eugenol
(pureza = 99%), citral (pureza = 95%) e timol (pureza = 99,5%), foram

adquiridos da Sigma — Aldrich. Grau de pureza fornecido pela Sigma — Aldrich.

2.2 Microrganismos e padronizacdo dos in6culos

Foram utilizadas as cepas de Bacillus cereus ATCC 14579, B. cereus
ATCC 11778, B. cereus CCT 2897 e B. cereus CCT 7453. Durante todo o
experimento, as cepas foram estocadas em meio de congelamento (15 mL
glicerol; 0,5 g peptona bacterioldgica; 0,3 g de extrato de levedura e 0,5 g NaCl;
100 mL de &gua destilada, pH 7,2-7,4). A padronizacao do indculo foi realizada
mediante curva de crescimento. A cepa foi reativada pela transferéncia de
aliquotas da cultura estoque, e foram transferidas para caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Himedia, India), com auxilio de alca de repicagem. Foram
realizados trés repiques consecutivos, com incubagdo a 32°C por 24 horas. Apos
a terceira repicagem, a cultura foi estriada em Agar Triptona de Soja (TSA)
(Himedia®, india) e incubada a 32 °C por 24 horas. As coldnias formadas na
superficie de TSA foram removidas e transferidas para 50 mL de caldo BHI, e
incubadas a 32 °C. O crescimento foi monitorado por leituras periddicas em
espectrofotdbmetro (CARY Varian Inc.), (D.O 600 nm) e plagueamento em
superficie em TSA, e incubacdo a 32 °C por 24h. A cultura foi padronizada em
10°UFC.mL™.



49

2.3 Determinacdo da concentragdo minima inibitdria e da concentragao

minima bactericida dos 6leos essenciais

A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) dos EOs foi determinada
utilizando-se a técnica da microdiluicdo em caldo, em placas de poliestireno de
96 cavidades, de acordo com o National Committee for Clinical Laboratory
Standards (M7-A6) (NCCLS,2003), com adaptacdes.

Para tanto, solugdes de BHI acrescidas de 0,5% de Tween 80, e de 6leos
essenciais ou compostos dos Oleos essenciais, foram preparadas nas
concentracdes de 80; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,2; 0.6; 0.3; e 0,0 pL. mL™. Aliquotas
de 150uL dessas solucbes foram adicionadas nas cavidades.

Previamente, as culturas estoque foram inoculadas em 50 mL de caldo
BHI e incubadas a 32 °C por 24 h. Apds esse periodo, as culturas foram
padronizadas em 10° UFC.mL™ (LIU; YANG, 2010). Aliquotas de 10 pL dessa
cultura foram adicionadas as solucdes contendo o0s Oleos essenciais, ou
compostos dos 6leos essenciais, previamente dispensadas nas cavidades das
microplacas. Estas foram tampadas e incubadas a 32 °C por 24h. A concentracao
minima inibitéria (CMI) foi determinada por avaliacdo visual do crescimento
bacteriano pela turvacdo do meio. Em seguida, a concentracdo minima
bactericida (CMB) foi determinada verificando-se o crescimento celular em
placas contendo TSA. Como controle positivo, foi utilizado caldo BHI
inoculado com B. cereus, sem adi¢do de 6leo ou componente testados. Para o
controle negativo utilizou-se caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80, e 6leo
essencial ou seus componentes. Todo o experimento foi realizado em triplicata e
trés repeticbes. A CMI foi definida como a menor concentracdo de oOleo
essencial e dos seus compostos, que resultou na auséncia de crescimento visivel

em caldo; e a CMB foi definida como a menor concentracdo do 6leo essencial e
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de seus compostos, que resultou na auséncia de crescimento de B. cereus em

placa.

2.4 Analise Estatistica

Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para confrontar
tratamentos independentes. Com analise significativa (p<0,05) foram aplicados
os testes de Dunn e o de Student-Newman-Keuls, para comparagfes multiplas

entre os tratamentos (Programa SPSS 19.0).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da CMI e CMB dos cinco 0leos essenciais estdo
apresentados na Tabela 1.

Os 6leos essenciais avaliados apresentaram atividade antimicrobiana em
concentracdes abaixo de 5 uL.mL™, exceto os dleos essenciais de cardamomo e
tomilho, onde a atividade antimicrobiana ocorreu em concentragdes acima de 20
pL.mL™.

Os Gleos essenciais de canela e capim-limdo foram os mais eficazes
sobre todas as cepas B. cereus avaliadas, tanto para a atividade bactericida,
quanto para a bacteriostatica. O 6leo essencial de canela apresentou CMI de 1,2
pL.mL* para todas as cepas, e 0 6leo essencial de capim -limdo apresentou CMI
de 1,2 pL.mL" para B. cereus ATCC 14579 e 0,6 pL.mL™ para as demais cepas.

Na Tabela 2, sdo mostrados os resultados da atividade bacteriostatica e
bactericida dos compostos puros sobre as cepas de B. cereus.

Os compostos avaliados apresentaram atividade antimicrobiana em
concentracBes abaixo de 5 pL.mL™ para todas as cepas testadas. Os valores de
CMI e CMB para 0s compostos mostraram que 0s mais eficazes, para todas as
cepas estudadas, foram o cinamaldeido e o citral (compostos majoritarios dos
Oleos essenciais de canela e capim-limdo). O cinamaldeido e o citral
apresentaram atividade bacteriostatica e bactericida em concentracfes abaixo de
1,2 pL.mL™, demonstrando maior efeito antimicrobiano comparado aos demais

compostos testados.



Tabela 1 Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e concentragcdo minima bactericida (CMB) de dleos essenciais para
estirpes de Bacillus cereus

Oleo Essencial (uL.mL™)

Bacillus cereus E. cardamomum C. cassia S. aomaticum C. citratus T. vulgaris

CMI CcMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

ATCC 14579 40 40 1,2 1,2 2,5 5,0 1,2 1,2 20 20
ATCC 11778 40 40 0,6 1,2 2,5 2,5 1,2 1,2 40 40
CCT 7453 20 20 0,6 1,2 50 50 1,2 1,2 20 20
CCT 2897 20 20 0,6 0,6 50 50 1,2 1,2 40 40

[4S]



Tabela 2 Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e a concentragcdo minima bactericida (CMB) dos compostos puros para
estirpes de Bacillus cereus

Componente (uL.mL™)

Bacillus cereus a-terpineol  Cinnamaldeido Eugenol Citral Timol

CmM CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

ATCC 14579 5 5 1,2 1,2 2,5 2,5 0,6 0,6 2,5 2,5
ATCC 11778 5 5 0,6 0,6 5,0 5,0 0,6 0,6 2,5 2,5
CCT 7453 2,5 2,5 0,6 1,2 1,2 2,5 0,6 0,6 2,5 2,5
CCT 2897 5 5 0,6 0,6 5,0 5,0 0,6 0,6 0,6 0,6

€S
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As cepas avaliadas apresentaram variada sensibilidade aos Oleos
essenciais e aos compostos puros. Delgado et al. (2004), avaliando diferentes
cepas de B. cereus a antimicrobianos naturais, também encontraram diferentes
graus de sensibilidade aos compostos testados, para as cepas estudadas.

