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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Formacdo de biofilme em aco
inoxidavel, biotransferéncia e sensibilidade de Listeria monocytogenes a
6leos essenciais. 2009. 154 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A formagdo de biofilmes em superficies industriais pode levar a
contaminagdo de alimentos. Dentre os microrganismos envolvidos, destaca-se
Listeria monocytogenes, devido a sua distribui¢do ubiqua, capacidade de
sobrevivéncia em condi¢des adversas e elevada patogenicidade. Logo, o
desenvolvimento de novas alternativas de controle ¢ fundamental. Este trabalho
foi realizado no intuito principal de estudar a formagdo do biofilme por L.
monocytogenes ATCC 19117 sobre superficie de ago inoxidavel AISI 304 (#4) e
avaliar a sensibilidade de células planctonicas e sésseis frente a agdo
antibacteriana dos Oleos essenciais de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. e
Cymbopogon nardus (L.) Rendle. A extracdo dos 6leos essenciais foi realizada
por hidrodestilagdo utilizando-se aparelho de Clevenger modificado. O efeito
bacteriostatico de diferentes concentracdes dos Oleos essenciais, puros € em
combinagdo, foi avaliado pela técnica de difusdo em agar. As concentra¢des
minimas inibitérias (CMIs) encontradas foram utilizadas na determinagdo do
tempo de agdo bactericida. A formacao do biofilme foi realizada sobre superficie
de cupons de ago inoxidavel, utilizando-se como substrato caldo triptona de soja,
com incubagdo a 37°C e agitagdo de 50 rpm. O numero de células aderidas foi
determinado apés 3, 48, 96, 144, 192 e 240 horas e o potencial de
biotransferéncia a partir das 96 horas. Cupons de ago inoxidavel foram
submetidos a microscopia eletronica de varredura (MEV) apos 3, 144 e 240
horas. Solugdes sanificantes a base de 6leos essenciais € uma solugdo sanificante
controle foram testadas em duas etapas de formacdo do biofilme (3 e 240 horas)
em dois tempos de contato (15 e 60 minutos). As quantidades de 6leos essenciais
utilizadas nas solugdes sanificantes foram baseadas nas CMIs e os tempos de
contato foram determinados a partir dos tempos de agdo bactericida. Cupons de
aco inoxidavel submetidos as solugdes sanificantes foram analisados por MEV e
tiveram o nimero de células aderidas determinado. As CMIs encontradas foram
de 1,56% (v/v), para o 6leo essencial de C. citratus e para a combinac¢do dos
6leos essenciais e de 3,56% (v/v) para o 6leo essencial de C. nardus. Observou-
se efeito bactericida para os dleos essenciais, puros € em combinagdo, quando
estes foram utilizados na concentragdo minima inibitéria (CMI). Pelo nimero de

*Comité Orientador: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli — DCA/UFLA
(Orientadora) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-
orientadora)

vii



células aderidas e MEV observou-se que L. monocytogenes aderiu rapidamente a
superficie, formando biofilme maduro ap6és 240 horas. O potencial de
biotransferéncia da bactéria ao substrato foi observado em todas as etapas
analisadas. As solu¢Oes sanificantes a base de oOleo essencial mostraram-se
efetivas na redu¢do do niimero de células aderidas, principalmente apos 60
minutos de contato. A solucdo sanficante constituida da combinagdo dos 6leos
essenciais foi capaz de reduzir 100% (5,64 Log UFC.cm™) do ntimero de células
aderidas ap6s 60 minutos de contato as 240 horas de formagao do biofilme. Pela
MEV observaram-se alteracdes estruturais na superficie bacteriana,
provavelmente causadas pela atuagdo dos oOleos essenciais na membrana
citoplasmatica. Apesar de L. monocytogenes apresentar risco para as industrias
de alimentos, devido a capacidade de rapida adesdo e ao potencial de
biotransferéncia, Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus apresentam
atividade antibacteriana frente a células planctonicas e sésseis e sdo novas
alternativas naturais a sanificacdo de superficies de ago inoxidavel. O efeito
sinergistico da combinagdo dos mesmos ndo deve ser descartado e representa
uma maneira de potencializar a atividade individual desses compostos.
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GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Biofilm formation on stainless steel,
biotransfer and sensitivity of Listeria monocytogenes to essential oils. 2009.
154 p. Dissertation (Master in Food Science) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG.*

Biofilm formation on industrial surfaces can lead to food contamination.
Among the microorganisms involved, Listeria monocytogenes stands out, due to
its ubiquitous distribution, survival capacity under adverse conditions and high
pathogenicity. Therefore, the development of new control alternatives is
fundamental. This work was carried out with the main intention of studying
biofilm formation by L. monocytogenes ATCC 19117 on the surface of stainless
steel AISI 304 (#4) and to evaluate the sensitivity of planktonic and sessil cells
in relation to the antibacterial action of Cymbopogon citratus (A.D.) Stapf. and
Cymbopogon nardus (L.) Rendle essential oils. The extraction of the essential
oils was accomplished by hydrodistillation using a modified Clevenger
apparatus. The bacteriostatic effect of different concentrations of the essential
oils, pure and in combination was evaluated by the agar diffusion technique. The
minimum inhibitory concentrations (MICs) found were used in the
determination of the time of bactericidal action. The formation of the biofilm
was done on the surface of stainless steel coupons, triptic soy broth being used
as substrate, with incubation at 37 °C and agitation of 50 rpm. The number of
adhered cells was determined after 3, 48, 96, 144, 192 and 240 hours and the
biotransfer potential starting from 96 hours. Stainless steel coupons were
submitted to scanning electron microscopy (SEM) after 3, 144 and 240 hours.
Disinfectant solutions based on essential oils and a control disinfectant solution
were tested at two stages of the biofilm formation (3 and 240 hours) at two
contact durations (15 and 60 minutes). The amounts of essential oils used in the
disinfectant solutions were based on MICs and the contact times were
determined starting from the times of bactericidal action. Stainless steel coupons
submitted to the disinfectant solutions were analyzed by SEM and the number of
adhered cells was determined. MICs found were 1.56% (v/v) for the essential oil
of C. citratus and for the combination of the essential oils and, 3.56% (v/v) for
C. nardus essential oil. Bactericidal effect was observed for the essential oils,
pure and in combination, when these were used at the minimum inibitory
concentration (MIC). According to the number of adhered cells and SEM, it was
observed that L. monocytogenes adhered quickly to the surface, forming ripe
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(Adviser) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-adviser)
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biofilm after 240 hours. The biotransfer potential of the bacterium to the
substrate was observed in all of the analyzed stages. The essential oil based
disinfectant solutions was shown effective in the reduction of the number of
adhered cells, mainly after 60 minutes of contact. The disinfectant solution
constituted by the combination of essential oils was capable of reducing 100%
(5.64 Log UFC.cm™) of the number of cells adhered after 60 minutes of contact
at 240 hours of formation of the biofilm. As for SEM, structural alterations were
observed in the bacterial surface, probably caused by the performance of the
essential oils on the cytoplasmatic membrane. In spite of L. monocytogenes
presenting a risk to the food industry, due to its fast adhesion capacity and
biotransfer potential, essential oils of C. citratus and C. nardus present
antibacterial activity facing planktonic and sessil cells and they are new natural
alternatives for the disinfection of stainless steel surfaces. The synergistic effect
of the combination of these oils should not be discarded and represents a way to
enhance the individual activity of these compounds.



CAPITULO 1



1 INTRODUGAO GERAL

O termo biofilme surgiu para descrever a forma de vida microbiana
séssil, caracterizada pela adesdo de microrganismos a suportes soélidos, com
consequente producdo de substdncias poliméricas extracelulares, constituindo
uma rede gelatinosa que imobiliza e protege as células. A formacao de biofilmes
provoca alteragdes fenotipicas das células planctonicas, que podem ser descritas
como estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos em ambientes com
condi¢des adversas (Costerton et al., 1999).

A presenca de biofilmes em areas de processamento de alimentos ¢é
caracterizada, inicialmente, pelo acimulo de materiais organicos e inorganicos
em superficies, sobre as quais comunidades bacterianas podem se desenvolver.
Biofilmes podem se tornar fortemente aderidos a superficie e, posteriormente,
partes dele podem se desprender e contaminar outras superficies ou produtos
alimenticios (Joseph et al., 2001). Entretanto, sabe-se que a habilidade de
transferéncia de bactérias sésseis ao alimento é independente do niimero de
células microbianas presentes na superficie. O termo potencial de
biotransferéncia ilustra essa habilidade e enfatiza a capacidade de contaminagao
do alimento a partir de células aderidas a superficie durante os varios estagios de
desenvolvimento do biofilme (Hood & Zottola, 1995; Midelet & Carpentier,
2004).

Diversas superficies utilizadas no processamento de alimentos sdo
passiveis de apresentar adesdo ou formacao de biofilme de origem bacteriana. O
aco inoxidavel é amplamente utilizado em equipamentos e utensilios na indistria
de alimentos devido a superficie lisa e pouco porosa, elevada vida 1til e alta

resisténcia a corrosdo. Porém, frequentemente, superficies de ago inoxidavel sdo



reconhecidas como importantes fontes de contaminacdo microbiana
(Chmielewski & Frank, 2003).

Inimeros microrganismos sdo capazes de participar do processo de
adesdo e formagdo de biofilmes. Na industria de alimentos estes podem ser
divididos em deteriorantes e patogénicos. No que diz respeito aos
microrganismos patogénicos, Listeria monocytogenes pode ser destacada devido
a sua sobrevivéncia a temperaturas de refrigeragdo, baixos valores de pH,
relativa resisténcia ao calor e elevadas concentragdes de sais. Estas propriedades
tornam esta bactéria especialmente dificil de ser controlada em ambientes de
processamento de alimentos, sendo, por esse motivo, comumente isolada,
principalmente em industrias processadoras de carne e produtos céarneos
(Senczek et al., 2000; Cruz et al., 2008), leite e derivados lacteos (Chambel et
al., 2007).

A listeriose, causada pela ingestdo de células viaveis de L.
monocytogenes, ¢ uma infeccdo de origem alimentar mundialmente conhecida
pelo longo periodo de incubagdo e elevada taxa de mortalidade. A doenca
acomete principalmente individuos imunodeprimidos, recém-nascidos, idosos e
gestantes. Entretanto, também ¢ capaz de afetar individuos saudaveis,
dependendo do numero de células ingeridas e da viruléncia da cepa em questdo.
Sua manifestagdo ocorre como gastrenterites, meningites, encefalites, infecgdes
transmitidas da gestante ao feto e septicemias. Células sésseis sdo mais
resistentes a agentes antimicrobianos do que células em estado planctonico,
podendo persistir e sobreviver mesmo apds processos de sanificagdo,
representando fonte original de contaminacdo de alimentos e consequentes
toxinfec¢des alimentares em humanos e animais (Chavant et al., 2007).

Estratégias de controle de biofilmes devem retardar a sua formagdo e
reduzir, ou mesmo eliminar, o seu acimulo nos equipamentos. A selecdo do

sanificante mais efetivo deve ser suportada por estudos laboratoriais prévios no



sentido de determinar a concentragdo mais adequada, bem como o tempo de
contato e a frequéncia de aplicacdo mais corretos. Os inconvenientes ambientais
associados ao uso de sanificantes quimicos ndo podem ser descartados ¢ devem
ser considerados na escolha do produto.

Atualmente, elevado numero de estudos objetivando encontrar
estratégias efetivas de eliminacdo de biofilmes tém sido publicados, enfatizando
a necessidade de obtencdo de novos produtos com agdo sanificante. Entre as
novas ferramentas recentemente pesquisadas, com potencial aplicabilidade nas
industrias de produtos alimenticios, encontra-se a utilizagdo de 6leos essenciais
ou de seus constituintes individualmente (Knowles et al., 2005; Chorianopoulos
et al., 2008).

Oleos essenciais sdo produtos volateis do metabolismo secundario de
plantas aromaticas, formados em células especiais e encontrados em folhas,
flores, sementes, caules e raizes. De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (Simdes & Spitezer,
2004), capazes de agir na superficie celular bacteriana causando, principalmente,
comprometimento estrutural e funcional da membrana citoplasmatica (Burt,
2004; Bakkali et al., 2008).

A possivel utilizacdo de 6leos essenciais como agentes sanificantes ¢é
assegurada pelo aumento na procura de produtos considerados como naturais.
Neste contexto, destaca-se a elevada biodiversidade do Brasil em plantas
medicinais e aromaticas ja empregadas em industrias cosméticas, de perfumaria
e farmacéuticas. O género Cymbopogon pertence a familia das Poaceae, mais
comumente conhecidas como gramineas, ¢ ¢ encontrado em grande parte do
territorio brasileiro. Dentro deste género, em termos de produgdo de oleos
essenciais, destacam-se Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. (capim-lim&o) e

Cymbopogon nardus L. Rendle (capim-citronela).



Diante do exposto, o presente trabalho baseou-se no alcance dos

seguintes objetivos:

a) determinar o rendimento e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais

de C. citratus e C. nardus;

b) avaliar a atividade antibacteriana dos 0leos essenciais de C. citratus e

C. nardus, puros e em combinagéo, frente a L. monocytogenes;

¢) propor a utilizagdo de um modelo experimental e, por este, estudar a
formagdo do biofilme por L. monocytogenes sobre superficie de ago inoxidavel
AISI 304 (#4) utilizando contagem padrao em placas e microscopia eletronica de

varredura (MEV);

d) avaliar o potencial de biotransferéncia durante o processo de
formagdo do biofilme por L. monocytogenes sobre superficie de ago inoxidavel
AISI 304 (#4);

e) avaliar a agdo sanificante dos Oleos essenciais de C. citratus e C.
nardus, puros e em combinagdo, em duas etapas distintas da formagdo do
biofilme por L. monocytogenes sobre superficie de aco inoxidavel AISI 304
(#4), utilizando contagem padrdo em placas e MEV. A MEV foi realizada, nesta
etapa do trabalho, com o intuito de observar a ocorréncia de altera¢des
estruturais na superficie bacteriana, devido & a¢@o antibacteriana dos oOleos

essenciais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilmes microbianos: conceito, estrutura e composi¢ao

Biofilmes podem ser definidos como formas de existéncia microbiana
espacialmente e metabolicamente estruturadas em comunidades embebidas em
matrizes de substancias poliméricas extracelulares (Nikolaev & Plakunov, 2007)
e aderidas a superficies bidticas ou abidticas (Dunne Junior, 2002; Lasa et al.,
2005).

A formag@o de biofilmes produz um ambiente dindmico, no qual células
microbianas se encontram em estado de homeostase, organizadas de maneira a
utilizar todos os nutrientes disponiveis (Sutherland, 2001). De acordo com
Costerton et al. (1987), biofilmes constituem consércios funcionais de
microrganismos aderidos a superficies e envoltos por matrizes de substancias
poliméricas extracelulares de origem microbiana. Ainda, na concepcao de Hood
& Zotolla (1995), biofilmes ndo incluem somente bactérias, mas também todo
material extracelular produzido, bem como qualquer material aprisionado dentro
da matriz resultante.

Em ambientes naturais, de 95% a 99% dos microrganismos existem na
forma de biofilmes, que podem ser encontrados em quase todos os substratos
que possuam nivel de umidade suficiente para suportar seu crescimento (Kim &
Frank, 1995; Nikolaev & Plakunov, 2007). Atualmente, a forma de vida
bacteriana livre ou planctonica é observada, simplesmente, como mecanismo de
translocagdo entre superficies (Watnick & Kolter, 2000). Em seu ambiente
natural, a maioria das espécies alterna entre o estado planctonico ¢ o estado
séssil em resposta a estimulos ambientais, tais como a disponibilidade de

nutrientes essenciais (Lynch & Robertson, 2008).



Biofilmes microbianos podem existir como agregados mais ou menos
confluentes, em camadas Unicas ou arquiteturas tridimensionais (Stoodley et al.,
2002). Quando constituidos por varias camadas de células, apresentam canais
que permitem fluxo de liquido e gases, dispersdo de nutrientes e descarte de
componentes (Stoodley et al., 2002; McLandsborough et al., 2006).