O género Bacillus é reconhecido como sendo geneticamente mais
heterogéneo do que a maioria dos outros géneros de bactérias. As espécies do
mesmo género, da maioria das bactérias, geralmente ndo se diferem mais do que
10 a 15% na sua composicdo de bases de DNA, ao passo que as estirpes de
Bacillus tém variacdo de 32 a 69% de teor G + C (ZWICK et al., 2012;
CARLSON et al., 1992). Esta variabilidade genética pode fazer as estirpes
apresentarem resisténcia variada aos mesmos antibacterianos.

A estrutura quimica dos compostos dos 0leos essenciais influencia seu
modo de acdo sobre a célula bacteriana. Devido a variabilidade de compostos
quimicos presentes nos Oleos essenciais, observa-se que a atividade
antibacteriana ndo é atribuida somente a um mecanismo especifico, havendo
multiplos alvos na célula bacteriana (LV et al., 2011; ZWICK et al., 2012). Os
mecanismos de acdo dos Oleos podem afetar outros alvos além de seu alvo
principal (BURT, 2004). Foi demonstrado entre os mecanismos, que os 6leos
essenciais, por serem lipofilicos, atravessam a parede celular e a membrana
citoplasmatica, interrompendo sistemas enzimaticos, comprometendo o material
genético da bactéria (BURT et al., 2007; DE SOUZA et al., 2010; LV et al.,
2011; BAJPAI; BAEK; KANG, et al. 2012).

Confirmando os resultados encontrados nesse trabalho, estudos
realizados anteriormente demonstraram que 0s compostos testados podem ser
considerados agentes antimicrobianos de largo espectro (RAYBAUDI-
MASSILIA et al. 2008; PEI, et al., 2009; GALLUCCI, et al., 2010; OLIVEIRA
et al. 2012; LIANG, et al., 2015).
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O citral e 0 6leo essencial de capim-limao apresentaram efeitos similares
sobre as cepas de B. cereus. As cepas avaliadas também apresentaram a mesma
sensibilidade para o 6leo essencial de canela e o composto cinamaldeido. Esse
resultado pode ser explicado, uma vez que o 6leo de capim-limdo e canela
possuem o citral (65-85%) e o cinamaldeido (75-90%) como componentes
majoritarios, respectivamente (CHANTHAI et al. 2012; NG; WU, 2011).

Embora haja consideravel variabilidade na composicdo dos o6leos
esséncias, obtidos de diferentes espécies de canela e capim-limdo, observa-se
que esses contém em maior quantidade em relacdo aos demais compostos, 0
cinnamaldeido e o citral, respectivamente (WANG et al., 2009; CHANTHAI et
al. 2012). Assim, os valores encontrados para as cepas avaliadas nesse trabalho,
sdo indicativos de que o efeito dos 6leos essenciais de capim limdo e canela esta
relacionado a presenca do citral e cinamaldeido, respectivamente.

O cinamaldeido, um fenilpropanoide, ndo esta associado a ruptura da
membrana celular, mas pode inibir a atividade de varias enzimas celulares e
proteinas, devido a sua facilidade de penetracdo na célula, em funcdo da
solubilidade em agua (KHAYYAT; SADDIQ, 2015). Essa solubilidade se deve
ao grupo carbonila livre do cinamaldeido, o qual pode reagir prontamente com
0s grupos amino livres dos aminoacidos, formando adutos bases Schiff (FEHN
ET AL., 2001), cuja principal vantagem € a sua solubilidade em agua.

Para a maioria dos 6leos essenciais e compostos testados, a CMB
apresentou valor igual a CMI, exceto para o cinamaldeido e o eugenol, que
apresentaram valores de CMB maior que a CMI. Estudo realizado por Kwon et
al. (2003), demostrou que o cinamaldeido pode inibir a divisdo celular de B.
cereus, impedindo o aumento do namero de células no meio de cultivo, sem
levar & morte celular.

Ao comparar os resultados obtidos para as diferentes cepas de B. cereus

utilizadas (Tabelas 1 e 2), verifica-se que a sensibilidade B. cereus é dependente
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da cepa e do Oleo essencial e compostos utilizados. Isso demonstra o risco da
tomada de decisdo, de se utilizar um antimicrobiano natural baseada na andlise

de apenas uma cepa, ou de apenas um 6leo essencial ou composto.
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4 CONCLUSAO

De maneira geral, enfatiza-se que a avaliacdo da atividade
antimicrobiana de d&leos essenciais e seus constituintes sobre células
planctdnicas, deve ser a etapa inicial para selecionar os agentes mais ativos a
serem posteriormente avaliados, como conservantes naturais em alimentos, ou
como constituintes de solugGes sanificantes.

Quanto ao efeito antibacteriano sobre as cepas de B. cereus, com base
nos resultados de todas as quatro cepas testadas, os compostos sdo eficientes
para a inativacdo destas, podendo ser novas alternativas para o controle de B.

cereus em inddstrias de alimentos.
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CAPITULO 3 Potencial tolerancia biocida e impacto sobre a resposta
adaptativa a concentracdes subletais de solucgdes de trés
terpendides e dois fenilpropandides, em cepas de Bacillus

cereus

RESUMO

A rapida evolucdo de certos microrganismos permite sua adaptacdo em
ambientes e condicGes distintas, desenvolvendo tolerancia, e até mesmo
resisténcia ao aumento de um ou mais estresses. O uso de compostos obtidos a
partir de produtos naturais tem sido estudado como possivel alternativa ao
controle de crescimento e aquisicdo de resisténcia por esses microrganismos.
Esse trabalho visou verificar a adesdo e atividade antibiofilme de cepas
B.cereus; verificar acdo sanificante frente aos compostos a-terpineol,
cinamaldeido, eugenol, citral e timol e; posteriormente, estudar a adaptacdo e a
adaptacdo cruzada a concentragdes subletais de dois compostos mais efetivos,
em células sésseis de cepas de B. cereus. As cepas de B. cereus apresentaram
adesdo e atividade antibiofilme frente aos compostos testados. As solugdes
sanificantes apresentaram atividade bactericida contra células planctdnicas e
sesseis, porém, foram encontradas diferencas significativas entre as
concentracdes (p<0,005). As solucBes de citral e cinamaldeido foram as mais
eficazes para todas as cepas testadas. Os resultados obtidos demonstraram que B.
cereus apresentou adaptacdo e adaptacdo cruzada ao citral e cinamaldeido. O
presente trabalho sugere estudos futuros ainda mais abrangentes quanto a
potencialidade antimicrobiana destes compostos

Palavras- chave: Antimicrobianos naturais. Compostos bioativos. Patdgeno
alimentar.
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ABSTRACT

Some microorganisms have rapid evolved and their adaptation in
different environments and conditions, developing tolerance and even resistance
to the increase of one or more stresses. The use of compounds obtained from
natural products have been studied as an alternative to growth control and
acquisition of resistance to these microorganisms. This study aimed to verify
adherence and antibiofilm activity of B. cereus strains; verify action sanitizing
front of a-terpineol compounds cinnamaldehyde, eugenol, citral and thymol, and
then study the adaptation and cross-adaptation to sublethal concentrations of the
two most effective compounds in sessile cells of B. cereus strains. The strains of
B. cereus showed adhesion and antibiofilm activity against the tested
compounds. The sanitizing solutions showed bactericidal activity against
planktonic and sessile cells, however significant differences were found between
concentrations (p <0.005). The solution citral and cinnamaldehyde were the
most effective for all strains tested. The results showed that B. cereus introduced
adaptation and cross-adaptation to citral and cinnamaldehyde. This study
suggests future studies even more comprehensive as the antimicrobial potential
of these compounds.

Key-words: Natural antimicrobial. Bioactive compounds. Food pathogen.
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1 INTRODUCAO

Bacillus cereus ¢ uma bactéria formadora de enddsporos comumente
isolada de produtos alimenticios, podendo causar toxinfeccdes alimentares,
sindrome emética ou diarreica (RAHIMI et al., 2013; RHEE et al., 2015). Além
disso, a literatura sugere trés aspectos importantes resultantes da presenca de B.
cereus na industria alimentar, o que torna seu controle dificil. Em primeiro
lugar, € pouco provavel conseguir evitar a contaminacao total, uma vez que esta
bactéria (sob a forma de células vegetativas e enddsporos) € amplamente
difundida no ambiente natural, em particular, no solo. Em segundo lugar, tem a
capacidade de adesdo e formacdo de biofilme em diferentes superficies, e a
temperatura de processamento da maioria dos alimentos é geralmente
insuficiente para destruir seus enddsporos, que permanecerdo viaveis no produto
e nas superficies de processamento (GRANUM, 2001; ARAUJO et al., 2009;
JAN et al., 2011; PADEGAR; SINGH, 2012).

Ao longo da cadeia alimentar, superficies industriais molhadas, com
falhas nos procedimentos de limpeza e higienizacdo, podem proporcionar
substrato para o desenvolvimento e persisténcia de um ecossistema dinamico
espacialmente organizado, chamado biofilme, que pode conter microrganismos
patogénicos (WINKELSTROTER et al., 2013).

Os microrganismos, quando em biofilme, alteraram a sua fisiologia,
tornando-se mais resistentes aos agentes antimicrobianos, antibiéticos e
desinfetantes disponiveis no comércio, por conseguinte, desempenham papel-
chave na capacidade dos microrganismos patogénicos persistirem na cadeia
alimentar (VERRAES et al., 2013).

Antimicrobianos naturais, como 6leos essenciais e seus componentes,
sdo alternativa aos antimicrobianos tradicionais, e tém a vantagem de que as

suas origens naturais ndo levam a rejeicdo do consumidor. No entanto, antes da
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industria utilizd-los em grande escala, é necessario conhecer seus efeitos sobre
microrganismos.

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais tém sido relatadas
em varios estudos (BAKKALLI, et al., 2008; BAJPAI; BAEK; KANG, et al.,
2012). Em muitos casos, a atividade resulta de complexa interacdo entre as
diferentes classes de compostos, tais como fendis, aldeidos, cetonas, alcoois,
ésteres, éteres ou hidrocarbonetos, encontrados nos 6leos essenciais (BAJPAI;
BAEK; KANG, et al., 2012). Porém, em alguns casos, a bioatividade dos 6leos
essenciais esta intimamente relacionada a atividade de um composto especifico
nele presente (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Neste trabalho, foi avaliada a acdo sanificante dos componentes a-
terpineol, cinamaldeido, eugenol, citral e timol, sobre células plancténicas e
seéssil, de cepas de Bacillus cereus; e o efeito da exposicdo das células
bacterianas a concentraces subletais, dos compostos que apresentaram maior

atividade antimicrobiana.



66

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Componentes majoritarios

Os componentes a-terpineol (pureza = 90%), cinnamaldeido (pureza =
93%), eugenol (pureza = 99%), citral (pureza = 95%), timol (pureza = 99,5%),
foram adquiridos da Sigma — Aldrich. Grau de pureza fornecido pela Sigma —
Aldrich.

2.2 Microrganismos e padronizacdo dos in6culos

Foram utilizadas as cepas de Bacillus cereus ATCC 14579, B. cereus
ATCC 11778, B. cereus CCT 2897 e B. cereus CCT 7453. Durante todo o
experimento, as cepas foram estocadas em meio de congelamento (15 mL
glicerol; 0,5 g peptona bacterioldgica; 0,3 g de extrato de levedura e 0,5 g NaCl;
100 mL de &gua destilada, pH 7,2-7,4). A padronizacao do in6culo foi realizada
mediante curva de crescimento. A cepa foi reativada pela transferéncia de
aliquotas da cultura estoque, que foram transferidas para caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Himedia, India), com auxilio de alca de repicagem. Foram
realizados trés repiques consecutivos, com incubacdo a 32°C por 24 horas. Ap6s
a terceira repicagem, a cultura foi estriada em Agar Triptona de Soja (TSA)
(Himedia®, india) e incubada a 32 °C por 24 horas. As coldnias formadas na
superficie de TSA foram removidas e transferidas para 50 mL de caldo BHI, e
incubadas a 32 °C. O crescimento foi monitorado por leituras periddicas em
espectrofotdbmetro (CARY Varian Inc.), (D.O 600 nm) e plagueamento em
superficie em TSA, e incubagdo a 32 °C por 24h. A cultura foi padronizada em
10°UFC.mL™.
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2.3 Determinacao das concentracdes minimas inibitérias e bactericidas dos

componentes sobre células planctdnicas

Os indculos utilizados foram obtidos a partir da inoculagéo das culturas
estoque em 50 mL de caldo BHI, e incubados a 32 °C por 24 h. Apds esse
periodo, as culturas foram padronizadas em 10° UFC.mL™.