A composi¢do dos biofilmes ¢ dependente das condi¢des do meio, como
temperatura, substancias envolvidas, pressdo, pH e oxigénio dissolvido, ndo
sendo necessariamente uniforme, podendo abranger particulas solidas
inorganicas, como argilas e areias, bem como particulas orgénicas provenientes
do substrato aquoso onde estd imerso (Wimpenney et al., 1993; Toole et al.,
2000).

O biofilme apresenta-se como estrutura adsorvente e porosa, na qual a
agua ¢ a fragdo mais significativa, podendo variar entre 70% a 95%, ou mais, da
massa total (Characklis, 1981; Flemming, 1993). Ha relatos de que a razdo
massa de dgua/massa de biofilme pode chegar proximo a 99% ou, mesmo,
atingir valores superiores (Azeredo & Oliveira, 2000).

Os microrganismos, por sua vez, representam somente pequena parte da
massa ¢ do volume do biofilme (frequentemente, menos de 10%), embora
excretem substancias poliméricas que representam a fracdo dominante da
matéria organica seca (Pereira, 2001). Segundo Flemming (1993), substancias
poliméricas extracelulares representam de 70% a 95% da matéria orgénica da
massa seca do biofilme. J& Bakke et al. (1984) afirmam que a fracdo de
substancias poliméricas extracelulares pode variar entre 50% e 90% do total da
matéria organica dos biofilmes.

Ao constituirem matriz de aspecto gelatinoso, os polimeros
extracelulares sintetizados pelos microrganismos sdo denominados glicocalix
(Costerton et al., 1978). Entretanto, estes polimeros extracelulares podem

envolver firmemente cada uma das células como discreta camada de cobertura,



denominada capsula, ou formarem filamentos que se estendem das células a
medida que vao sendo produzidos, constituindo um emaranhado agregador de
células constituintes do biofilme (Pereira, 2001). De maneira geral, a matriz de
substancias poliméricas extracelulares expde-se exteriormente a membrana
externa das bactérias gram-negativas ¢ ao peptideoglicano das gram-positivas,
sendo sintetizada por polimerases, constituindo estrutura complexa e hidratada
(Carpentier & Cerf, 1993; Costerton & Lewandowski, 1995).

A matriz de substincias poliméricas extracelulares é responsavel pela
morfologia, estrutura, coesdo e integridade funcional do biofilme. Sua
composicdo quimica, heterogénea e complexa (Pereira, 2001) determina a
maioria das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (Flemming & Wingender,
1999). Ainda que haja a predominancia de polissacarideos (Horan & Eccles,
1986; Wimpenney et al., 1993), esta também pode ser constituida por proteinas,
como glicoproteinas (Gehrke et al., 1998), acidos nucleicos (acido
desoxirribonucleico, acido ribonucleico) (Jahn & Nielsen, 1995) e fosfolipidios

(Gehrke et al., 1998).

2.2 Etapas envolvidas no processo de formacao de biofilmes microbianos
Biofilmes podem ser formados na interface de fronteiras estabelecidas
em diferentes situagdes. Existem quatro interfaces nas quais associa¢des
microbianas sdo capazes de se desenvolver: liquido-superficie solida, liquido-ar,
entre dois liquidos imisciveis e superficie sélida-ar. Dessa forma, quatro tipos
diferentes de biofilmes podem ser encontrados. Entretanto, somente biofilmes
desenvolvidos na interface de fronteiras estabelecidas entre meio aquosos e
superficies solidas tém sido investigados em detalhes (Nikolaev & Plakunov,
2007).
A formagdo de biofilmes inicia-se com a adsor¢do de moléculas orgénicas

ou inorgénicas a superficie, formando o filme condicionante. Em instalagdes de



industrias alimenticias, residuos proteicos ou lipidicos de produtos derivados do
leite ou de carnes sdo elementos importantes para formar a camada
condicionante (Kumar & Anand, 1998; Watnick & Kolter, 2000).

A fixacdo de células livres provenientes do meio liquido a superficies
solidas compreende a etapa inicial de desenvolvimento do biofilme e ocorre
poucos minutos apds o transporte e a adsorcdo de substancias organicas
dissolvidas no meio aquoso (Machado, 2005). Mecanismos pelos quais bactérias
sdo transportadas a superficies incluem movimento browniano, sedimentacio
devido a diferencas de gravidade especifica entre bactérias e o liquido
circundante e transporte de massa, pelo qual as células sfo fisicamente
transportadas pelo movimento do fluxo local (Palmer et al., 2007).

Microrganismos, em seu estilo de vida planctonico, recebem algum
estimulo que os leva a aderir a alguma superficie. Embora este processo
necessite de maior elucidagdo, alguns fatores passiveis de influencia-lo ja sdo
descritos, como pH, concentracdo e biodisponibilidade de nutrientes,
autoindutores de quorum sensing, presenca de compostos organicos, inorganicos
e temperatura (Oulahal et al., 2008).

A primeira etapa envolvida na formacdo do biofilme, também conhecida
como adesdo dos colonizadores primarios, ¢ fundamentalmente controlada por
interagdes i0nicas negativas e ou positivas entre a parede celular dos
microrganismos ¢ as macromoléculas do filme condicionador, formado a partir
de residuos do proprio ambiente (Christensen & Characklis, 1990). A velocidade
em que ocorre a formagdo inicial do biofilme depende da concentracdo de
moléculas orgéanicas no meio aquoso em contato com a superficie solida, da
afinidade das moléculas com o suporte e das condigdes hidrodindmicas do meio
liquido. E de fundamental importancia para a adesdo das moléculas organicas as
caracteristicas da superficie suporte, como carga, energia livre e rugosidade

(Marshall & Blainey, 1990; Chamberlain, 1992).



Propriedades da superficie da célula, como presenca de flagelo, fimbrias,
pili, proteinas adesinas, lipopolissacarideos, acido lipoteicoico e capsula,
influenciam na aderéncia a superficie (Prakash et al., 2003; Trachoo, 2003), que
ocorre em dois estagios: adesdo reversivel seguida por adesdo irreversivel
(Mittelman, 1998). Dessa forma, apéndices celulares externos, como flagelos,
fimbrias e pilis, desempenham papel importante na adesdo celular inicial, além
de formarem pontes entre células e superficie (Christensen & Characklis, 1990).

A ades@o reversivel se da pela interacdo inicial fraca da bactéria com o
substrato. Isso envolve forgas de atragdo de Van der Waals, forcas eletrostaticas
e forcas de interagdes hidrofobicas. Durante a adesdo reversivel, bactérias ainda
exibem movimentos brownianos e sdo facilmente removidas pela aplicacdo de
forgcas minimas (Watnick & Kolter, 2000; Chmielewski & Frank, 2003).

Apos contato com a superficie e a instalacdo microbiana, fases de
crescimento e divisdo celular ocorrem (Christensen & Characklis, 1990). A
adesao irreversivel resulta do ancoramento de apéndices (pili, flagelo, proteinas
adesina) e ou da produg¢@o de substancias poliméricas extracelulares (Sutherland,
1997), fazendo com que as ligagdes entre as células e a superficie se fortalecam
(Christensen & Characklis, 1990). A unido entre apéndices da bactéria e
substrato envolve interagdes dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, intera¢des
hidrofébicas, ligagdes covalentes e ionicas. Esta unido geralmente ocorre com
poucas horas de contato. Varios estudos indicam que a adesdo irreversivel das
células pode comecar apds 20 minutos de contato, variando, no maximo, até 4
horas, de 4° a 20°C (Hood & Zottola, 1995; Smoot & Pierson, 1998). A remogao
de células aderidas irreversivelmente ¢ dificil e requer aplicacdo de forte forca
mecénica ou interrup¢do quimica da for¢a de aderéncia pela aplicacdo de
enzimas, detergentes, surfactantes, sanificantes ou calor (Sinde & Carballo,

2000).
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Apods multiplicagdo das bactérias presentes na estrutura do biofilme,
formando microcoldnias envoltas pela matriz de polimeros extracelulares
(Malone & Caldwell, 1983), pode ocorrer, dentro de dias a meses, a adesdo de
outros microrganismos presentes no meio aquoso circundante, denominados
colonizadores secundarios (Christensen & Characklis, 1990). Em adi¢do a
interagdes célula-substrato, interagdes célula-célula podem também ocorrer.
Estas sdo denominadas coagregagdo, quando as células envolvidas seencontram
em suspensdo ou coadesdo, quando a interagdo ocorre entre células sésseis e
planctonicas. A coadesdo ¢ mais relevante em termos de acumulagdo de células
na superficie pela colonizagdo secundaria (Busscher & Mei, 2000).

A formagdo do biofilme maduro ocorre de 3 a 6 dias apds a adesdo
inicial, podendo chegar a 10 dias (Heydorn et al., 2000). A maturidade acontece,
principalmente, por meio do aumento da densidade populacional e também pela
pronunciada produgdo e deposicdo de polimeros extracelulares, aumentando a
espessura do biofilme (Cheng et al., 2007).

O potencial de crescimento do biofilme é limitado por inumeros fatores,
tais como a disponibilidade e o transporte de nutrientes para dentro da matriz de
polimeros extracelulares e a remogao de produtos de excrecdo. Em adicdo, existe
o fluxo hidrodindmico 6timo através do biofilme, que favorece o crescimento e
evita a erosdo das camadas mais externas (Carpentier & Cerf, 1993). Outros
fatores que controlam a maturacdo do biofilme incluem o pH interno, a difusao
de oxigénio e a osmolaridade (Carpentier & Cerf, 1993; Toole & Kolter, 1998).

Com o aumento da populagio microbiana, o ambiente torna-se
anaerobio no interior do biofilme, provocando aumento da concentracdo de
acidos e gases insoluveis que enfraquecem a estrutura, causando o
desprendimento de células tnicas ou de fragmentos (Chmielewski & Frank,
2003; Trachoo, 2003), situacdo que pode ocorrer apds 9 a 12 dias aos eventos

iniciais (Sauer et al., 2002). No momento em que o biofilme atinge massa
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denominada critica, o equilibrio dindmico é alcancado e a camada microbiana
mais externa de sua estrutura inicia a producdo de células bacterianas
planctonicas (Prosser et al., 1987). O processo de transferéncia celular do
biofilme maduro para uma superficie ainda ndo colonizada ¢ estratégia plausivel
de sobrevivéncia bacteriana em longo prazo (Hunt et al., 2003). O modo de
desprendimento das células bacterianas € caracterizado como etapa critica do
ciclo de vida de biofilmes (Sauer et al., 2002), na qual os microrganismos
liberados formardo novos biofilmes, caracterizando o ciclo de contaminagdes
(Christensen & Characklis, 1990).

Além de ser reflexo do fluxo do meio aquoso que passa pelo local, o
desprendimento, usado para descrever a liberagdo de células (individuais ou em
grupos) de um biofilme, é evento ativo, regulado fisiologicamente (Stoodley et
al., 2001), no qual multiplas adesinas sdo produzidas, sendo algumas reguladas
no ambito de transcri¢do, permitindo que os microrganismos, de acordo com as
condicdes ambientais, se desenvolvam na forma séssil ou planctonica,
dependendo das diferencgas e das influéncias do meio (Morales et al., 2004).

Dessa forma, deve-se enfatizar que, ainda que o biofilme ndo tenha
atingido massa critica ou se desenvolvido completamente, microrganismos
viaveis aderidos a superficie irdo apresentar a habilidade de contaminar produtos
alimenticios, mesmo que o niimero de células presentes seja baixo ou variado
dentro de determinada area (Verran, 2002). Este fendmeno ¢ denominado
potencial de biotransferéncia e pode ser definido como a habilidade que o
microrganismo presente na superficie do equipamento, antes ou apds o
procedimento de higienizacdo, possui de contaminar produtos alimenticios
durante o processamento (Hood & Zottola, 1995; Wirtanen et al., 1996; Verran,
2002).

A acumulagdo do biofilme é processo natural que ocorre segundo um

padrao sigmoidal, sendo resultado do balango entre varios processos fisicos,
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quimicos ¢ bioldgicos, que ocorrem simultaneamente (Bott, 1993). Existem
vérias teorias propondo inumeras etapas para o processo de formacdo de
biofilmes. Entre todas as teorias consultadas, ¢ senso comum que este parte de
uma etapa de adesdo inicial, seguindo varios estagios de desenvolvimento,
finalizando na matura¢do e na liberacdo de células ou agregados celulares da
estrutura do biofilme (Mosteller & Bishop, 1993; Melo, 1994; Zottola, 1994;
Lasa, 2006). Entretanto, a forma¢do do biofilme deve, ainda, ser caracterizada
como processo dindmico, em que todas as etapas ocorrem simultaneamente na
superficie, como pode ser observado na Figura 1.

O processo da formagdo do biofilme e seu desprendimento podem ser
regulados por comunicagdo célula a célula e pela densidade da populagdo
formada (Morales et al., 2004). Tanto o desprendimento de células ou agregados
celulares da estrutura do biofilme como o desenvolvimento primario e a
maturagdo sdao dependentes da densidade populacional e modulagdo da
expressdo génica, controlados por moléculas sinalizadoras, processo este
denominado quorum sensing (Chopp et al., 2002).

Bactérias capazes de realizar o fendmeno de quorum sensing liberam
moléculas quimicas sinalizadoras denominadas autoindutores (Waters &
Bassler, 2005). Bactérias gram-negativas tipicamente produzem N-acil-
homoserinas lactonas (AHL) (Dunne Junior, 2002) e as gram-positivas,
oligopeptideos (Winans & Bassler, 2002). A concentragdo externa dessas
moléculas autoindutoras aumenta em fungdo de elevagdes na densidade
populacional bacteriana. Bactérias s3o capazes de detectar a acumulacao de
limiares minimos de estimulacdo destes autoindutores, alterando sua expressao
génica e, por conseguinte, seu comportamento. Pela utilizacdo desse sistema de
sinalizag@o, bactérias sincronizam comportamentos particulares em escala

populacional, agindo como organismos multicelulares (Waters & Bassler, 2005).
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FIGURA 1 Principais etapas envolvidas no processo de formagdo de biofilmes
microbianos. Adaptado de Xavier et al. (2003).

2.3 Mecanismos de resisténcia de biofilmes a agentes antimicrobianos

Uma vez estabelecidas, bactérias sésseis expressam genes em modelo
que difere extremamente do de bactérias planctonicas, levando a mudangas
fenotipicas (Prigent-Combaret & Lejeune, 1999). Uma dessas marcantes
propriedades é o aumento da resisténcia de células sésseis a defesas do
hospedeiro, biocidas e varios agentes fisico-quimicos (Costerton, 2005). Tais
caracteristicas proporcionam a estas cé€lulas condigdes favoraveis de

sobrevivéncia, o que as torna menos susceptiveis a erradicacdo, quando
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comparadas aos mesmos microrganismos sob a forma planctonica (Morck et al.,
2001).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar o fendmeno da
resisténcia dos biofilmes aos agentes antimicrobianos (Mah & O Toole, 2001),
tais como: limitagdes difusionais a passagem do agente pela matriz extracelular,
diminuicdo da taxa de crescimento dos microrganismos em biofilme, alteracdes
fenotipicas das células no biofilme e desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia por alteragdo na modulagdo da expressdo génica celular (Beer et al.,
1994; Donlan & Costerton, 2002; Gilbert & McBain, 2003). O mecanismo de
quorum sensing, no qual bactérias produzem moléculas extracelulares para
comunicar-se entre si e coordenar suas atividades, parece estar relacionado com
o fenomeno da resisténcia dos biofilmes aos agentes antimicrobianos, embora

seu papel ndo esteja ainda totalmente claro (Mah & Toole, 2001).

2.4 Impactos causados pela presenca de biofilmes microbianos na indistria
de alimentos

Biofilmes podem ter efeitos prejudiciais ou benéficos em intimeras
areas, tais como industrial, ambiental e médica. Frequentemente, biofilmes sdo
relacionados a diversos problemas, como o processo de corrosdo
microbiologicamente induzido em tubulagdes, equipamentos e pegas metalicas
(Walker et al., 1998), contaminagdes em industrias de alimentos ¢ em sistemas
de agua (Flint et al., 1997), doengas periodontais (Hobson & Bolsen, 2001) e
infecgdes hospitalares relacionadas a biomateriais (Dankert et al., 1986).