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos componentes majoritarios
a-terpineol, cinamaldeido, eugenol, citral e timol, foi determinada utilizando-se
a técnica da microdiluicdo em caldo, em placas de poliestireno de 96 cavidades,
de acordo com o National Committee for Clinical Laboratory Standards (M7-
AB) (NCCLS,2003), com adaptacaes.

Para tanto, solugbes antimicrobianas contendo caldo BHI acrescido de
0,5% de Tween 80 e de compostos majoritarios, foram preparadas nas
concentracdes de 80; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,2; 0.6; 0.3; e 0,0 pL. mL™. Aliquotas
de 150uL dessas solucbes foram adicionadas nas cavidades.

Aliquotas de 10 pL das culturas padronizadas foram adicionadas as
solucdes antimicrobianas dispensadas nas cavidades das microplacas, que foram
tampadas e incubadas a 32 °C por 24h. A CMI foi determinada por avalia¢do
visual do crescimento bacteriano pela turvacdo do meio. A CMI foi definida
como a menor concentracdo de compostos, que resultou na auséncia de
crescimento visivel em caldo.

A concentra¢do minima bactericida (CMB) foi determinada verificando-
se o crescimento celular em placas contendo TSA. Como controle positivo foi
utilizado caldo BHI inoculado com B. cereus, sem adicdo de componente
majoritario. Para o controle negativo utilizou-se caldo BHI acrescido de 0,5% de
Tween 80 e componente majoritario. A CMB foi definida como a menor

concentragdo dos compostos, que resultou na auséncia de crescimento de B.
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cereus em placa. Todo o experimento foi realizado em triplicata e trés

repeticoes.

2.4 Formagao de biofilme por cepas de Bacillus cereus

As cepas de B. cereus foram avaliadas quanto a capacidade de formar

biofilme em microplacas de poliestireno e cupons de acgo inoxidavel.

2.4.1 Classificacéo da capacidade de formacao de biofilme de cepas de B.

cereus

Os biofilmes de B. cereus foram formados nas cavidades das
microplacas, pela inoculacdo de aliquotas de 50 L de cultura padronizada em
150 uL de BHI, e incubados a 32 °C por 48 h. Para controle negativo foi
adicionado nas cavidades, 200 uL de BHI. Apos esse periodo, a cultura foi
removida e as cavidades foram lavadas trés vezes consecutivas com solu¢do
salina (0,85% m/v), para remocao das células ndo aderidas. Em seguida, 200 pL
de solucdo de cristal violeta (0,1% m/v) foi adicionado em cada cavidade. Ap6s
10 minutos de contato, a solucdo de cristal violeta foi removida, e 0s pogos
foram lavados trés vezes com solu¢do salina (0,85% m/v). Os biofilmes visiveis
como anéis corados nas paredes das cavidades, foram desprendidos ap6s a
secagem das placas ao ar, pela adicdo de 200 pL de etanol a 95% (v/v). Apés 10
minutos de contato, o conteldo das cavidades foi homogeneizado e transferido
para nova microplaca. A concentracdo de cristal violeta na fase liquida foi
avaliada, medindo-se a absorbancia a 600nm em leitor de microplaca (adaptado
de MERRITT et al., 2005).

A classificagdo que segue foi utilizada para determinar a capacidade de

formagdo de biofilme: ndo-formadoras de biofilme (DOA < Docn); fracamente
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formadora de biofilme (Docn <Doa<2xDocn); moderadamente formadora de
biofilme (2xDocn <Doa<4xDocn) e; fortemente formadora de biofilme (4xDocn
<DOA). Doa é a densidade Optica do biofilme e Docn € a densidade Optica do
controle de crescimento negativo (STEPANOVIE et al., 2000). Os valores finais
foram obtidos pelas médias aritméticas das absorbancias lidas, sendo realizadas

8 replicatas.

2.4.2 Formagcao de biofilmes de cepas de B. cereus em cupons de aco

inoxidavel

Cupons de aco inoxidavel AISI 304 (#4) (1x8x18mm) foram
previamente higienizados e esterilizados de acordo com Rossoni e Gaylard
(2000), citado por Oliveira et al. (2010). Duas cepas com maior capacidade de
adesdo, determinadas anteriormente, foram utilizadas para o teste de adesdo
sobre aco inoxidavel: B. cereus ATCC 14579 e B. cereus CCT 2897.

Os cupons foram dispostos em placas de Petri (120 mm de didmetro)
contendo 60 mL de BHI. Em seguida, os indculos padronizados foram
acrescentados na concentracdo final de 7 log UFC.mL™ A incubacdo foi
conduzida a 32 °C, por 72 h, em condic¢des estaticas. Durante esse periodo, a
cada 12 horas, a adesdo foi avaliada pela retirada de cupons do meio de cultivo,
que foram lavados trés vezes com solucédo salina para remocéo das células ndo
aderidas, imersos em &gua peptonada 0,1% (m/v) contida em tubo de ensaio, e
submetidos a agitacdo por 2 minutos em agitador tipo vortex, para remogao das
células sésseis. Aliquotas de 10 pL das diluicBes adequadas foram plaqueadas

em TSA, empregando-se a técnica de microgota, e incubadas a 32 °C por 12 h.
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2.5 Determinacdo das concentragdes minimas bactericidas dos componentes

majoritarios sobre biofilmes de cepas de Bacillus cereus

Os cupons contendo os biofilmes de B. cereus ATCC 14579 e B. cereus
CCT 2897 foram imersos em solucdo salina acrescida de 0,5% de Tween 80 e
dos componentes majoritarios nas concentracdes de 80; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,2;
0,6; e 0,3 pL. mL™ Apé6s 20 minutos de contato & temperatura ambiente e
condicOes estaticas, os cupons foram lavados trés vezes com solucéo salina, para
remogao dos compostos residuais. Em seguida, foram transferidos para tubos de
ensaio contendo agua peptonada 0,1% (m/v) e submetidos a agitacdo por 2
minutos em agitador tipo vortex, para remocao das células sésseis. Aliquotas de
10 uL das diluicbes adequadas foram plaqueadas em TSA, empregando-se a
técnica de microgota, e incubadas a 32 °C por 12 h.

A concentragdo minima bactericida (CMBB) dos componentes
majoritarios sobre os biofilmes de B. cereus, foi definida como a menor
concentracdo de antimicrobiano capaz de reduzir a numeros indetectaveis em

TSA, as células destacadas do biofilme.

2.6 Formacao de biofilme por Bacillus cereus em condicdes de estresse

subletal

A influéncia do estresse subletal, causada pela presenga dos compostos a
- terpineol, cinamaldeido, eugenol, citral e timol na formagao de biofilme por B.
cereus foi avaliada.

Biofilmes de B. cereus ATCC 14579 e B. cereus CCT 2897 em aco
inoxidavel, foram formados em presenca de concentracdes subletais dos
compostos majoritéarios, observando-se as CMBB para 0s microrganismos. Os

compostos na concentragdo de 1/4 CMBB impediram a formagao dos biofilmes,
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assim, testes foram realizados para determinar a concentracdo maxima subletal
(CMS), que permite o crescimento do microrganismo (Di PASQUA et al.,
2010). Definiu-se entdo, ¥4 da CMB das células plancténicas, como a CMS para
ser utilizada.

Os cupons de aco inoxidavel foram dispostos em placas de Petri (120
mm de didmetro) contendo 60 mL de BHI, adicionados de 0,5% de Tween 80 e
CMS (¥a MCB) dos compostos (Tabela 1).

Em seguida, os indculos padronizados foram adicionados na
concentracdo final de 7 log UFC.mL™ e as placas incubadas em condicdes
estaticas a 32 °C por 48 horas. O biofilme controle foi formado sob as mesmas
condicdes, entretanto, sem adicdo dos compostos.

Apobs as 48h de incubacgdo, os cupons foram lavados trés vezes com
solucdo salina 0,85% (m/v) para remocdo das células ndo aderidas, transferidos
para tubos de ensaio contendo &gua peptonada 0,1% (m/v), e submetidos a
agitacdo por 2 minutos em agitador tipo vortex, para remocdo das células
seésseis. Aliquotas de 10 pL das diluigdes adequadas foram plaqueadas em TSA,

empregando-se a técnica de microgota, e incubadas a 32 °C por 12 h.
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Tabela 1 Concentracdo subletal dos componentes majoritarios usados no
cultivo de Bacillus cereus para formagédo de biofilme em cupons de
aco inoxidavel

Concentrag&o subletal (uL. mL™)

Compostos ATCC 14579 CCT 2897
a -terpineol 1,2 1,2
Cinamaldeido 0,3 0,15
Eugenol 0,6 1,2
Citral 0,15 0,15
Timol 0,6 0,15
Controle 0 0

2.7 Determinacdo da concentragdo minima bactericida dos componentes

majoritarios sobre biofilmes adaptados

Apo6s formacdo de biofilmes de B. cereus ATCC 14579 e B.cereus CCT
2897 sobre cupons de aco inoxidavel por 48h, estes foram retirados das placas e
expostos por 20 minutos a solugBes contendo solucdo salina, 0,5% de Tween 80,
e componentes majoritarios nas concentracdes de ¥ CMB. Os cupons foram
removidos e lavados trés vezes com solucdo salina 0,85% (m/v), para remover a
solucdo residual. Em seguida os cupons foram novamente dispostos em placas
de Petri (120 mm de diametro) contendo 60 mL de BHI, e incubados a 32 °C por
12 h em condiges estaticas.

Os cupons contendo os biofilmes adaptados foram transferidos para
tubos de ensaio contendo &gua destilada, 0,5% de Tween 80 e 0s mesmos
componentes majoritarios, aos quais foram expostos anteriormente em
concentragdes subletais, nas concentracbes de 80; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,2; 0,6; e
0,3 uL. mL™. Ap6s 20 minutos de contato & temperatura ambiente, e condicdes

estaticas, os cupons foram lavados trés vezes com solugdo salina, para remogao
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das células ndo aderidas, transferidos para tubos de ensaio contendo agua
peptonada 0,1% (m/v) e submetidos a agitagdo por 2 minutos em agitador tipo
vortex, para remocao das células sésseis. Aliquotas de 10 pL das diluicdes
adequadas foram plaqueadas em TSA, empregando a técnica de microgota, e
incubadas a 32 °C por 12 h.

2.8 Determinacao da concentragdo minima bactericida do citral e

cinamaldeido sobre biofilmes adaptados

Com base no teste anterior, foram selecionados o citral e o
cinamaldeido, compostos com a atividade antimicrobiana mais elevada dentre
todos, para a avaliacdo da capacidade de adaptacdo cruzada do biofilme.

Os cupons foram dispostos em placas de Petri (120 mm de didmetro)
contendo 60 mL de BHI e incubados a 32 °C por 48 h em condicdes estaticas.
Durante esse periodo, a cada 12 horas, avaliou-se a formacdo de biofilme. Apds
as 48h de incubacdo, os cupons foram removidos, lavados trés vezes com
solucdo salina para remogéo das células ndo aderidas, e sanificados em solucao
de &gua destilada, 0,5% de Tween 80 e concentracdes subletais (Y2 MCB) de
citral e cinamaldeido, por 20 minutos em temperatura ambiente, e condi¢Ges
estaticas Apds exposicdo ao estresse subletal, os cupons foram novamente
dispostos em placas de Petri (120 mm de diametro), contendo 60 mL de BHI e
incubados a 32 °C por 12 h em condigdes estaticas.

Apo6s esse periodo, os cupons foram submetidos & sanitizagdo. Foram
removidos e lavados trés vezes com solugdo salina, para retirar as células nao
aderidas. Em seguida, os cupons foram sanificados em solucdo de agua destilada
contendo 0,5% (v/v) de Tween 80, e do componente puro em diferentes

concentragdes (Tabela 2).