Uma vez instalados, biofilmes microbianos agem como camadas
isolantes e ocasionam o processo denominado corrosdo microbiologicamente
induzida, prejudicando a transferéncia de calor entre superficies e reduzindo a
vida util dos equipamentos (Mansfeld, 2007). Dessa forma, no setor industrial,

os principais resultados, economicamente danosos, do desenvolvimento de
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biofilmes sdo reducdes no desempenho de processos ¢ na eficiéncia de operagéo
dos equipamentos e danos as superficies solidas onde se acumulam. Em
consequéncia, ha perdas de energia e despesas acrescidas de limpeza e
manutencao por meio da substituicdo de pecas dos equipamentos precocemente
deterioradas, bem como diminuicdo da qualidade dos produtos (Characklis,
1990).

No que se refere aos aspectos microbioldgicos, sabe-se que, mesmo com
a implantagdo de sistemas de qualidade nas industrias alimenticias e aplicagdo
de efetivos agentes sanificantes, microrganismos podem ndo ser completamente
removidos das superficies e instalagdes que entram em contato com os
alimentos. A retengdo ¢ o acumulo de microrganismos em tais ambientes
contribuirdo para o desenvolvimento de biofilmes (Bos et al., 2000). A adesdo a
superficies pode ser realizada por microrganismos deteriorantes ou patogénicos,
resultando em sérios problemas de saude publica ou de ordem econdmica
(Norwood & Gilmour, 1999).

Assim, uma das consequéncias mais graves da ma higienizagdo nas
industrias de alimentos ¢ a possivel ocorréncia de doengas de origem alimentar.
Cerca de 200 doengas podem ser veiculadas pelos alimentos. Elas sdo
provocadas por bactérias, fungos, virus, parasitas, agentes quimicos e
substancias toxicas de origem animal e vegetal. Bactérias representam o grupo
de maior importancia, sendo responsaveis pela ocorréncia de cerca de 70% dos

surtos e 90% dos casos (Andrade & Macédo, 1996).

2.5 Microrganismos envolvidos no processo de adesdo e formagdo de
biofilmes

Biofilmes podem ser formados por quase todos os tipos de
microrganismos, sob condi¢des favoraveis (McLandsborough et al., 2006). E

enorme a diversidade de espécies que podem estar presentes nos biofilmes, quer
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nos proprios habitats, quer nos criados pelo homem. Microalgas, fungos,
protozoarios, bactérias e virus sdo microrganismos frequentemente encontrados
em biofilmes (Characklis, 1990).

Dentre todos os microrganismos, sdo as bactérias que mais
frequentemente produzem biofilme, ainda que umas apresentem, naturalmente,
maior aptiddo que outras. Os seus reduzidos tamanhos, elevadas taxas de
reproducdo, grande capacidade de adaptacdo e de producdo de substincias e
estruturas extracelulares que as protegem do meio circundante sdo as principais
caracteristicas que fazem das bactérias excelentes organismos produtores de
biofilmes  (Characklis, 1990). Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter,
Flavobacterium, Pseudomonas e Staphylococcus sdo alguns dos géneros mais
comuns de bactérias produtoras de biofilmes (Mattila-Sandholm & Wirtanen,
1992).

Na industria de alimentos, dentre os microrganismos deteriorantes,
destacam-se: Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus sp. e
Enterococcus faecium (Leriche & Carpentier, 1995; Andrade et al., 1998). Como
exemplos de microrganismos patogénicos, encontram-se: Pseudomonas
aeruginosa, L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus (Leriche & Carpentier, 1995; Smith & Fratdmico, 1995; Surman et al.,
1996).

2.5.1 Listeria monocytogenes

Listeria spp. foi descrita pela primeira vez, por Murray et al. (1926),
como causadora de doencas entre cobaias de laboratorio e coelhos do
Departamento de Patologia da Universidade de Cambridge. Os mesmos autores
propuseram o nome de Bacterium monocytogenes para o novo microrganismo,

devido a elevagdo -caracteristica nos valores sanguineos de leucdcitos
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mononucleares. A partir de 1940, o género foi modificado para Listerella, em
honra ao cirurgido Lord Lister. Logo em seguida, como havia um género vegetal
assim denominado, passou a chamar-se Listeria (Pirie, 1940).

Por varios anos, o género Listeria continha apenas uma espécie: L.
monocytogenes. Contudo, atualmente, o género ¢ composto por 6 espécies: L.
monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria
welshimeri e Listeria grayi (Rocourt, 1999). Além da L. monocytogenes, L.
innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L. ivanovii sdo espécies ja detectadas em
alimentos e no ambiente (Jay, 2005). Destas, L. monocytogenes e L. ivanovii sdo
potencialmente patogénicas (Severino, 2006).

L. monocytogenes ¢ uma bactéria gram-positiva, aerobica facultativa,
catalase positiva, oxidase negativa, halotolerante, ndo formadora de esporos e
desprovida de capsula. Possui motilidade, morfologia de bacilo, diametro de 0,4-
0,5 um, comprimento de 0,5-2,0 um, extremidades arredondadas e flagelos
peritriquios que permitem sua motilidade (Rocourt, 1999; Adams & Moss,
2004). Caracteristica importante ¢ sua capacidade de se desenvolver em
temperaturas que variam de -0,4° a 50°C, apresentando crescimento 6timo entre
30° e 37°C (Severino, 20006).

No que diz respeito a sorologia, foram descritos 16 sorotipos, sendo 15
antigenos somaticos "O" e cinco antigenos flagelares "H". L. monocytogenes
contém os sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e ¢ 7. A
classifica¢do soroldgica, efetuada em laboratorios de referéncia, exige tipagem
dos antigenos O e¢ H e ¢ utilizada, basicamente, para estudos epidemiolégicos.
Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b constituem mais de 90% dos microrganismos
isolados em seres humanos (Jawetz et al., 1998). A grande heterogeneidade
antigénica de L. monocytogenes pode estar relacionada com o grande ntimero de

hospedeiros animais nos quais ¢ capaz de multiplicar-se (Jay, 2005). Em geral,
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linhagens 4b s3o mais frequentemente associadas a surtos, enquanto linhagens

1/2 sdo mais relacionadas a produtos alimenticios (Mantilla et al., 2007).

2.5.1.1 Listeriose

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, L. monocytogenes ¢
considerado um dos cinco mais importantes microrganismos causadores de
doencas transmitidas por alimentos. A listeriose ¢ uma doenca de origem
alimentar atipica, devido a alta gravidade, natureza nio entérica e longo periodo
de incubagdo (Loguercio et al., 2001). Apesar da baixa incidéncia, possui
elevada taxa de mortalidade quando comparada as demais doengas transmitidas
por alimentos de origem bacteriana (Rocourt et al., 2000).

Adquirida por meio da ingestdo de alimentos contaminados, pode vir a
afetar, principalmente, individuos imunodeprimidos, idosos, gestantes ¢ recém-
nascidos (Khelef et al., 2006). Entretanto, existem registros de surtos de
listeriose caracterizados por sintomas gastrintestinais envolvendo individuos
saudaveis (Guerra & Bernardo, 1999).

Sua manifestacdo ocorre como gastrenterites, meningites, encefalites,
infec¢des transmitidas da gestante ao feto e septicemias, resultando em morte em
25% a 30% dos casos (Khelef et al., 2006). A listeriose ¢ clinicamente definida
quando o microrganismo ¢ isolado a partir do sangue, do fluido cérebro-espinhal
ou de qualquer outro local estéril, como a placenta e o feto. A dose infectiva
para a ocorréncia de listeriose ¢ desconhecida, mas, acredita-se que varie de
acordo com a linhagem e a susceptibilidade da vitima. O periodo de incubagdo é
excessivamente longo, de 1 a 90 dias (Forsythe, 2005).

Embora gram-positiva, a patogenicidade de L. monocytogenes se
expressa de maneira significativamente diferente. Ao contrario das outras

doencgas causadas por bactérias gram-positivas, com exce¢do de Clostridium
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perfringens, a ingestdo de células viaveis ¢ necessaria para que a listeriose
ocorra (Jay, 2005).

Apds a ingestdo, L. monocytogenes atravessa a barreira intestinal pela
invasdo do epitélio, ganhando acesso ao organismo interno (Khelef et al., 2006).
A invasdo epitelial ocorre pela ligagdo de duas proteinas localizadas na
superficie de L. monocytogenes com receptores situados na superficie das
células do hospedeiro. Essas proteinas de superficie sdo denominadas internalina
A (InlA) e internalina B (InlB). InlA possui como proteina receptora a E-
caderina, uma glicoproteina transmembrana, enquanto InlB possui como
receptora a Met, uma proteina pertencente a familia dos receptores de tirosina
quinase (Hamon et al., 2006; Cossart & Toledo-Anara, 2008). As chances de
invasdo do tecido intestinal dependem de uma série de fatores, que incluem
numero de bactérias ingeridas, susceptibilidade do hospedeiro e viruléncia
especifica do isolado (Gellin & Broome, 1989). Em seguida a disseminagdo
através do limen intestinal, a célula bacteriana é fagocitada por macréfagos
dentro da lamina propria (Germano & Germano, 2001; Forsythe, 2005). L.
monocytogenes produz as enzimas catalase e superoxido dismutase, que a
protegem de danos oxidativos dentro do fagocito (Forsythe, 2005).

A proxima etapa compreende a lise da membrana fagocitica por L.
monocytogenes, a qual é causada pela atuagdo da listeriolisina O (LLO) e de
fofolipases C (PLCs). A LLO ¢ uma B-hemolisina que age formando poros na
membrana fagocitica (Hamon et al., 2006) e, assim, permite que as fosfolipases
atuem nos fosfolipidios de membrana (Hybiske & Stephens, 2008). L.
monocytogenes produz dois tipos de PLCs, uma fosfotidilinositol-especifica (PI-
PLC) e uma foafatidilcolina-especifica (PC-PLC) de amplo espectro de atuagao,
também conhecida como lecitinase. As PLCs, além de causarem a lise da
membrana fagocitica, auxiliam na invasdo célula-célula (Smith et al., 1995;

Vazquez-Boland et al., 2001). Apos a lise da membrana fagocitica, a bactéria é
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liberada no citoplasma da célula do hospedeiro, onde se multiplica rapidamente
(Germano & Germano, 2001).

L. monocytogenes possui uma proteina de superficie denominada ActA,
a qual é responsavel pela associagdo da bactéria aos filamentos de actina no
citoplasma do hospedeiro. A polimerizagdo da actina forma uma “cauda” que
permite o movimento bacteriano intra e intercelular (Dussurget et al., 2004;
Lambrechts et al., 2008). A capacidade de invasdo célula-célula caracteriza a
habilidade bacteriana de atravessar as mais seguras barreiras do hospedeiro
humano, responsavel pelas diversas manifestagdes clinicas causadas por esta
infeccdo (Khelef et al., 2006). L. monocytogenes penetra no citoplasma das
células adjacentes, repete o ciclo de fuga da dupla membrana fagocitica formada
e se multiplica (Forsythe, 2005). Dessa forma, ¢ denominada bactéria
intracelular facultativa. Seu ciclo de vida reflete sua marcante adaptagdo a
sobrevivéncia intracelular e multiplicagdo em macréfagos e outros tipos
celulares (Khelef et al., 2006). L. monocytogenes pode se disseminar pela
corrente sanguinea, causando septicemia ou ganhar acesso ao cérebro e,
provavelmente, migrar da placenta ao feto em mulheres gravidas (Forsythe,
2005). Na Figura 2 encontram-se os diferentes estdgios do ciclo de vida

intracelular de L. monocytogenes.
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LLO and
PLCs

FIGURA 2 Eletromicrografias de transmissdo e desenho dos estagios do ciclo
de vida intracelular de Listeria monocytogenes. Adaptado de Tilney
& Portnoy (1989) e Portnoy et al. (2002). (1) A penetragdo de
Listeria monocytogenes no epitélio intestinal ocorre pela atuagdo de
duas proteinas de superficie: internalina A (InlA) e internalina B
(InIB). (2) Em seguida, Listeria monocytogenes ¢ fagocitada por
macrofagos do hospedeiro. (3) A lise da membrana fagocitica
ocorre pela atuagdo da listeriolisina O (LLO) e de fosfolipases C
(PLCs). (4) A bactéria ganha acesso ao citoplasma celular. (5) O
movimento inter e intracelular ocorre pela polimerizacdo de uma
cauda de actina no citoplasma do hospedeiro, pela agao da proteina
de superficie ActA.
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2.5.1.2 Ocorréncia em alimentos e superficies de industrias alimenticias

Do ponto de vista ecoldgico, espécies de Listeria foram inicialmente
isoladas do solo, poeira, dgua, esgoto, vegetais e silagem (Hofer & Povoa,
1984). Durante muito tempo, isolados clinicos do género Listeria eram raros € a
epidemiologia da doenga pouco conhecida (Seeliger, 1972). Entretanto, a partir
do final dos anos 1970, uma série de surtos na América do Norte e na Europa
estabeleceu a listeriose como importante infec¢do de origem alimentar (Fleming
et al., 1985). Na atualidade, os representantes patogénicos do género Listeria
adquiriram extraordinaria importancia devido a sua veiculagdo por alimentos
(Hofer, 2001; Severino, 2006).

Apesar de ser frequentemente encontrada em alimentos crus de origem
vegetal e animal, L. monocytogenes também pode ser isolada de alimentos
cozidos, devido a contaminagdes durante o processamento industrial. Mesmo
quando o patégeno esta presente em pequenas quantidades no alimento
inicialmente contaminado, sua capacidade de se multiplicar durante a estocagem
sob refrigeracdo permite que seu numero atinja doses infectantes. Dentre os
principais alimentos associados a listeriose de origem alimentar estio o leite cru
ou pasteurizado, queijos, sorvetes, vegetais crus, carnes e derivados, aves, peixes
e frutos do mar (Buchanan et al., 1989; Farber & Peterkin, 1991).

No Brasil existem diversos registros da presenga de L. monocytogenes
em leite, derivados lacteos e carnes, evidenciando a importancia desses
alimentos na cadeia epidemiolégica de transmissdo do patégeno no pais (Destro
et al., 1991; Moura et al., 1993).

Pesquisas mais recentes, realizadas visando detectar L. monocytogenes
em alimentos no Brasil, indicam sua presenca em leite cru e leite pasteurizado
(Catdo & Ceballos, 2001), queijo de coalho (Branco et al., 2003; Duarte et al.,
2005), queijo artesanal (Zaffari et al., 2007), queijo minas frescal (Silva et al.,
2003); blanquet e presunto de peru fatiados (Araujo et al., 2002), carne bovina
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crua moida (Mantilla et al., 2007), linguica frescal (Silva et al., 2004), salame
(Degenhardt & Sant’anna, 2007), mortadela (Bersot et al., 2008), carcaca suina
(Santos et al., 2005), salmio gravlax (Cruz et al., 2008) e dieta enteral (Pinto et
al., 2004).

Apesar das melhorias nas condigdes higiénico-sanitirias no
processamento de alimentos em paises industrializados, surtos de listerioses
originados pelo consumo de alimentos contaminados ainda ocorrem e asseguram
que o controle efetivo de L. monocytogenes mostra-se ser um desafio (Harvey et
al., 2007). Estes tém sido relacionados, principalmente, & ingestdao de alimentos
que nao necessitam de tratamento térmico antes de serem consumidos, os
denominados alimentos prontos para o consumo (Tompkin, 2002).

Alimentos crus ndo sdo a maior fonte de contaminagdo por L.
monocytogenes. Ela ocorre durante o processamento e equipamentos agem como
os principais reservatorios (Dauphin et al., 2001; Vogel et al., 2001). Assim, a
ocorréncia de surtos, bem como de casos esporadicos causados por esta bactéria,
pode ser atribuida ao aumento dos fatores de viruléncia, melhor adaptacdo a
sobrevivéncia em alimentos, ampla distribuicdo no ambiente ¢ ou aumento da
habilidade de sobrevivéncia em ambientes de processamento de alimentos
através de biofilmes (Chae et al., 2006).

Neste contexto, L. monocytogenes ¢ de grande interesse na industria
alimenticia, uma vez que inumeros estudos tém demonstrado sua capacidade de
persisténcia no ambiente, algumas vezes durante anos (Miettinen et al., 1999;
Bagge-Ravn et al., 2003). Sabe-se que esta persisténcia pode ser resultado da
adaptacdo ambiental de certos subtipos do microrganismo, de limpeza e
sanificacdo inadequadas dos equipamentos ou da habilidade do microrganismo
em desenvolver tolerancia a alguns dos produtos utilizados no procedimento de

higienizagdo (Gram et al., 2007).
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L. monocytogenes pode ser introduzida em inddstrias de processamento
de alimentos, principalmente pela matéria-prima contaminada. Uma vez em
contato com equipamentos e utensilios, possui capacidade de rapida adesdo a
superficie e desenvolvimento do biofilme devido a presenga de flagelo (Lunden
et al, 2002). Uma vez aderida, L. monocytogenes torna-se fonte de
contaminagdo microbioldgica do alimento que passar pelo local e entrar em

contato com a superficie contaminada.

2.6 Controle e remogao de biofilmes microbianos na industria de alimentos
2.6.1 Higienizacao

A higienizacdo, na industria de alimentos, visa, basicamente, a
preservagdo da pureza, a palatabilidade e a qualidade microbioldgica dos
alimentos, auxiliando na obtencdo de produtos que possuam, além das
qualidades nutricionais e sensoriais, boas condi¢des higiénico-sanitarias, ndo
oferecendo riscos a satide do consumidor. Dessa forma, contribui decisivamente
para a producdo de alimentos dentro de padrdes microbioldgicos recomendados
pela legislacdo, possuindo papel relevante quando se observam os aspectos
econdmicos e comerciais (Andrade & Macédo, 1996).

Nas industrias de alimentos, a higienizacdo ¢ dividida em duas etapas
muito bem definidas: limpeza e sanificagdo. A limpeza tem como objetivo a
remocdo de residuos orgéanicos e minerais aderidos as superficies, constituidos
principalmente por proteinas, gorduras e sais minerais. A sanificagdo, por sua
vez, tem como objetivo eliminar microrganismos patogénicos e reduzir o
numero de deteriorantes em niveis considerados seguros. A limpeza reduz a
carga microbiana das superficies, mas ndo a indices satisfatorios, por isso a
sanificagdo ¢ indispensavel (Andrade & Macédo, 1996). A limpeza ¢
responsavel pela remocao de até 99,9% das particulas indesejaveis; o restante

0,01% inclui os microrganismos capazes de deteriorar os alimentos ou causar
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toxinfeccdes alimentares aos individuos que os ingerem (Fujihara & Sylvio,
2003).

Entretanto, ap6s a limpeza, o nimero de microrganismos sobreviventes
ainda ¢ elevado, o que torna a sanificagdo procedimento obrigatorio. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa (1988), por meio da Portaria n® 15, de
23 de agosto de 1988, define sanificantes ou desinfetantes como formulagdes
que tém na sua composicao substancias microbicidas que apresentam efeito letal
sobre microrganismos nio esporulados. Os sanificantes mais utilizados em
superficies e equipamentos e utensilios nas industrias alimenticias brasileiras sdo
aqueles que possuem principios ativos dos grupos: quaternarios de amonio,
compostos inorganicos liberadores de cloro ativo, compostos organicos
liberadores de cloro ativo, compostos a base de acido peracético, iodo e
derivados.

Os agentes sanificantes fisicos ou quimicos devem eliminar as bactérias
patogénicas e reduzir o numero de microrganismos deteriorantes em niveis
aceitaveis, como, por exemplo, 0,3 Log UFC.cm™ de microrganismos aerébios
mesofilos para superficies de ago inoxidavel ao fim do processo de higienizagdo
(American Public Health Association - APHA, 1992).

A natureza da superficie é fundamental para a eficiéncia do processo de
higienizagdo. Dentre os materiais utilizados na constru¢cdo de equipamentos e
utensilios, encontram-se ago inoxidavel, ferro, aluminio, plastico, vidro, férmica,
polipropileno, polietileno, policarbonato e borracha (Andrade & Macédo, 1996;
Chmielewski & Frank, 2003). O aco inoxiddvel apresenta superficie
impermeavel e elevada facilidade de higienizagdo. Entretanto, ¢ um material
relativamente caro e certos tipos podem ser corroidos por compostos halogénios
(Marriot, 1989). Todavia, com o passar do tempo, as superficies de aco
inoxidéavel apresentam melhores propriedades higiénicas, resistindo aos danos

causados pelos métodos de limpeza e sanificagdo (Kumar & Anand, 1998).
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Nas industrias alimenticias, o ago inoxidavel ¢ largamente empregado
por apresentar caracteristicas, como resisténcia a temperaturas baixas e altas;
resisténcia a corrosdo; baixa migragdo idnica; superficie lisa e pouco porosa, o
que dificulta a aderéncia e retengdo de microrganismos e neutralizacdo em
relagdo aos alimentos, impedindo que as propriedades organolépticas dos
alimentos sejam alteradas (Gandara & Oliveira, 2000). Entretanto, as superficies
de aco inoxidavel utilizadas em plantas e equipamentos de manipulagdo,
estocagem ou processamento de alimentos sdo reconhecidas como as principais

fontes de contamina¢do microbiana (Wong, 1998; Chmielewski & Frank, 2003).

2.6.2 Novas alternativas
2.6.2.1 Oleos essenciais

O metabolismo dos seres vivos compreende os metabdlitos primarios e
os metabolitos secundarios. Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas
garantem a essas fungdes biologicas de perpetuagdo e defesa (Santos, 2004). A
regulagdo do metabolismo secundario depende da capacidade genética da planta
em responder a estimulos internos ou externos e da existéncia desses estimulos
no momento apropriado (Martins et al., 2003). Os vegetais, em relagdo ao
metabolismo secundario, possuem elevada capacidade biossintética, tanto em
relagdo ao ntimero de substincias produzidas quanto a sua diversidade numa
mesma espécie (Poser & Mentz, 2001).

Os oOleos essenciais sao formados a partir de vias metabodlicas
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,
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frutos e sementes, podendo variar na sua composicdo de acordo com a
localizagcdo em uma mesma espécie (Simdes & Spitzer, 2004).

A origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir
do metabolismo da glicose, via dois intermedidrios principais: o acido
chiquimico e o acetato. O acido chiquimico ¢ formado pela condensagdo alddlica
de dois metabolitos da glicose, fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato, e origina
os aminodcidos aromaticos, fenilalanina e tirosina, precursores da maioria dos
metabodlitos secundarios aromaticos. Exemplos de compostos aromaticos
originados do metabolismo secundario sdo os fenilpropanoides, que derivam do
acido cinamico, originado da fenilalanina a partir da acdo da enzima fenilalanina
amonialiase (PAL) e apresentam uma cadeia lateral de trés atomos de carbono

ligados ao anel aromatico (Figura 3) (Santos, 2004).
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FIGURA 3 Biossintese de fenilpropanoides (Santos, 2004).
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O acetato, por sua vez, fornece as unidades acetila que compdem o
intermediario reativo, acetil-CoA, o verdadeiro precursor de varios grupos de
substancias, como terpenos. Na biossintese de terpenos, forma-se, inicialmente,
o mevalonato, a partir da condensac¢ao de uma unidade de acetoacetil-CoA com
uma molécula de acetil-CoA. Este é convertido em isopentenil-pirofosfato (IPP),
ou isopreno ativo, unidade bésica da formac¢do de terpenos. A polimerizagdo do
mevalonato vai originar moléculas de cadeias carbonadas crescentes de cinco em
cinco atomos de carbono. A molécula de IPP e seu isdmero dimetilalil-
pirofosfato (DMAPP) formam trans-geranil-pirofosfato (GPP), a partir do qual
se formam os terpenos (Figura 4). Os compostos terpénicos mais frequentes nos
o6leos essenciais sdo os monoterpenos (C10) e os sesquiterpenos (C15) (Santos,

2004).
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FIGURA 4 Biossintese de terpenos (Santos, 2004).
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Segundo Wanke et al. (2001), uma rota via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato
(DXPS) é também responsavel pela biossintese de terpenos (Figura 5). Nesta
rota, piruvato e D-gliceraldeido-3-fosfato, produzidos no metabolismo primario,
formam o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato que, apos sucessivas reagdes, origina
tanto IPP como DMAPP. Diferentemente da via do mevalonato, que ocorre no
citoplasma da célula, a via DXPS ocorre nos cloroplastos.

Na natureza, 6leos essenciais exercem importante papel na prote¢ao das
plantas como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e também
contra herbivoros. Podem agir também atraindo insetos para favorecer a
dispersdo de polens e sementes ou repelir aqueles indesejaveis. Pelas
propriedades apresentadas na natureza, tém sido amplamente aplicados.
Atualmente, aproximadamente 3.000 6leos essenciais sdo conhecidos, 300 dos
quais sdo comercialmente importantes, especialmente nas industrias
farmac€utica, agrondmica, de alimentos, sanitiria, de cosméticos e de
perfumaria (Bakkali et al., 2008).

O mecanismo de agdo dos 6leos essenciais nas células bacterianas diz
respeito, principalmente, a danos estruturais e funcionais a membrana
citoplasmatica (Sikkema et al., 1994, 1995). Como sdo tipicamente lipofilicos,
os Oleos 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 ¢
dependente da sua composi¢do e da hidrofobicidade dos solutos que a
atravessam (Sikkema et al., 1995), de maneira que a resisténcia bacteriana frente
a oOleos essenciais parece estar relacionada a habilidade de parti¢do dos

componentes dos mesmos na fase lipidica da membrana (Lambert et al., 2001).
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FIGURA 5 Biossintese dos terpenos pela via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato
(DXPS). Adaptado de Wanke et al. (2001).
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Em bactérias, a permeabilizagdo da membrana citoplasmatica esta
associada a dissipag@o da forga préton motiva, no que diz respeito a reducdo do
pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, e a perda de metabolitos e
ions, como ions potassio e fosfato (Lambert et al., 2001; Bakkali et al., 2008).
Dessa forma, danos estruturais a membrana citoplasmatica levam ao
comprometimento de suas funcdes como barreira seletiva e local de agdo
enzimadtica e geracao de energia (Sikkema et al., 1994; Gill & Holley, 2006).

Outras alteracdes de natureza antibacteriana devido a atuagdo de 6leos
essenciais sdo a coagulacdo do citoplasma (Gustafson et al., 1998) e a
danificagdo de proteinas embebidas na membrana citoplasmatica (Knobloch et
al., 1989; Ultee et al., 1999). Enzimas, tais como ATPases, estdo localizadas na
membrana citoplasmatica e encontram-se envoltas por moléculas de lipideos.
Dois possiveis mecanismos s3o propostos para a agdo de oOleos essenciais em
relagdo a proteinas da membrana citoplasmatica. Moléculas lipofilicas capazes
de se acumular na bicamada lipidica podem vir a danificar a interag¢do lipideo-
proteina. Entretanto, a interagdo direta de compostos lipofilicos com partes
hidrofébicas das proteinas pode também ocorrer (Juven et al., 1994; Sikkema et
al., 1995).

Os principais mecanismos de acdo dos Oleos essenciais na célula

bacteriana, bem como os locais onde estes ocorrem, estio ilustrados na Figura 6.
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FIGURA 6 Principais locais € mecanismos de a¢ao dos 6leos essenciais na
c¢lula bacteriana. Adaptado de Burt (2004).

Recentemente, a atividade antibacteriana de Oleos essenciais vem sendo
avaliada frente a biofilmes, visando possivel utilizagdo desses compostos como
agentes sanificantes na inddstria de alimentos. Os resultados encontrados nos
trabalhos ja realizados sdo promissores, entretanto, ainda divergem entre si,
demonstrando a necessidade de realizacdo de mais estudos sobre o assunto
(Chorianopoulos et al., 2008).

Knowles et al. (2005) avaliaram a a¢do antimicrobiana do carvacrol em
diferentes estagios do biofilme multiespécie desenvolvido por S. aureus e
Salmonella Typhimurium. Pulsos de carvacrol de 1,0 mmol.h™ reduziram o
namero de células de S. aureus cerca de 2,5 Log UFC.biofilme" durante os
primeiros estagios de formagao, causando reducdo significativa da popula¢do no

biofilme maduro. Pulsos iniciais de carvacrol causaram reducdo de 3 Log
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UFC.biofilme" de Salmonella Typhimurium, e pulsos adicionais reduziram
significativamente a populagio (1 a 2 Log UFC.biofilme") durante o
desenvolvimento. Estudos comparativos com sanificante comercial a base de
peréxido revelaram que este apresentou-se mais biocida do que o carvacrol nos
estagios iniciais de formagdo do biofilme. Entretanto, no biofilme maduro,
pulsos periddicos de carvacrol (1,0 mmol.h™) promoveram maior redugio,
quando comparado ao sanificante comercial. O desenvolvimento do biofilme
multiespécie iniciou-se com a formacdo de microcolonias sob a influéncia de
baixas concentragcdes de carvacrol (1,0 mmol.h'l), entretanto, nado ocorreu o
desenvolvimento para o estado maduro. Em elevadas concentragdes de carvacrol
(5,0 mmol.h™), o desenvolvimento do biofilme ndo ocorreu, mostrando a
efetividade do carvacrol no controle natural da formag¢do do biofilme
multipespécie.

Lebert et al. (2007) realizaram estudo objetivando investigar a
efetividade de solugdes bactericidas sobre o biofilme monoespécie e
multiespécie de P. fragi, E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, Staphylococcus
equorum, Staphylococcus succinus e Lactobacillus sakei, formados sobre a
superficie de filtros de fibra de vidro. Dois constituites de 6leos essenciais (timol
e eugenol) foram utilizados, bem como o dleo essencial de Satureja thymbra.
Timol e eugenol foram testados nas concentragdes de 1, 4, 7 ¢ 10 mM, enquanto
o 6leo essencial foi testado nas concentragcdes de 1% e 2%. Os tempos de
contato e temperatura utilizados foram 15 minutos a 40°C e 60 minutos a 16°C.
Timol e eugenol ndo apresentaram nenhum efeito sobre o biofilme multiespécie.
Entretanto, o 6leo essencial, na concentragdo de 2%, provocou redugdo de 5 Log
UFC filtro” do biofilme formado por P. fragi e E. coli; 4 Log UFC filtro” do
biofilme formado por S. equorum; 2,3 Log UFC filtro™' do biofilme formado por
S. aureus e L. monocytogenes e 0,5 Log UFC filtro™ do biofilme formado por L.

sakei.
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Sandasi et al. (2008) avaliaram o efeito de cinco constituintes de 6leos
essenciais (a-pineno, 1,8-cineol, (+)-limoneno, linalol e geranil acetato) sobre o
biofilme monoespécie formado por L. monocytogenes ATCC 19111 e L.
monocytogenes CI0O01. Ao contrario do esperado, nenhum dos compostos
utilizados apresentou atividade antibacteriana. O tratamento do biofilme
formado apds 6 horas com 1 mg.mL" dos diferentes componentes de oleos
essenciais provocou aumento da formagao do biofilme.