74

Tabela2 Composicdo das solucBes sanificantes usadas no tratamento dos
biofilmes de B. cereus em cupons de ago inoxidavel

Composicdo
Solucdes Agua destilada com Cinamaldeido Citral
0,5% Tween 80 (pL. (uL. mL") (uL. mL)
mL")
SC 100,00 0,00 0,00
SCIN 1 99,70 0,3 0,00
SCIN 2 99,85 0,15 0,00
SCIT1 99,85 0,00 0,15
SCIT 2 99,85 0,00 0,15

SC (solucdo controle). Scin 1 (solugdo com concentracdo subletal de cinamaldeido,
preparado para cepa ATCC 14579). Scin 2 (solugdo com concentracdo subletal de
cinamaldeido, preparado para cepa CCT 2897). SCIT 1 (solucdo com concentracdo
subletal de citral, preparado para cepa ATCC 14579). SCIT 2 (solugdo com
concentracdo subletal de citral, preparado para cepa CCT 2897).

O tratamento foi mantido por 20 minutos em temperatura ambiente e
condicBes estaticas. Os cupons foram lavados trés vezes numa solucdo salina
para remover 0s compostos residuais. Em seguida foram imersos em tubos de
ensaio contendo &gua peptonada a 0,1% (m/v), e agitados por 2 minutos em
agitador tipo vortex, para remocdo das células sésseis. Aligquotas de 10 pL das
diluicdes adequadas foram plaqueadas em TSA, empregando a técnica de

microgota, e incubadas a 32 °C por 12 h.

2.9 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em dois delineamentos.
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2.9.1 Desenvolvimento do biofilme

Delineamento inteiramente casual em arranjo fatorial 2 x 5 (estirpes x
tempos de formacdo), em trés repeticdes. Os resultados foram submetidos a

analise de variancia, analise de regressao e teste de média (Skott-Knott).

2.9.2 Estudo do comportamento das células ap6s a exposicao subletal

Delineamento inteiramente casual em arranjo fatorial 3 x 3 (solugGes
sanificantes x condicGes de formacao), em trés repetigdes. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e teste (Skott-Knott). As analises estatisticas

foram realizadas utilizando-se o programa Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atividade antimicrobiana em células planctdnicas

As Atividades antimicrobianas das solu¢des dos compostos puros o-
terpineol, cinamaldeido, eugenol, citral e timol, em células planctdnicas de cepas
de Bacillus cereus, sdo apresentadas na Tabela 3. Os resultados apresentados
mostram que as solugdes possuem atividade antibacteriana em diferentes
concentragBes. A maior concentragdo minima bactericida encontrada foi de
5,0 uL. mL™ apresentada pelos compostos a-terpineol e eugenol.

A solucdo a base de citral foi mais eficaz contra células plancténicas de
todas as cepas testadas, apresentando concentracdo minima bactericida de
0,6 pL/ mL™

Tabela 3 Concentracdo minima bactericida de citral (CIT), timol (TIM), a-
terpineol(TER), cinamaldeido(CIN), eugenol(EUG) sobre cepas de
Bacillus cereus

Componentes (uL. mL™)
CIT TIM TER CIN EUG
Bacillus cereus ATCC 14579 0,6 2,5 50 1,2 2,5
Bacillus cereus ATCC 11778 0,6 2,5 50 0,6 5,0
Bacillus cereus CCT 7453 0,6 2,5 2,5 1,2 2,5
Bacillus cereus CCT 2897 0,6 0,6 50 0,6 5,0

Cepas

A diferenca entre a atividade antibacteriana dos compostos puros pode
ser atribuida as composigbes quimicas, & sua configuracdo estrutural, e a
natureza dos mesmos (CHANG; CHEN; CHANG, 2001).
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Em geral, o que se encontra na literatura, € que 0s compostos
fenilpropandides sdo mais eficazes contra microrganismos (DI PASCA et al.,
2010; OUSSALAH et al. 2007). Porém, nesse trabalho, o eugenol, um
fenilpropandides, apresentou resultados inferiores aos compostos terpendides
utilizados.

Os terpendides podem perturbar as células modulando a fluidez da
membrana, aumentando a permeabilidade ou solubilizando as biomembranas
(WINK, 2008). Neste trabalho, observou-se a importancia da lipofilicidade de

terpenos para a atividade do composto, evidenciado pela maior acéo do citral.

3.2 Formagéo de biofilme e sua classificagao

As quatro cepas utilizadas apresentaram capacidade de aderir e formar
biofilme. As cepas de B. cereus ATTCC 14579 e B. cereus CCT 2897 foram
classificadas como moderados formadores de biofilme. As cepas de B. cereus
ATTCC 11778 e B. cereus CCT 7453 foram classificadas como fracamente
capazes de formar biofilme.

A fim de confirmar que a diferenca na formacdo de biofilme entre as
quatro cepas, nao esta relacionada a diferenca da taxa de crescimento entre as
linhagens, avaliou-se a taxa de crescimento, encontrando-se aproximadamente
0,88 geragdes por hora, em todas as cepas (curva de crescimento ndo mostrada).

A formagao de biofilme de B. cereus foi inicialmente testada em placas
de poliestireno. Os resultados obtidos foram consistentes com os encontrados na
literatura. No teste de adesdo em poliestireno, as cepas classificadas como
fracamente capazes de formar biofilme, ndo foram mais utilizadas nesse

trabalho.
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As cepas classificadas como moderadamente formadoras de biofilme em
poliestireno, foram testadas para formacdo de biofilme em aco inoxidavel
(Figura 1).

Log CFUcm2

12 24 36 48 72

Tempo (horas)

Figural Formacdo de biofilme por duas cepas de Bacillus cereus em
superficie de aco inoxidavel

Legenda: (¢) Médias de adesdo da cepa ATCC 14579, (¢) Médias de adesdo da cepa
CCT 2897. Em cada estagio de formacdo de biofilme, a mesma letra ndo
difere pelo teste Skott-Knott a 5% probabilidade.

As estirpes de B. cereus avaliadas foram capazes de aderir e formar
biofilmes na superficie de aco inoxidavel. De acordo com a anélise de variancia,
houve diferenca significativa (p<0,05) entre a capacidade de formacdo de
biofilme das duas cepas testadas. Neste estudo, foi observado que as duas cepas
de B.cereus (ATTC 14579 e CCTT 2897) diferiram entre si na capacidade de
formagdo de biofilme ao longo do tempo. Apds 12 e 24 horas de cultivo, as duas
cepas apresentaram comportamento de adesdo semelhante, ndo diferindo

significativamente (p <0.05) na contagem do numero de células aderidas. A
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diferenca na adesdo ocorreu apés 36 horas de cultivo, e permaneceu por todo o
periodo avaliado.