Chorianopoulos et al. (2008) compararam a atividade antimicrobiana,
sobre biofilmes monoespécies e multiespécies, do 6leo essencial (1% v/v, pH
6,2), do hidrolato (100% v/v) e do produto de decoc¢do (100% v/v) de S.
thymbra contra um sanificante quimico alcalino (hidroxido de sédio, pH 11) e
dois sanificantes quimicos acidos (acido hidroclérico e acido lactico, pH 3). As
espécies utilizadas foram Staphylococcus simulans, Lactobacillus fermentum,
Pseudomonas putida, Salmonella enterica e L. monocytogenes. Os tratamentos
sanificantes foram aplicados durante 60 e 180 minutos, a 16°C. O 6leo essencial
e o hidrolato foram os tratamentos mais efetivos, apresentando efeito bactericida
suficiente para a remocdo dos biofilmes formados em superficie de aco
inoxidavel. Nao foram observadas diferengas significativas entre a reducdo do
biofilme nos dois tempos de contato utilizados, tanto para os biofilmes
monoespécies como para os mutliespécies. Segundo os autores, o uso de agentes
antimicrobianos naturais pode fornecer caminhos alternativos para a sanificagdo

de superficies industriais contaminadas por microrganismos.

2.7 Cymbopogon sp.
2.7.1 Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf.

Espécie originaria do sudoeste asiatico e distribuida atualmente nas
regides tropicais e subtropicais (Gomes & Negrelle, 2003). No Brasil, a

produgdo ocorre destacadamente nas regides Sul e Sudeste (Gomes et al., 2007).
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Pertence a familia Poaceae e é popularmente conhecida como capim-limao,
capim-santo, capim-cidreira, capim-cheiroso, capim-de-cheiro (Braga, 1976),
erva-cidreira, capim-catinga, capim-cidrdo, capim-cidrilho, capim-cidré e
capim-ciri (Costa et al., 2005). E uma planta perene, tipicamente herbacea e

formadora de touceiras compactas (Figura 7) (Pinto et al., 2000).

FIGURA 7 Aspecto geral da espécie Cymbopogon citratus.

As folhas apresentam odor aromadtico agradavel, caracteristico de limao,
sabor aromatico e ardente, e coloragdo verde-palida (Farmacopeia..., 1959). A
medicina popular utiliza o cha preparado a partir de suas folhas como calmante,
analgésico em dores de estdmago, abdominais e de cabega, antifebril,
antirreumatico, carminativo, antitussigeno, diurético, diaforético e em distrbios
digestivos (Costa et al., 2005).

Sua maior importincia econOmica reside na producdo do seu Odleo
essencial, rico em citral e conhecido internacionalmente como 6leo essencial de

lemongrass (Ming et al., 1996; Lewinsohn et al., 1998; Costa et al., 2005). O
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6leo essencial de C. citratus ¢ amplamente utilizado como agente aromatizante
na industria de perfumaria e cosmética, na preparagdo de sabonetes, colonias e
desodorantes, bem como na industria de alimentos e na industria quimica para a
obtencao do citral, que ¢ utilizado como matéria-prima para a sintese de ianonas
e vitamina A (Guenther, 1992; Lewinsohn et al., 1998). Também ¢é empregado
como repelente de insetos (Simdes et al., 1986), possui atividade antibacteriana,
atua na diminuicdo da atividade motora e no aumento do periodo de sono; ¢
anticonvulsivante, antiespasmodico e analgésico (Lorenzi & Matos, 2002).

Seu oleo essencial é basicamente constituido de citral (70% a 85% v/v)
(Ferreira & Fonteles, 1989), mistura isomérica de neral (citral B ou isomero Z)
(Figura 6A) e geranial (citral A ou isomero E) (Figura 6B) (El Fattah et al.,
1992). Além destes, pode conter mirceno € outros compostos minoritarios,
como, por exemplo, geraniol, cimbopogol, limoneno e dipenteno (Martins et al.,

2003).

(A) ®)

FIGURA 8 Estruturas quimicas do neral (A) e do geranial (B).
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2.7.2 Cymbopogon nardus (L.) Rendle

Espécie originaria do Ceildo e Sul da india e, atualmente, encontrada em
paises de clima tropical e subtropical. E uma erva perene e cespitosa (Figura 9),
popularmente conhecida no Brasil como citronela, citronela-do-ceildo, lenabatu-

grass e cidro-do-paraguai (Castro & Ramos, 2003).

—
-y

™
[

FIGURA 9 Aspecto geral da espécie Cymbopogon nardus.

C. nardus ¢ utilizado como planta aromatica para fins de perfumaria, para
afugentar insetos do lar e de graos armazenados (Castro & Ramos, 2003). O cha
de C. nardus ¢ utilizado na Indonésia como calmante e digestivo (Craveiro et al.,
1981). As partes utilizadas sdo as folhas, das quais ¢ também obtido seu 6leo
essencial (Castro & Ramos, 2003).

O o6leo essencial de C. nardus ¢ utilizado na fabrica¢do de perfumes e
cosméticos, sendo repelente aos insetos, com agdo fungicida e bactericida
(Billerbeck et al., 2001; Trongtokit et al., 2005; Wong et al., 2005). Possui alto

teor de citronelal (Figura 7A) e geraniol (Figura 7B). O citronelal ¢ utilizado
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como material basico para a sintese de importantes compostos quimicos

denominados iononas e para a sintese de vitamina A (Craveiro et al., 1981).

OH

(A) (B)

FIGUA 10 Estruturas quimicas do citronelal (A) e do geraniol (B).
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTILISTERIAL DE OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES
DE Cymbopogon



1 RESUMO

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Atividade antilisterial de 6leos essenciais
de espécies de Cymbopogon. In: . Formacgdo de biofilme em aco
inoxidavel, biotransferéncia e sensibilidade de Listeria monocytogenes a
6leos essenciais. 2009. cap. 2, p. 60-87. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Objetivou-se determinar o rendimento, a composi¢do quimica e avaliar a
atividade antilisterial dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf.
e Cymbopogon nardus (L.) Rendle, puros e em combinagdo. A obtengdo dos
0leos essenciais foi realizada a partir de folhas frescas, empregando-se a técnica
de hidrodestilagdo e utilizando-se aparelho de Clevenger modificado. A partir da
massa obtida na extracdo e da umidade do material vegetal, os rendimentos
foram calculados. A anélise qualitativa foi realizada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massa e a avaliagdo dos teores dos
constituintes quimicos por cromatografia em fase gasosa. O efeito
bacteriostatico de diferentes concentracdes dos Oleos essenciais, puros € em
combinagdo, foi determinado pela técnica de difusdo em agar. As concentracaos
minimas inibitérias (CMIs) foram utilizadas na determinacdo do tempo de agdo
bactericida. O rendimento, em base livre de umidade, foi de 1,39% (v/p) para o
6leo essencial de C. citratus e de 2,27% (v/p) para o 6leo essencial de C. nardus.
Geranial e neral foram os constituintes majoritarios do 6leo essencial de C.
citratus, enquanto, para C. nardus, foram citronelal, geraniol e citronelol. A
maioria das concentragdes utilizadas mostrou-se efetiva contra L.
monocytogenes e observaram-se efeitos bactericidas nas CMIs. Oleos essenciais
de C. citratus ¢ C. nardus, puros € em combinagdo, constituem novas
alternativas de antibacterianos naturais a serem utilizados no controle de L.
monocytogenes, na industria de alimentos.

Palavras-chaves: Listeria monocytogenes, Cymbopogon citratus, Cymbopogon
nardus, 6leos essenciais, atividade antibacteriana.

*Comité Orientador: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli — DCA/UFLA
(Orientadora) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-
orientadora)
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Antilisterial activity of essential oils of
Cymbopogon species. In: . Biofilm formation on stainless steel,
biotransfer and sensitivity of Listeria monocytogenes to essential oils. 2009.
cap. 2, p. 60-87. Dissertation (Master in Food Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG.*

The objective of this study was to determine the yield, chemical
composition and to evaluate the antilisterial activity of the essential oils of
Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. and Cymbopogon nardus (L.) Rendle, pure
and in combination. The obtaining of the essential oils was accomplished
starting from fresh leaves employing the hydrodistillation technique and a
modified Clevenger apparatus. Starting from the extracted mass obtained and the
humidity of the vegetable material, the yield calculations were made. The
qualitative analysis was done by gas phase chromatography coupled to mass
spectrometry and the evaluation of the chemical constituent levels by gas phase
chromatography. The bacteriostatic effect of different concentrations of the
essential oils, pure and in combination, was determined by the agar diffusion
technique. The minimum inhibitory concentrations (MICs) were used in the
determination of the time of bactericidal action. The yield based on dry matter
was 1.39% (v/p) for the C. citratus essential oil and 2.27% (v/p) for the essential
oil of C. nardus. Geranial and neral were the principal constituents of the C.
citratus essential oil, while for C. nardus they were citronellal, geraniol and
citronellol. Most of the concentrations used were shown to effective against L.
monocytogenes and bactericidal effects were observed in MIC. Essential oils of
C. citratus and C. nardus, pure and in combination constitute new alternatives of
natural antibacterials to be used in the control of L. monocytogenes in the food
industry

Key words: Listeria monocytogenes, Cymbopogon citratus, Cymbopogon
nardus, essential oils, antibacterial activity.

*Guidance Committee: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli — DCA/UFLA
(Adviser) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUCAO

A flora brasileira ¢ muito diversificada e rica (Giulietti et al., 2005). O
género Cymbopogon possui mais de 100 espécies nos paises tropicais, inclusive
no Brasil, dentre as quais, aproximadamente 56 sdo aromaticas. A algumas delas
deve-se dar atencdo especial pelo seu grande uso na medicina popular e pelo teor
de dleo essencial com as mais diferentes finalidades, como uso terapéutico,
cosmético ou em perfumaria (Lorenzi & Matos, 2002). Dentro deste género
encontram-se Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. (capim-limao), originario da
India, conhecido por fornecer 6leo essencial rico em citral (Ming et al., 1996) e
Cymbopogon nardus (L.) Rendle (capim-citronela), originario do Ceildo,
conhecido pelo poder repelente de seu dleo essencial rico em citronelal (Castro
& Ramos, 2003).

Os oleos essenciais sdo originados do metabolismo secundério das
plantas e possuem composi¢do quimica complexa, destacando-se a presenca de
terpenos ¢ fenilpropanoides. Constituem elementos volateis contidos em muitos
orgios vegetais e estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a
sobrevivéncia (Siani et al., 2000). Segundo Kelsey et al. (1984), as plantas
sintetizam e emitem inGimeros compostos volateis com a finalidade de
defenderem-se ou de atrair seus polinizadores. Por isso, os 6leos essenciais sdo
considerados fontes em potencial de substincias biologicamente ativas,
principalmente contra microrganismos, como bactérias, fungos filamentosos e
leveduras.

Atualmente, crescente procura por plantas medicinais e aromaticas ¢é
observada em diversos paises, devido a tendéncia dos consumidores em
utilizarem, preferencialmente, produtos farmacéuticos ou alimenticios de origem

natural (Martinazzo et al., 2007). Assim, tecnologias naturais de conservagio
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vém se tornando cada vez mais importantes em industrias de alimentos e os
oleos essenciais constituem alternativas a obtencdo de produtos
microbiologicamente seguros (Ultee et al., 1999).

A listeriose é uma doenga transmitida por alimentos causada por Listeria
monocytogenes. Apesar da baixa incidéncia, esta enfermidade possui elevada
taxa de mortalidade, quando comparada as demais toxinfec¢des alimentares
(Rocourt et al., 2000). A ampla distribuigdo deste patdogeno com habilidade de
crescimento em temperaturas de refrigeragdo e tolerancia a certos conservantes
utilizados na industria de alimentos tem resultado em extensivos esfor¢os no
desenvolvimento de processos de controle do seu crescimento.

O estudo da atividade antibacteriana de o6leos essenciais frente a L.
monocytogenes tem sido realizado, principalmente, in vitro (Oussalah et al.,
2007) e, recentemente, pela aplicagdo simultanea da bactéria e de Oleos
essenciais em produtos alimenticios (Cava et al., 2007; Solomakos et al., 2008).
Uma alternativa, ainda mais recente, ¢ a utilizagdo de 6leos essenciais como
sanificantes no controle de biofilmes (Lebert et al., 2007; Chorianopoulos et al.,
2008). A maioria dos trabalhos realizados tem alcangado excelentes resultados,
demonstrando que o controle de L. monocytogenes por meio da utilizagdo de
o6leos essenciais € uma linha de pesquisa relativamente nova e promissora.

A pesquisa com 06leos essenciais que podem ser utilizados no controle de
bactérias patogénicas na induastria de alimentos requer, como etapa inicial, o
estudo da atividade antimicrobiana in vitro. Neste contexto, alguns fatores
devem ser considerados e avaliados conjuntamente, como: (i) rendimento de
0leo essencial da espécie vegetal utilizada, importante do ponto de vista
econdmico; (i) composi¢do quimica do oOleo essencial, que ira influenciar
diretamente na atividade bioldgica; (iii) concentragdo do o6leo essencial a ser

utilizada; (iv) efeito bactericida e ou bacteriostatico do 6leo essencial, bem como
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0 tempo necessario para que estes ocorram ¢ (v) possivel acdo sinergistica da
combinacado de 6leos essenciais de espécies vegetais distintas.

Diante do exposto, face a importincia do estudo de novas substincias
naturais capazes de controlar o crescimento e a presenca de L. monocytogenes na
industria de alimentos, objetivou-se, neste trabalho, determinar o rendimento e a
composi¢do quimica dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus, bem como

avaliar a atividade antibacteriana dos mesmos, puros € em combinagao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de execugdo do experimento

As analises referentes a determinagdo da umidade do material vegetal,
extracdo, determinagdo do rendimento e avaliacao dos teores dos constituintes
quimicos dos oleos essenciais foram realizadas no Laboratorio de Quimica
Organica do Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, MG, Brasil. A analise qualitativa dos dleos
essenciais foi realizada no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Sergipe (UFS), em Aracaju, SE, Brasil. A avaliagdo da atividade
antibacteriana dos oOleos essenciais foi realizada no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA)

da UFLA.

4.2 Material vegetal

Foram utilizados 2.000 gramas de folhas frescas de C. citratus e C.
nardus, coletadas no Horto de Plantas Medicinais da UFLA. A coleta foi
realizada em janeiro de 2008, as 8 horas da manha, em um dia com temperatura
amena e sem precipitacdo pluviométrica. A cidade de Lavras localiza-se no sul
do estado de Minas Gerais (Brasil), a 21°14' S, longitude 45°00' W Gr. ¢ 918 m
de altitude. De acordo com Dantas et al. (2007), o clima, segundo a classificagao
climatica de Koppen, é Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico), com inverno
seco e verdo chuvoso, subtropical, com inverno seco e temperatura do més mais

quente maior que 22°C (22,8°C em fevereiro).
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4.2.1 Determinacdo da umidade

Para a determinacdo da umidade do material vegetal, 5 g de folhas
frescas picadas foram imersas em 80 mL de ciclohexano (C¢H;;) em baldo
volumétrico com capacidade de 250 mL. Este foi acoplado a condensador com
coletor volumetricamente graduado. O aquecimento do baldo foi realizado por
meio de manta aquecedora, controlando-se a temperatura a, aproximadamente,
100°C. Apos 2,5 horas, o volume de agua presente nas folhas foi quantificado.
A umidade foi calculada a partir do teor de agua contido em 100 g da amostra

(Pimentel et al., 2006).

4.2.2 Oleos essenciais
4.2.2.1 Extracéo e determinagéo do rendimento

O processo de extragdo dos oleos essenciais foi realizado empregando-se
o método de hidrodestilagdo, tendo sido utilizado aparelho de Clevenger
modificado. Para tal, 75 g de folhas frescas de C. citratus ¢ C. nardus foram
picados e colocados, juntamente com agua, em baldo volumétrico com
capacidade de 1.000 mL. O baldo foi acoplado ao aparelho de Clevenger
modificado e a extragdo foi realizada pelo periodo de 2,5 horas, controlando-se a
temperatura a, aproximadamente, 100°C. Posteriormente, coletou-se o hidrolato,
que foi centrifugado a 321,8 x G, por 5 minutos. O 6leo essencial foi retirado
com auxilio de pipeta de Pasteur e estocado, a temperatura de refrigeracdo, em
frascos de vidro envoltos por papel aluminio (Guimares et al., 2008).

Foi realizada a pesagem dos frascos utilizados para acondicionar os
Oleos essenciais antes e apds a adicdo dos mesmos, objetivando-se obter a massa
extraida em gramas. A partir da massa obtida na extragdo e da umidade do
material vegetal, realizados, ambos, em trés repetigdes, os rendimentos dos dleos
essenciais extraidos foram calculados e expressos em base livre de umidade

(%v/p BLU).
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No restante do material vegetal (aproximadamente 1.775 gramas de cada
espécie) o processo de extragdo dos 6leos essenciais foi realizado como descrito

acima. Entretanto, utilizou-se baldo volumétrico com capacidade de 4 litros.

4.2.2.2 Identificacdo e quantificagdo dos constituintes quimicos

A identifica¢do dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa CG/(EM). O
cromatografo utilizado foi o modelo Shimadzu CG-17A, equipado com detector
seletivo de massa modelo QP5050A. O equipamento foi operado nas seguintes
condigdes: coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm) com fase ligada
DB-5MS (Folsom, CA, USA); temperatura da fonte de ions de 280°C;
programag¢do da coluna com temperatura inicial de 50°C por 2 minutos, com
aumento de 4°C/min, até 200°C; depois, 10°C/min até 300°C, finalizando com
temperatura de 300°C, por 10 minutos; gas carreador hélio (ImL.min™"); pressio
inicial na coluna de 100,2 KPa; taxa de split 1:83 e volume injetado de 0,5 pL
(1% de solucdo em diclorometano). Para o espectrometro de massas (EM),
foram utilizadas as seguintes condigdes: energia de impacto de 70 eV,
velocidade de decomposi¢do 1000, intervalo de decomposicdo de 0,50 e
fragmentos de 40 Da e 550 Da decompostos. Foi injetada, nas mesmas
condi¢des da amostra, série de padrdes de hidrocarbonetos (CoHyg ....... Ca6Hss).
Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca
Wiley 229 e o indice Kovat's (IK), calculado para cada constituinte, foi
comparado com o tabelado, de acordo com Adams (2001).

A quantificacdo dos constituintes dos Oleos essenciais foi realizada
utilizando-se cromatografo gasoso Shimadzu GC 17A, equipado com detector
por ionizagdo de chamas (FID), nas condigdes operacionais: coluna capilar DBS;
a programagdo da coluna com temperatura inicial de 50°C por 2 minutos, com

aumento de 4°C/min, até¢ 200°C; depois, 10°C/min até 300°C, finalizando com
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temperatura de 300°C por 10 minutos; temperatura do injetor de 220°C;
temperatura de detector de 240°C; gas carreador nitrogénio (2,2 mL.min™); taxa
de split 1:10 e volume injetado de 1 pL (1% de solucdo em diclorometano) e
pressdo na coluna de 115 KPa. A quantificacdo de cada constituinte foi obtida

por meio de normalizagdo de areas (%).

4.3 Determinacdo da atividade antibacteriana
4.3.1 Microrganismo utilizado, padronizacdo, estocagem e preparo do
inoculo

O microrganismo utilizado foi L. monocytogenes ATCC 19117,
adquirido da Secdo de Colecdo de Culturas da Divisdo de Biologia Médica do
Instituto Adolfo Lutz, em Sao Paulo, SP, Brasil. Para a padronizagdo do nimero
de células, a cepa foi inicialmente inoculada em um frasco Erlenmeyer contendo
150 mL de meio de cultura caldo triptona de soja (TSB) (Himedia®, Mumbai,
Maharashtra, india), o qual foi incubado a 37°C. Em seguida, a partir do TSB, a
curva de crescimento foi determinada pela realizacdo periddica de leituras da
absorbancia da cultura a 600 nm e de diluigdes seriadas em solugdo salina [NaCl
0,9% (p/v)] com posterior plaqueamento em superficie para a determinagdo do
Log UFC.mL", utilizando-se como meio de cultura agar triptona de soja (TSA)
(Himedia®, Mumbai, Maharashtra, india).

Durante a realizacdo de todo o experimento, a cepa foi estocada sob
refrigeracdo em meio de cultura de congelamento (por 100 mL de agua
destilada: 15 mL de glicerol; 0,5 g de peptona bacteriologica; 0,3 g de extrato de
levedura; 0,5 g de NaCl; pH 7,2+7,4). Para reativacdo e utilizagdo da cepa, uma
aliquota do meio de cultura de congelamento foi transferida para tubos de ensaio
contendo TSB, sendo realizados dois repiques consecutivos com incubagdo a
37°C, por 24 horas, neste meio de cultura. Em seguida, a cultura foi estriada em

TSA vertido em placas de Petri e incubada a 37°C, por 24 horas. Das coldnias
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formadas na superficie do TSA, uma algada foi retirada e transferida para um
frasco Erlenmeyer contendo 150 mL de TSB, o qual foi incubado a 37°C, até
atingir o nimero de células necessarias para a utilizacdo no experimento,

aproximadamente 9,17 Log UFC.mL™ (ODgp0nm=0,895).

4.3.2 Efeito bacteriostatico

A metodologia empregada foi a de difusdo em agar, de acordo com
Mendonga (2004), com modificagdes. Como meio de cultura, utilizou-se TSA
adicionado de 0,5% de Tween 80. Para o preparo das cavidades de deposicdo
dos 6leos essenciais, uma camada inicial do meio de cultura foi depositada em
placas de Petri, sobre as quais, ap6s a solidificacdo, foram dispostas pérolas de
vidro. Uma sobrecamada do meio de cultura contendo o indculo na concentracao
de, aproximadamente, 8 Log UFC.mL"' foi depositada sobre as pérolas de vidro
dispostas na superficie da camada inicial. Ap6s a solidificagdo da sobrecamada,
as pérolas de vidro foram removidas com o auxilio de pingas estéreis, dando
origem as cavidades. Em cada placa de Petri foram realizadas, no maximo, 5
cavidades. Em seguida, 10 pL das diferentes concentragoes (0; 0,39; 0,78; 1,56;
3,12; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00) expressas em % (v/v) dos o6leos essenciais de C.
citratus e C. nardus e da combinagdo dos dois 6leos essenciais na proporgéo de
1:1, diluidas em etanol, foram transferidas para as cavidades. A concentracdo de
0% (v/v), constituida apenas de etanol, foi utilizada como controle positivo do
crescimento bacteriano. As placas foram incubadas, a 37°C, por 24 horas e, apds
esse periodo, foram medidos os didmetros dos halos de inibi¢do formados,
retirando-se 3 mm referentes ao didmetro da cavidade.

A presenca de efeito bacteriostatico foi caracterizada pelo
comprometimento do crescimento bacteriano pela formagao de halo de inibigdo.
A menor concentracdo que apresentou efeito bacteriostatico foi definida como

concentragdo minima inibitéria (CMI).
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4.3.3 Tempo de acao bactericida

O tempo de agdo bactericida foi determinado utilizando-se a CMI. Para
tal, 500 pL do indculo na concentragio de 9,17 Log UFC.mL" foram
adicionados a tubos de ensaio contendo 3 mL de solucdes a base de Oleos
essenciais e solugdo controle, perfazendo a concentracdo final de,
aproximadamente, 8 Log UFC.mL". Para a elaboragio das solugdes a base de
0leos essenciais e solugdo controle, foram utilizadas as proporcdes e os diluentes
sugeridos por Chorianopoulos et al. (2008), com modificagdo: a agua destilada
foi substituida por solugdo salina com 0,5% (v/v) de Tween 80. A solugdo salina
foi utilizada no intuito de proporcionar concentracdo osmotica adequada a célula
bacteriana, de modo que o efeito bactericida fosse atribuido somente aos 6leos
essenciais. O Tween 80 foi utilizado, assim como o etanol, como diluente dos
oleos essenciais. Os 6leos essenciais foram inicialmente diluidos em etanol e,
em seguida, adicionados a solucdo salina 0,5% (v/v) de Tween 80. A
composicao das solucdes a base de 6leos essenciais e a solugdo controle estdo

descritas na Tabela 1.

TABELA 1 Composi¢do das solugdes a base de 6leos essenciais e solugdo
controle utilizadas na determinacdo do tempo de agdo bactericida.

Composico (%)

Solucéo salina

Solugdes Oleo essencial Etanol com 0,5% (v/v)
de Tween 80
C. nardus 3,12 16,88 80,00
C. citratus 1,56 18,44 80,00
Combinacéo 1,56 18,44 80,00
Controle 0,00 20,00 80,00
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Foram utilizados os seguintes tempos, em minutos: 0, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 40, 50 e 60. Nesses periodos, aliquotas de 100 pL das solugdes contendo o
inoculo bacteriano foram retiradas e plaqueadas na superficie do TSA. Em
seguida, as placas de Petri contendo TSA foram incubadas a 37°C, por 24 horas.
Foram realizadas trés repeti¢des em duplicata. O tempo de agdo bactericida foi
definido como o primeiro tempo, em minutos, que apresentou auséncia total de
crescimento bacteriano, representado pela formacgdo de coldnias, na superficie

do TSA.

4.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 3 x 9 (6leos essenciais € sua combinagdo X
concentragoes), com trés repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, e
analise de regressdo. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

programa Sisvar versao 4.6 (Ferreira, 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, encontram-se a percentagem de umidade das folhas frescas
de C. citratus e C. nardus e o rendimento de seus dleos essenciais em base livre

de umidade (BLU).

TABELA 2 Percentagem de umidade das folhas frescas de Cymbopogon
citratus e Cymbopogon nardus e rendimento de seus Oleos
essenciais, em base livre de umidade (BLU).

Material vegetal Umidade % Oleo essencial % (v/p)
C. citratus 71,66+2,88 1,39+0,54
C. nardus 67,33+1,15 2,27+0,70

Resultados expressos pela média + o desvio padrio.

Resultados diferentes dos obtidos, no que diz respeito ao rendimento de
0leo essencial de C. citratus e de C. nardus, foram encontrados em vérios
trabalhos consultados. Pereira et al. (2008), estudando o rendimento de dleo
essencial de C. citratus, obtiveram valor de 2,16%, em BLU. No que diz respeito
ao Oleo essencial de C. nardus, Marco et al. (2007), estudando diferentes
espacamentos, alturas e épocas de cortes, encontraram resultados variando de
3,52% a 4,18% de 6leo essencial na matéria seca.

Segundo Burt (2004), variagdes no rendimento de 6leo essencial entre
plantas pertencentes a mesma espécie podem ser atribuidas, principalmente, a
diferencas de época de colheita, tipo de solo, clima da regido ¢ umidade relativa
do ar.

Em relacdo a composicdo quimica, observam-se, pelos dados das

Tabelas 3 e 4, que os 0leos essenciais de C. citratus e C. nardus apresentaram
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monoterpenos como constituintes majoritarios. No 6leo essencial de C. citratus,
0 componente majoritario encontrado foi o geranial (42,91%), seguido do neral
(30,90%). Estes dois compostos sdo estereoisdmeros € sua mistura constitui o
citral. Assim, o citral ¢ uma mistura isomérica de geranial [(2E)-3,7-dimetilocta-
2,6-dienal; citral A ou isomero E] e neral [(2Z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal; citral
B ou isomero Z] (El Fattah et al., 1992). No 6leo essencial de C. nardus, os
constituintes majoritarios encontrados foram citronelal (34,60%), seguido de
geraniol (23,17%) e citronelol (12,09%). A maior concentragdo de citronelal
ocorreu, provavelmente, devido a oxidacao do citronelol, um alcool secundario,
em citronelal. Na Figura 1 observam-se as estruturas quimicas dos
monoterpenos encontrados como constituintes majoritarios nos 6leos essenciais

de C. citratus e C. nardus.

TABELA 3 Constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
identificados por CG/(EM) e seus teores.

Constituintes IK calculado Teor (%)
Mirceno 991 1,3687
(Z)-B-ocimeno 1040 0,1402
(E)-B-ocimeno 1051 0,2024
Linalol 1199 1,5175
Neral 1244 30,9096
Geraniol 1254 1,1770
Geranial 1273 42,9192
2-undecanona 1292 4,1296
Outros - 17,6358
Total 100,00
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TABELA 4 Constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon nardus
identificados por CG/(EM) e seus teores.

Constituintes IK calculado Teor (%)
Limoneno 1028 1,0874
Linalol 1100 0,5068
Neo-isopulegol 1147 0,2541
Citronelal 1156 34,6098
Citronelol 1229 12,0956
Geraniol 1254 23,1753
Geranial 1268 0,5745
Acetato de citronelil 1350 2,0654
B-elemeno 1389 3,2803
Germacreno D 1481 1,7834
o-muuroleno 1497 1,1096
v-cadineno 1512 2,9393
o-cadineno 1517 2,6304
Outros - 13,8881
Total 100,00

Em o6leos essenciais, os constituintes e suas concentragoes relativas ndo
dependem somente da espécie da planta. Entre os varios fatores que influenciam
a composicdo quimica, os mais importantes sdo a origem da planta, a parte da
planta utilizada, o estagio de desenvolvimento da planta, as condi¢gdes climaticas
e de crescimento, como temperatura, solo e fertilizantes e as condi¢des de
destilag@o e estocagem (Oladimeji et al., 2001). Tais fatores podem explicar as
diferencas observadas entre as composigoes quimicas dos oleos essenciais
utilizados neste estudo e as composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de alguns
trabalhos ja realizados. Entretanto, observa-se que os constituintes majoritarios
encontrados nos Oleos essenciais utilizados neste estudo assemelham-se aos
encontrados nos trabalhos consultados. Guimardes et al. (2008), analisando a
composi¢do quimica do dleo essencial de C. citratus, encontraram, como

constituintes, geranial (37,42%), neral (31,89%), mirceno (23,77%), linalol
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(0,82%), (Z)-B-ocimeno (0,50%), (E)-p-ocimeno (0,28%) e 2-undecanona
(0,27%). Ja Castro et al. (2007) obtiveram como principais constituintes, para o
6leo essencial de C. nardus, citronelal (36,67%), geraniol (25,05%), citronelol
(11,40%) e elemol (6,99%).

0
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Citronelal Geraniol Citronelol

FIGURA 1 Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios dos oleos
essenciais de Cymbopogon citratus e Cymbopogon nardus.

O grau de inibi¢do do crescimento microbiano pode ser estimado pela
metodologia de difusdo em agar. A efetividade de determinado 6leo essencial ¢

representada pelo tamanho da zona de inibigdo formada na superficie do agar,
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em volta do disco ou da cavidade (Kalemba & Kunicka, 2003). Todavia, apesar
de a metodologia ser amplamente utilizada (Mondello et al., 2003), ela ¢
criticada por alguns autores, pois acredita-se que a natureza hidrofobica dos
0leos essenciais impede a difusdo uniforme dessas substincias através do meio
de cultura (Lambert et al., 2001). Entretanto, Inouye et al. (2006) demonstraram
que a atividade de vapor dos 6leos essenciais contribui na formagao do halo de
inibi¢do, o que sugere que a difusdo em agar ¢ método valido na determinacao
da atividade antimicrobiana, no qual a baixa capacidade de difusdo dos o6leos
essenciais ¢ compensada pela elevada volatilidade dos mesmos.

A capacidade dos 6leos essenciais de inibir o crescimento bacteriano
permite que os mesmos sejam utilizados como antimicrobianos naturais na
industria de alimentos. Neste contexto, € necessario verificar em qual
concentragdo os mesmos devem ser aplicados. Para isso, devem ser realizados
testes in vitro que determinem a menor concentragdo que apresente efeito
bacteriostatico ou inibitorio. Dessa forma, a concentracdo minima inibitoria
(CMI) ¢é citada como medida do desempenho antibacteriano dos 6leos essenciais
(Burt, 2004). As concentragdes minimas inibitorias (CMIs) encontradas foram
de 1,56% (v/v), para o 6leo essencial de C. citratus e para a combinagdo dos
6leos essenciais de C. citratus e C. nardus, e 3,12% (v/v), para o 6leo essencial
de C. nardus.