Apo6s 36 horas de cultivo, houve estabilizacdo do nimero de células
aderidas para as duas cepas avaliadas, ndo ocorrendo diferenca significativa (p
<0.05) na adesdo, ap6s 36, 48 e 72 horas de cultivo da mesma cepa. Com 72
horas de cultivo, B. cereus ATCC 1459 apresentou adeséo de 5,36 log. UFC. cm
% e B. cereus CCT 2897 de 5,92 log. UFC. cm™ Resultados semelhantes foram
encontrados por Bernardes et al. (2010), onde a adesdo foi avaliada durante 10
dias, atingindo 0 4,43 log. UFC cm™.

Apos a estabilizacdo do biofilme, as células sésseis podem se desprender
e contaminar o substrato em circulagdo. Isso mostra 0 risco que essas
comunidades microbianas representam para a qualidade dos alimentos e
seguranca dos consumidores (OLIVEIRA et al., 2010).

3.3 Formagcao de biofilme por Bacillus cereus em condicdes de estresse

subletal

As estirpes de B. cereus mostraram-se capazes de formar biofilme na
presenca de compostos puros em concentracdo subletal (Tabela 4). O tempo de
estabilizacdo do nimero de células aderidas para as cepas B. cereus foi de 36
horas (figura 1), por isso, definiu-se o tempo de avaliagdo de formacdo de
biofilmes em presenga dos compostos apos 48 horas de cultivo.

Ambas as cepas cultivadas em presenga de compostos puros em
concentragdes subletais, foram capazes de se aderirem e formarem biofilme
sobre aco inoxidavel, porém, a adesdo foi menor em comparagdo com o controle
(Tabela 4).
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Tabela4 Biofilme (B) de Bacillus cereus formado sob estresse subletal

promovido por citral (CIT), cinamaldeido(CIN), eugenol(EUG),
timol (TIM), a-terpineol(TER) e controle (C)

Condicdes de Log UFC cm™ o
formacdo de biofilme  ATCC 14579 CCT 2897 Medias

BC 5,05 £0.23 Aa 5,92 +0.08 Ab 5,48+0.61

BCIT 3,53 +0.52 Ba 3,69 +0.24 Bb 3,61+0.11

BCIN 3,35 +0.17 Ca 3,45 +£0.29 Cb 3,40£0.07

BEUG 3,17 +0.08 Da 3,36 +0.49 Db 3,27+0.13

BTIM 3,16 +0.45 Da 3,21 +0.18 Ea 3,19+0.04

BTER 3,11 +0.29 Da 3,17 +0.32 Ea 3,14+0.04
Médias 3,56+0.68 3,8+0.296

Resultados expressos como média = desvio padrdo. As letras mailsculas na mesma
coluna e na mesma linha ndo diferem pelo teste Scott-Knott a 5% probabilidade.

Verificou-se que houve diferenca significativa entre a capacidade de
formacdo de biofilme das duas cepas utilizadas na presenca dos compostos, bem
como no controle (p<0,05), exceto na presenga do composto timol e a-terpineol.

A maior aderéncia celular ocorreu na presenca dos compostos
cinamaldeido e citral, sugerindo possivel inducdo da resisténcia por esses
compostos.

Para Ceri et al., (2001), células organizadas comegam a ter vantagens em
relagdo as células em seu estado plancténico, por terem melhores condigdes de

sobrevivéncia e resisténcia a agentes antimicrobianos.
3.4 Concentracdo minima bactericida em biofilmes
Na Tabela 5, observa-se 0 comportamento dos biofilmes formados por

B. cereus ATCC 14579 e B. cereus CCT2897, crescidos em concentracGes

subletais. E em seguida, avaliou-se a concentragdo minima bactericida para o
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biofilme controle (biofilme) e para o biofilme submetido ao crescimento com os
compostos puros (adaptacéo).

Os resultados obtidos mostram que as cepas de B. cereus adaptaram-se
as concentragcdes subletais dos compostos puros, pois foram encontradas
diferencas na concentragdo minima bactericida entre as condi¢es de adaptacdo
e biofilme (Tabela 5).

Tabela5 Concentragdo minima inibitéria de compostos a-terpineol,
cinnamaldeido, eugenol, citral, timol para biofilmes de Bacillus
cereus ATCC 14579 e CCT 2897, crescidos expostos a concentracao
subletal dos mesmos compostos

Componentes (uL. mL™)

Bacillus _ i
cereus o- Cinamaldeido Eugenol  Citral Timol
terpineol
N&o adaptado
ATCC 14579 5 2,5 5,0 2,5 5,0
CCT 2897 5 2,5 10 5 10
Adaptado

ATCC 14579 20 10 40 10 20
CCT 2897 5 10 40 10 20

E possivel observar que foram necessarias concentragdes muito maiores
de solugdes para inibir o desenvolvimento dos biofilmes formados por cepas de
B. cereus, quando submetidas ao crescimento em concentragdes subletais dos
compostos, evidenciando a adaptacdo e o aumento da tolerdncia dos
microrganismos aos antimicrobianos, quando expostos a condi¢cdes ndo ideais
para a sua eliminacao.

Os resultados também mostram as variagdes no que diz respeito as
concentragBes que resultaram na inibicdo de crescimento encontrados para as

células planctbnicas e sésseis (Tabela 3 e 5). As células planctdnicas
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apresentaram maior sensibilidade aos compostos puros que as células sésseis.
Isso pode ser explicado pelo comportamento diferente das células plancténicas e
sésseis.

Resultados encontrados na literatura corroboram com esse trabalho, em
que as células sésseis foram mais resistentes aos produtos antibacterianos
naturais do que as células planctbnicas, e apenas as concentracdes mais elevadas
de alguns compostos puros reduziram a viabilidade das bactérias presentes em
biofilmes (LIU; YANG, 2012).

A exposicdo constante do biofilme bacteriano, em concentracdes
subletais de sanitizantes, durante os procedimentos de limpeza, pode ativar os
mecanismos de resposta adaptativa ao estresse, fazendo com que as bactérias
sobrevivam em condigdes ambientais, antes hostis. Resultados encontrados em
estudo com diversas cepas de Bacillus cereus, mostram que estas apresentavam
alta resisténcia aos agentes antimicrobianos tradicionais, quando expostas por

periodos prolongados aos mesmos (MERZOUGUI, et al., 2014).