Oussalah et al. (2007) também observaram superioridade na atividade
antibacteriana do Oleo essencial de C. citratus frente a L. monocytogenes,
quando comparado ao de C. nardus. A CMI encontrada para o 6leo essencial de
C. citratus foi 0,4% (v/v), enquanto, para o 6leo essencial de C. nardus, foi 0,8%
(v/v). Os menores valores encontrados por estes autores, em comparagdo aos
obtidos neste estudo, podem ser atribuidos as menores concentragdes de indéculo

bacteriano utilizadas pelos mesmos, cerca de 4 e 5 Log UF C.mL™".
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Apesar de os Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus e sua
combinagdo apresentarem efeito bacteriostatico frente a L. monocytogenes na
maioria das concentragdes, observou-se que a efetividade dos mesmos depende
da concentragdo em que sdo utilizados. Na analise de variancia realizada a partir
dos resultados obtidos pelo método de difusdo em agar, observou-se interagao
significativa (P<0,01) entre os 6leos essenciais e as diferentes concentracdes
utilizadas. Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento de 6leos essenciais

dentro de cada nivel de concentragdo, conforme exposto na Tabela 5.

TABELA 5 Diametro médio dos halos de inibi¢cdo, formados em funcdo das
diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de Cymbopogon
nardus, Cymbopogon citratus e sua combinagao, frente a Listeria

monocytogenes.
Concentracdes Oleos essenciais
% (VIV) C. nardus C. citratus Combinacéo
0,00 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00°
0,39 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00°
0,78 0,00+0,00° 0,00+0,00* 0,00+0,00°
1,56 0,00+0,00°* 1,58+0,14° 1,32+0,32°
3,12 1,30+0,20° 2,2240,26° 1,83+0,38°
6,25 1,92+0,33* 2,83+0,38% 2,50+0,50*
12,50 2,60+0,36" 2,75+0,75% 3,00+0,25°
25,00 3,05+0,26 3,38+1,79° 4,38+0,13°
50,00 3,83+1,13° 6,35+0,41° 7,05+0,69°

Resultados expressos pela média dos diametros dos halos de inibi¢do em milimetros
(mm) + o desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (diferenca minima significativa = 0,98).

Nas concentragdes de 12,50%, 6,25%, 3,12%, 0,39%, 0,78% e 0,00%
(v/v), os efeitos bacteriostaticos dos oleos essenciais e sua combinag¢do ndo
diferiram entre si (P>0,05). J4 nas concentrag¢des de 50,00% e 1,56% (v/v), os

efeitos bacteriostaticos do 6leo essencial de C. citratus e da combinagdo dos
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Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus ndo diferiram entre si (P>0,05),
entretanto, foram superiores (P<0,05) ao do 6leo essencial de C. nardus (Tabela
5).

Diferencas na atividade antibacteriana existentes entre 0leos essenciais
de diferentes espécies de plantas, como a observada entre os 6leos essenciais de
C. citratus ¢ C. nardus, sio relacionadas a concentracdo e a natureza de seus
constituintes quimicos (Chang et al., 2001). Segundo Kalemba & Kunicka
(2003), aldeidos possuem maior atividade antimicrobiana quando comparados a
alcoois. No que diz respeito aos oleos essenciais utilizados, os constituintes
majoritarios encontrados foram monoterpenos classificados como aldeido (neral
e geranial que isoméricamente formam o citral), no caso de C. citratus e aldeido
(citronelal) e alcool (geraniol e citronelol), no caso do C. nardus (Tabelas 3 ¢ 4).
Dessa forma, a superioridade do efeito bacteriostatico apresentado pelo 6leo
essencial de C. citratus nas concentragoes de 50,00% e 1,56% (v/v), quando
comparado ao 6leo essencial de C. nardus, pode ser explicada pelo elevado teor
de citral (73,82%) presente em sua composi¢do (Tabela 3). A maior propor¢do
de aldeidos também pode ter sido responsavel pela superioridade do efeito
bacteriostatico da combinacdo dos Oleos essenciais nestas mesmas
concentragdes, quando comparado ao do 6leo essencial de C. nardus utilizado
puro.

O mecanismo de ac¢do dos monoterpenos envolve, principalmente,
efeitos toxicos a estrutura ¢ a fun¢do da membrana celular. Como resultado do
carater lipofilico, os monoterpenos irdo, preferencialmente, se deslocar da fase
aquosa em direcdo as estruturas de membrana (Sikkema et al., 1995). O acimulo
dos constituintes dos oleos essenciais na bicamada lipidica da membrana
citoplasmatica ird conferir a esta uma caracteristica de permeabilidade. Em
bactérias, a permeabilizacdo da membrana citoplasmatica estd associada a

dissipacdo da forga proton motiva, no que diz respeito a reducdo do pool de
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ATP, do pH interno e do potencial elétrico, ¢ & perda de ions, como ions
potassio e fosfato (Bakkali et al., 2008). Dessa forma, danos estruturais a
membrana citoplasmatica levam ao comprometimento de suas fungdes como
barreira seletiva e local de a¢do enzimatica e geragdo de energia (Sikkema et al.,
1994).

Os didmetros dos halos de inibi¢do formados pela combinagdo dos 6leos
essenciais nas concentragdes de 50,00%, 25,00% e 12,50% (v/v) apresentaram-
se superiores aos diametros dos halos de inibigdo dos 6leos essenciais puros nas
mesmas concentracdes. Porém, o efeito sinergistico pode ser observado somente
na concentracdo de 25,00% (v/v), na qual o efeito bacteriostatico da combinagéo
dos oleos essenciais foi significativamente superior (P<0,05) ao dos mesmos
utilizados puros (Tabela 5).

A combinagao de 6leos essenciais de diferentes espécies de plantas pode
representar alternativa para potencializar a agdo dos mesmos (Pereira et al.,
2008). O termo sinergismo ¢ definido como o aumento da atividade de
compostos ou fatores quando aplicados em conjunto, comparada a atividade dos
mesmos, quando utilizados individualmente (Williamson, 2001; Ceylan & Fung,
2004). Tratando-se de Oleos essenciais, varios estudos ja realizados in vitro,
utilizando a combinagdo de 6leos essenciais de diferentes espécies de plantas,
alcancaram resultados promissores (Delaquis et al., 2002; Fu et al., 2007; Al-
Bayati, 2008; Gutierrez et al., 2008), o que demonstra que esta é uma alternativa
viavel a ser utilizada no controle microbioldgico de alimentos.

O método de difusdo em agar comprovou o potencial bacteriostatico da
maioria das concentra¢des dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus, puros
e em combinac¢do. Todavia, para que estes sejam totalmente efetivos na
eliminacdo de L. monocytogenes, a comprovagdo do efeito bactericida ¢
necessaria. Nesse intuito, as CMIs encontradas foram utilizadas na determinagao

do tempo de agdo bactericida. Todas as solugdes a base de 6leos essenciais
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utilizadas (Tabela 1) apresentaram atividade bactericida. Entretanto, os tempos
de acdo bactericida obtidos diferiram entre si, sendo de 0 minuto para a solugdo
a base de 0leo essencial de C. nardus, 5 minutos para a solugéo a base de 6leo
essencial de C. citratus e 15 minutos para a solugdo constituida da combinagdo
dos o6leos essenciais. Na solugdo controle, o indculo bacteriano manteve-se
vidvel durante todo o periodo analisado (60 minutos).

Este resultado indica que os tempos de agdo bactericida obtidos podem
estar diretamente relacionados as quantidades de 6leos essenciais utilizadas nas
solugdes, uma vez que quanto maior a quantidade de 6leo essencial, menor o
tempo de acdo bactericida encontrado. Segundo Holley & Patel (2005),
mudancas na concentragdo dos 6leos essenciais podem alterar a natureza da agao
antibacteriana e este efeito pode estar relacionado a influéncia da concentragéo
em relagdo a capacidade de solubilidade na membrana citoplasmatica. Dessa
forma, quanto maior a concentracdo de Oleo essencial utilizada na solugao,
maior sera a capacidade do mesmo de se deslocar em direcio a membrana
citoplasmatica bacteriana, afetando assim seu funcionamento.

Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus constituem novas alternativas
de antibacterianos naturais a serem utilizados no controle de L. monocytogenes
na industria de alimentos. O efeito sinergistico da combinag@o dos mesmos ndo
deve ser descartado e representa uma maneira de potencializar a atividade

antibacteriana individual desses compostos.
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6 CONCLUSOES

O rendimento encontrado, em BLU, foi de 1,39% (v/p), para o 6leo
essencial de C. citratus e de 2,27% (v/p), para o dleo essencial de C. nardus.

Os compostos majoritarios encontrados foram neral e geranial, para o
6leo essencial de C. citratus e citronelal, geraniol e citronelol, para o dleo
essencial de C. nardus.

No que diz respeito ao efeito bacteriostatico, os 6leos essenciais de C.
citratus e C. nardus e sua combina¢do mostraram-se efetivos contra L.
monocytogenes, na maioria das concentragdes utilizadas. Ocorreu sinergismo na
concentragdo de 25,00% (v/v) e houve efeito bactericida quando estes foram

utilizados na CMI.
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CAPITULO 3

FORMAGCAO DE BIOFILME POR Listeria monocytogenes SOBRE
SUPERFICIE DE ACO INOXIDAVEL E POTENCIAL DE
BIOTRANSFERENCIA



1 RESUMO

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Formag¢do de biofilme por Listeria
monocytogenes sobre superficie de ago inoxidavel e potencial de
biotransferéncia. In: . Formacgdo de biofilme em ago inoxidavel,
biotransferéncia e sensibilidade de Listeria monocytogenes a 6leos essenciais.
2009. cap. 3, p. 88-116. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Com o objetivo de estudar a formagdo de biofilme por Listeria
monocytogenes ATCC 19117 sobre superficie de ago inoxidavel AISI 304 (#4) e
o potencial de biotransferéncia durante este processo, foi proposto um modelo
experimental. Nesse modelo, a formagdo do biofilme foi realizada sobre a
superficie de cupons de aco inoxiddvel, dispostos em um suporte de ago
inoxidavel com 4 divisdes, cada qual dando apoio a 21 cupons. Como substrato
de crescimento bacteriano foi utilizado caldo triptona de soja (TSB), com
incubagdo a 37°C e agitagdo de 50 rpm. O ntimero de células aderidas foi
determinado apo6s 3, 48, 96, 144, 192 e 240 horas de formacao do biofilme e o
potencial de biotransferéncia a partir das 96 horas. Cupons de ago inoxidavel
foram submetidos a microscopia eletronica de varredura (MEV) apos 3, 144 e
240 horas. Pelo nimero de células aderidas e pela MEV observou-se que L.
monocytogenes aderiu rapidamente & superficie de ago inoxidavel, formando
biofilme maduro ap6s 240 horas. O potencial de biotransferéncia da bactéria ao
substrato ocorreu em todas as etapas analisadas. A répida capacidade de adesdo
a superficie, somada ao potencial de biotransferéncia durante todas as etapas de
formacao do biofilme, fazem de L. monocytogenes um risco potencial para a
industria de alimentos. O modelo experimental desenvolvido e a metodologia
utilizada foram eficientes no estudo da formacdo de biofilme por L.
monocytogenes sobre superficie de ago inoxidavel.

Palavras-chaves: adesdao bacteriana, células planctonicas, contaminagdo
cruzada.

*Comité Orientador: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli — DCA/UFLA
(Orientadora) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-
orientadora)
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Biofilm formation by Listeria
monocytogenes on stainless steel surface and biotransfer potential. In:

Biofilm formation on stainless steel, biotransfer and sensitivity of Listeria
monocytogenes to essential oils. 2009. cap. 3, p. 88-116. Dissertation (Master in
Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

An experimental model was proposed to study biofilm formation by
Listeria monocytogenes ATCC 19117 on AISI 304 (#4) stainless steel surface
and biotransfer potential during this process. In this model, biofilm formation
was conducted on the surface of stainless steel coupons, set on a stainless steel
base with 4 divisions, each supporting 21 coupons. Trypic Soy Broth (TSB) was
used as a bacterium growth substrate, with incubation at 37 °C and stirring of 50
rpm. The number of adhered cells was determined after 3, 48, 96, 144, 192 and
240 hours of biofilm formation and biotransfer potential after 96 hours. Stainless
steel coupons were submitted to Scanning Electron Microscopy (SEM) after 3,
144 and 240 hours. Based on the number of adhered cells and SEM, it was
observed that L. monocytogenes adhered rapidly to stainless steel surface, with
mature biofilm being formed after 240 hours. The potential of bacterium
biotransfer to substrate occurred in all the stages analyzed. The rapid capacity of
adherence to surface, combined with biotransfer potential throughout the biofilm
formation stages make L. monocytogenes a potential risk to the food industry.
Both the experimental model developed and the methodologies used were
efficient in the study of biofilm formation by L. monocytogenes on stainless steel
surface.

Key words: bacterial adhesion, planktonic cells, cross contamination.

*Guidance Committee: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli — DCA/UFLA
(Adviser) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUCAO

O termo biofilme surgiu para descrever a forma de vida microbiana
séssil, caracterizada pela adesdo de microrganismos a superficies bidticas ou
abidticas, com consequente producdo de substancias poliméricas extracelulares
(Costerton et al.,, 1999; Nikolaev & Plakunov, 2007). Em industrias
processadoras de alimentos, superficies de equipamentos e utensilios de ago
inoxidéavel sdo reconhecidas como os principais locais de adesdo microbiana e
formacgédo de biofilmes (Wong, 1998; Chmielewski & Frank, 2003).

Células microbianas aderidas a superficies podem vir a contaminar
produtos alimenticios que passam pelo local durante o processamento. Esta
habilidade de transferéncia, por contato, do microrganismo ao alimento ¢
denominada poténcial de biotransfréncia. Microrganismos viaveis aderidos a
superficies apresentardo potencial de biotransferéncia mesmo que o nimero de
células presente seja baixo ou variado dentro de determinada area (Hood &
Zottola, 1995; Midelet & Carpentier, 2004).

Inimeros microrganismos sdo capazes de participar do processo de
adesdo e formagdo de biofilmes. Na industria de alimentos, estes podem ser
divididos em deteriorantes e patogénicos. Dentre o0s microrganismos
patogénicos, destaca-se Listeria monocytogenes. Patdégeno alimentar emergente
e de distribuicdo ubiqua na natureza, esta bactéria sobrevive a condicdes
ambientais adversas, se desenvolve em diferentes substratos e ¢ capaz de
colonizar superficies bidticas e abiodticas (Torres et al., 2005; Pan et al., 2006;
Gandhi & Chikindas, 2007). Estudos tém demonstrado a capacidade de
persisténcia de L. monocytogenes no ambiente durante anos (Senczek et al.,
2000; Lunden et al., 2002). Pesquisas realizadas sobre a presenca de L.

monocytogenes em superficies de equipamentos e utensilios que entram em
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contato com alimentos relatam sua ocorréncia em industrias processadoras de
carne e produtos carneos (Chasseignaux et al., 2002; Barros et al., 2004; Cruz et
al., 2008; Lopez et al., 2008), leite ¢ derivados lacteos (Chambel et al., 2007).
Segundo Chae et al. (2006), a ocorréncia de surtos, bem como de casos
esporadicos causados por esta bactéria, pode ser atribuida ao aumento da
habilidade de sobrevivéncia em ambientes de processamento de alimentos por
meio da formacao de biofilmes.

A listeriose é uma doenga de origem alimentar atipica devido a alta
gravidade, a natureza ndo entérica ¢ ao longo periodo de incubacdo (Loguercio
et al., 2001). Dessa forma, o elevado risco de contaminagao de alimentos a partir
de células sésseis de L. monocytogenes, com consequente veiculagdo de
infecgdes de origem alimentar, faz com que seja necessario o desenvolvimento
de estratégias de controle, que objetivem retardar, reduzir ou mesmo eliminar o
acumulo desta bactéria em superficies industriais.