3.5 Efeito de exposi¢do do biofilme & concentracdes subletais de

antimicrobianos e resisténcia cruzada

A resposta adaptativa a exposicao a concentracdes subletais foi avaliada
(Tabela 6 e Tabela 7).
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Tabela 6 Valores de log-reducdo dos biofilmes (B) formados por Bacillus
cereus ATCC 14579 ap6s 48 horas (2 dias) obtidos ap6s tratamento
com solugdes (S) contendo concentracdes subletais de cinamaldeido
(CIN) e citral (CIT) e solugéo controle (SC)

Condicdes de formacéo
BC BCIN BCIT

Solucgbes

Log-reduction % Log-reduction % Log-reduction %

SC 0.58+0.25aA 12,89 0.28+0.08aA 5.61 0.35+0.39aA 9.72
SCIT  1.62+0.44bB 38.61 1.95+1.50bB 52.09 2.33+0.41bB 56.42

SCIN  2.28+0.18bB 55,21 2.26x1.36bB 55.19 2.90+1.03bC 57.00

Resultados expressos pela média + o desvio padrdo. Letras minGsculas iguais na mesma
coluna e maiusculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade. BC (biofilme controle), BCIN (biofilme exposto a
concentracfes subletais de cinamaldeido durante a sua formacdo), BCIT (biofilme
exposto a concentracdes subletais de citral durante a sua formacéo).

Os resultados obtidos para as diferentes cepas de B. cereus, mostraram
que a sensibilidade do microrganismo, ap6s a exposicdo a doses subletais de
CIN e CIT, é dependente da estirpe e dos 6leos essenciais utilizados.

A cepa de B. cereus ATCC14579, crescidos em concentracdes subletais
de cinamaldeido e citral, ndo apresentaram diferenca significativa para
eliminacdo dos biofilmes com a solugdo de cinamaldeido e citral (p<0,05). As
solugBes dos compostos diferiram significativamente da solugdo controle
(p<0,05) (Tabela 6).
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Tabela 7 Valores de log-reducdo dos biofilmes (B) formados por Bacillus
cereus CCT2897 apds 48 horas (2 dias) obtidos apds tratamento com
solucdes contendo concentracdes subletais de cinamaldeido (CIN) e
citral (CIT) e solugéo controle (SC)

Condicdes de formacéo

Solugoes BC BCIN BCIT

Log-reduction %  Log-reduction % Log-reduction %

SC 0.58+0.25aA 12,19 0.18+0.08aA 3,61 0.35+0.39aA 8.42
SCIT  0,95+0.44aA 14.61 0,62+1.50bB 13,09 0.63+0.41bB 13.22

SCIN  0.78+0.18aA 13,98 0.56+1.36bB 11,89 0.90+1.03bC 14,43

Resultados expressos pela média + o desvio padrdo. Letras mindsculas iguais na mesma
coluna e maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade. BC (biofilme controle), BCIN (biofilme exposto a
concentracfes subletais de cinamaldeido durante a sua formacdo), BCIT (biofilme
exposto a concentracdes subletais de citral durante a sua formacéo).

A cepa de B. cereus CCT 2897 crescidos em concentrac@es subletais de
cinamaldeido e citral, apresentou diferenca significativa para elimina¢do dos
biofilmes com a solucdo citral, e ndo apresentou diferenca significativa para a
solucdo de cinamaldeido (p<0,05). As solu¢Bes dos compostos diferiram
significativamente da solucdo controle (p<0,05) (Tabela 6).

Os biofilmes crescidos em presenga de cinamaldeido apresentaram Log
da reducdo semelhante para solucdo de citral, cinamaldeido e solucéo controle.
Isso mostra que a exposicgao frequente a concentracdes subletais de CIN ou CIT,
afetou negativamente a eliminacdo dos biofilmes das cepas de B. cereus
estudadas.

Muitos microrganismos sdo capazes de desenvolverem resposta
adaptativa ao estresse subletal, o que lhes permite tolerar e sobreviver a

exposicdo subsequente a niveis letais do mesmo estresse, ou até mesmo a um
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tipo diferente de estresse (UTLEE et al, 2000). A maior resposta adaptativa das
células é manter a fluidez da membrana com um valor constante, independente
das condi¢Ges ambientais no momento.

Os 06leos essenciais sdo lipofilicos e tém capacidade de penetrar na
membrana citoplasmatica e alterar a sua permeabilidade. Essa alteracdo leva a
perda de ions, alteracfes na bomba de prétons e perdas de ATP, coagulacdo
citoplasmatica e quebra de macromoléculas (SOLOMAKOQOS et al. 2008).

As condicbes que o0s microrganismos enfrentam durante o
processamento de sanitizacdo, podem levar ao desenvolvimento de respostas
adaptativas, e desenvolvimento de tolerancia apds a exposicado a fatores subletais
de estresse, capazes de provocar danos as células microbianas (LUZ et al.,
2012). E bem conhecido que a exposicdo a condigdes subletais de substancias
antimicrobianas, pode resultar no desenvolvimento de aumento da tolerancia aos
mesmos (homoélogos), ou a agente de estresse de tolerdncia cruzada
(heterdlogos) (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008).

A adaptacdo de Bacillus cereus ao citral e cinamaldeido pode ter
ocorrido por diversos fatores. Estudo realizado com Bacillus cereus, em
presenca de carvacrol, apresentou diminuicdo da fluidez da membrana
citoplasmatica, devido a alteragBes nas estruturas da mesma. Além disso, o
composto, embora tenha alterado a composicdo da membrana, ndo foi
metabolizado (UTLEE et al., 2000).

Apesar de aparentemente interessante do ponto de vista cientifico, este
fato deve ser visto de maneira cuidadosa, pois a possivel adaptagéo, e possivel
aquisicdo de resisténcia por parte dos microrganismos em questdo, podem
apresentar sérios problemas futuros.

Isso demonstra o risco que a tomada de decisdo baseada na analise de
apenas uma cepa de microrganismos, ou de apenas um composto sanificante,

pode levar.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos sdo importantes dentro de uma nova linha de
pesquisa a ser seguida. Mais estudos para elucidar os mecanismos responsaveis
pelo aumento da resisténcia, ou da suscetibilidade bacteriana, devem ser
realizados, bem como ensaios envolvendo cepas persistentes ou isoladas,

diretamente de indUstrias de alimentos.
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