A associagdo de L. monocytogenes a superficies tem sido analisada,
principalmente em estudos conduzidos em laboratorio. Entretanto, tais estudos
ainda necessitam de padronizac@o, uma vez que sao dificeis de serem realizados
in situ, em ambientes de processamento de alimentos (Meretre & Langsrud,
2004). A dificuldade na investigagdo de biofilmes microbianos na natureza e a
existéncia de condi¢des experimentais precariamente definidas em laboratorio
levaram ao desenvolvimento de diferentes modelos experimentais de formagao
de biofilmes in vitro (Palmer Junior, 1999). Estes sistemas permitem o estudo de
biofilmes sob condi¢des definidas e controladas e sdo necessarios a execucgdo de
experimentos reprodutiveis (Heydorn et al., 2000).

O presente trabalho propde a utilizacdo de um modelo experimental
baseado em sistema proposto por Gram et al. (2007) e, por este, estuda a
formagdo de biofilme por L. monocytogenes ATCC 19117 sobre superficie de

aco inoxidavel AISI 304 (#4), utilizando contagem padrio em placas e
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microscopia eletronica de varredura (MEV) e o potencial de biotransferéncia

durante este processo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de execugdo do experimento

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras, MG, Brasil, no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia de Alimentos (DCA) e no Laboratdrio de Microscopia

Eletronica e Analise Ultra-Estrutural (LME).

4.2 Microrganismo utilizado, padronizacao, estocagem e preparo do indculo

O microrganismo utilizado foi L. monocytogenes ATCC 19117
adquirida da Secdo de Colegdo de Culturas da Divisdo de Biologia Médica do
Instituto Adolfo Lutz, em Sao Paulo, SP, Brasil. Para a padronizagdo do nimero
de células, a cepa foi inicialmente inoculada em um frasco Erlenmeyer contendo
150 mL de meio de cultura caldo triptona de soja (TSB) (Himedia®, Mumbai,
Maharashtra, india), o qual foi incubado a 37°C. Em seguida, a partir do TSB, a
curva de crescimento foi determinada pela realizacdo periodica de leituras da
absorbancia da cultura a 600 nm e de dilui¢des seriadas em solugdo salina [NaCl
0,9% (p/v)] com posterior plaqueamento em superficie para a determinagdo do
Log UFC.mL"', utilizando-se como meio de cultura agar triptona de soja (TSA)
(Himedia®, Mumbai, Maharashtra, india).

Durante a realizacdo de todo o experimento, a cepa foi estocada sob
refrigeracdo em meio de cultura de congelamento (por 100 mL de agua
destilada: 15 mL de glicerol; 0,5 g de peptona bacteriologica; 0,3 g de extrato de
levedura; 0,5 g de NaCl; pH 7,2+7,4). Para reativacdo e utilizacdo da cepa, uma
aliquota do meio de cultura de congelamento foi transferida para tubos de ensaio
contendo TSB, sendo realizados dois repiques consecutivos com incubagdo a

37°C, por 24 horas, neste meio de cultura. Em seguida, a cultura foi estriada em
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TSA vertido em placas de Petri e incubada a 37°C, por 24 horas. Das coldnias
formadas na superficie do TSA, uma alcada foi retirada e transferida para um
frasco Erlenmeyer contendo 150 mL de TSB, o qual foi incubado a 37°C até
atingir o numero de células necessarias para a utilizacdo no experimento,

aproximadamente 9,17 Log UFC.mL™ (ODgp0nm=0,895).

4.3 Modelo experimental de formacao do biofilme

O modelo experimental de formagdo do biofilme por L. monocytogenes
(Figura 1A) foi elaborado segundo sistema proposto por Gram et al. (2007) e
consistiu nos seguintes itens: suporte de aco inoxidavel AISI 304 (#4), composto
por 4 divisdes, cada qual dando lugar ao apoio de 21 cupons de aco inoxidavel
AISI 304 (#4) (1 x 8 x 18 mm), dispostos verticalmente (Figura 1B); béquer de
1000 mL; barra magnética e agitador magnético, utilizado com a finalidade de
permitir a livre circulagdo do substrato dentro do béquer. O béquer foi lacrado
com auxilio de placa de Petri e filme plastico. O ago inoxidavel AISI 304 (#4)

foi o escolhido por ser o mais utilizado na industria de alimentos.
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FIGURA 1 (A) Modelo experimental de formagao do biofilme, utilizando como
substrato de crescimento bacteriano meio de cultura caldo triptona
de soja (TSB). (B) Suporte e cupons de ago inoxidavel AISI 304
(#4) pertencentes ao modelo experimental de formagao do biofilme.

4.4 Preparo dos cupons e suporte de aco inoxidavel

Para proceder a etapa de adesdo das células bacterianas, tanto os cupons
quanto o suporte de aco inoxidavel foram previamente higienizados e
esterilizados. Para tanto, foram limpos com acetona 100%, lavados por imersao
em detergente alcalino [NaOH 1% (p/v), pH 13,2] por 1 hora, enxaguados com
agua destilada esterilizada, secos e limpos com alcool 70% (v/v). Apds a

higienizagdo, foram novamente lavados com agua destilada esterilizada, secos
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por 2 horas, a 60°C e autoclavados, a 121°C, por 15 minutos (Rossoni &

Gaylarde, 2000).

4.5 Adesdo das células bacterianas a superficie dos cupons de aco inoxidavel
Inicialmente, 1000 mL de TSB previamente esterilizado ¢ 70 mL de
TSB contendo a cultura bacteriana foram adicionados ao béquer contendo a
barra magnética, perfazendo a concentracdo final de aproximadamente 8 Log
UFC.mL". Em seguida, o suporte de ago inoxidavel contendo os cupons foi
disposto no interior do béquer, o qual foi lacrado e incubado, a 37°C, sob
agitacdo de 50 rpm. A cada 48 horas, os cupons foram retirados do suporte e
mergulhados 3 vezes em solugdo salina, objetivando-se a remocgdo das células
planctdnicas. A seguir, os cupons foram dispostos em novo suporte esterilizado,
o qual foi imerso em 1.000 mL de TSB em um béquer contendo barra
magnética. Tanto o TSB como o béquer e a barra magnética estavam
esterilizados. Na sequéncia, o sistema foi lacrado e incubado, a 37°C, sob
agitacdo de 50 rpm. Esse procedimento foi repetido a cada 48 horas,
completando 240 horas de incubag@o, visando a formagao do biofilme maduro.
A substituicdo do suporte de aco inoxidavel, do béquer e do meio de
cultura (TSB) a cada 48 horas, bem como a remocgdo das células planctonicas,
objetivou simular a permanéncia de células aderidas a superficie de aco
inoxidavel apdés o procedimento de higienizagdo, quando este ¢ realizado de

maneira incorreta na industria de alimentos.

4.6 Enumeracao das células bacterianas aderidas

O numero de células bacterianas aderidas aos cupons de ago inoxidavel
foi determinado apoés 3, 48, 96, 144, 192 e 240 horas de cultivo. Inicialmente, os
cupons foram mergulhados 3 vezes em solucdo salina, removendo-se assim as

células planctdnicas. Em seguida, as células aderidas foram retiradas utilizando-
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se swabs padronizados (15 mm x 25 mm) previamente esterilizados. Os swabs
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de solugdo salina e
agitados em vortex por um minuto. Diluigdes seriadas até 10 foram realizadas
em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina. Aliquotas de 100 uL de
cada dilui¢ao foram inoculadas em placas de Petri contendo TSA, utilizando-se a
técnica de plaqueamento em superficie. Apds este procedimento, as placas de
Petri foram incubadas, a 37°C, por 24 horas. Para cada periodo de mensuragao,
utilizaram-se dois cupons coletados aleatoriamente, constituindo-se a replicata.
Foram realizadas trés repeticdes do experimento e, em cada uma delas, os

resultados foram expressos pela média dos cupons em Log UFC.cm™.

4.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Cupons de ago inoxidavel foram submetidos a MEV apés 3, 144 e 240
horas de formacdo do biofilme. Para tanto, foram, inicialmente, imersos em
solucdo fixadora (Karnovsky modificado: glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5%
em tampao cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2 e CaCl, 0,001M) por um periodo
minimo de 24 horas. Apos este periodo, foram lavados com tampéo cacodilato
de sodio por trés vezes de 10 minutos. Apos a lavagem, foram pds-fixados em
tetroxido de o6smio (1% em &gua destilada), durante 1 hora, a temperatura
ambiente em capela de exaustdo. Em seguida, foram lavados trés vezes em agua
destilada e desidratados em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%,
por trés vezes). Posteriormente, foram conduzidos ao aparelho de ponto critico
(Bal-tec CPD 030) para completar a secagem, montados em Stubs e cobertos
com ouro no metalizador (Bal-tec CPD 050) (Bossola & Russell, 1998). Ao final
desse procedimento, foram examinados em microscopio eletrénico de varredura

(EVO 040 Leo), obtendo-se as eletromicrografias.
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4.8 Avaliacéo do potencial de biotransferéncia

Aliquotas de 1 mL do TSB foram retiradas do béquer as 0, 3, 48, 96,
144, 192 e 240 horas de incubag@o dos cupons de aco inoxidavel. A partir das 48
horas, essas aliquotas foram retiradas imediatamente antes da troca do meio de
cultura (TSB). Dilui¢des seriadas até 10" foram realizadas em tubos de ensaio
contendo 9 mL de solugdo salina. Aliquotas de 100 uL de cada dilui¢do foram
inoculadas em placas de Petri contendo TSA, utilizando-se a técnica de
plaqueamento em superficie. As placas de Petri foram incubadas, a 37°C, por 24
horas. A avaliagdo do desprendimento de células do biofilme para o meio de
cultura foi realizada pela contagem obtida a partir das 96 horas, visto que, até as
48 horas, o nimero de células existente era referente ao inoculo inicial. Foram
realizadas trés repeticdes do experimento e o resultado foi expresso em Log

UFC.mL™".

4.9 Determinacdo da capacidade de adesdo inicial

A capacidade de adesdo inicial foi determinada, em cada repetigdo, pela
divisio do Log UFC.cm™ do numero de células aderidas apos 3 horas pelo
nimero de células do indculo inicial em Log UFC.mL™. O resultado foi

multiplicado por 100 (Chae & Schraft, 2000; Chae et al., 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela MEV, observou-se o desenvolvimento do biofilme de L.
monocytogenes formado sobre superficie de aco inoxidavel. Nas Figuras 2,3 ¢ 4
(A e B) pode-se observar a adesdo das células de L. monocytogenes em ago
inoxidavel apoés 3, 144 e 240 horas de contato, respectivamente. L.
monocytogenes aderiu a superficie de ago inoxidavel, apresentando contagem de
4,89 Log UFC.cm™ ap6s 3 horas de contato (Tabela 1). Assim como descrito
pelo método de contagem em placas, pela MEV verificou-se rapida adesdo de L.
monocytogenes a superficie. Apds 3 horas de contato, a distribuigdo das células
aderidas a superficie ocorreu de maneira irregular. Nesta etapa, duas diferentes
situagdes foram observadas. Em algumas areas varias células encontravam-se
aderidas a superficie. Em sua maioria, estas células encontravam-se em processo
de fissdo binaria, o que indica a possivel formag¢do posterior de microcolonias no
local (Figura 2A). Entretanto, em alguns locais, a adesdo bacteriana observada
ndo foi tdo evidente (Figura 2B).

A capacidade de adesdo bacteriana ocorre em fung@o do inoculo inicial
(tempo 0) e ¢ um pardmetro que avalia a habilidade de fixagdo de células livres
provenientes do meio liquido a superficies solidas, o que corresponde a primeira
etapa de desenvolvimento do biofilme. A capacidade de adesdo inicial, medida
as 3 horas, foi de 58,75+0,9% e correspondeu a um indculo de 8,26+0,18 Log
UFC.mL" (ODggonm = 0,873+0,04).

A capacidade de adesdo inicial de L. monocytogenes tem sido estudada
principalmente em vidro. A comparag@o dos resultados disponiveis na literatura
com os obtidos neste estudo indica que a capacidade de adesdo inicial dessa
bactéria em vidro ¢ menor que a em ago inoxidavel. Chae et al. (2006),

utilizaram diferentes cepas de L. monocytogenes e indculo inicial de 8 Log
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UFC.mL" e obtiveram, apos 3 horas de contato das culturas bacterianas com a
superficie de vidro, valores de 2,52 a 4,54 Log UF C.cm?, sendo a capacidade de
adesdo inicial encontrada variando de 29,09% a 51,78%. Segundo os autores,
cepas epidémicas (envolvidas em surtos de infecgdes alimentares) apresentaram
maior capacidade de adesdo inicial. Resultados semelhantes foram obtidos por
Chae & Schraft (2000) que, utilizando indculo inicial de 7 a 8 Log UFC.mL™",
obtiveram, ap6s 3 horas de contato das culturas bacterianas com a superficie de
vidro, 2,23 a 4,44 Log UFC.cm? de bactérias aderidas e valores de capacidade
de adesdo inicial entre 28,9% a 49,87%. Cinco cepas foram utilizadas durante a
formagdo do biofilme por 96 horas de cultivo. As contagens obtidas neste
periodo variaram de 4 a 5 Log UFC.cm™, o que indica que, apesar dos diferentes
valores de capacidade de adesdo, L. monocytogenes tem comportamento de
formacdo de biofilme semelhante para as duas superficies, vidro e ago

inoxidavel.

TABELA 1 Namero de células planctonicas (Log UFC.mL™") e sésseis (Log
UFC.cm™) de Listeria monocytogenes, quantificadas durante a
formacao do biofilme sobre superficie de ago inoxidavel AISI 304
(#4), com incubagdo a 37°C e utilizando meio de cultura triptona
de soja (TSB) como substrato.

Tempo TSB Aco inoxidavel
(horas) (Log UFC.mL™ (Log UFC.cm®
3 8,97+ 0,16 4,89+0,03
48 8,85+ 0,65 4,08+0,67
96 9,95+ 0,62 4,64+0,57
144 9,55+ 0,17 4,63+0,60
192 9,74 £ 0,11 4,52+0,47
240 9,36 + 0,03 5,64+1,07

Resultados referentes & média + o desvio padréo.
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10 um

FIGURA 2 Eletromicrografias de varredura mostrando a adesdo de Listeria
monocytogenes na superficie de aco inoxidavel AISI 304 (#4),
apos 3 horas de contato a 37°C, utilizando-se meio de cultura
caldo triptona de soja (TSB) como substrato. (A) Células aderidas
a superficie, em sua maioria, em processo de fissdo binaria. (B)
Visdao de maior area do cupom, mostrando a pouca adesdo das
células.
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A adesdo de bactérias a superficie ocorre em dois estagios: adesdo
reversivel seguida por adesdo irreversivel (Mittelman, 1998). Durante a adesdo
reversivel, bactérias sdo facilmente removidas pela aplica¢do de for¢as minimas
(Watnick & Kolter, 2000; Chmielewski & Frank, 2003). A adesdo irreversivel
inicia-se ap6s 20 minutos a, no maximo, 4 horas de contato a 4°-20°C (Hood &
Zottola, 1995; Smoot & Pierson, 1998) e apresenta sérios riscos e industria de
alimentos, uma vez que a remocao de células aderidas irreversivelmente ¢ dificil
e requer aplica¢do de forte forca mecanica ou interrupgdo quimica da forga de
aderéncia pela aplicacdo de enzimas, detergentes, surfactantes, sanificantes ou
calor (Sinde & Carballo, 2000). Dessa forma, a probabilidade de permanéncia de
células aderidas irreversivelmente apos procedimentos de higienizacdo ¢ grande
e corresponde a uma das principais razdes da formagdo de biofilmes em
superficies que entram em contato com alimentos. Este risco ¢ agravado no que
diz respeito a L. monoctogenes, pois se observou, neste estudo, que esta bactéria
apresenta capacidade de rapida adesdo a superficie de aco inoxidavel, podendo
atingir o estagio irreversivel em poucas horas.

Mesmo com a adi¢do de novo meio de cultura sem inoculo, apos 48
horas de cultivo até as 192 horas, o nimero de células bacterianas aderidas a
superficie permaneceu praticamente constante (Tabela 1). Neste periodo,
observou-se somente adesdo bacteriana, ou seja, ndo ocorreu a formacgdo de
biofilme maduro. Pela MEV, observou-se, apos 144 horas de contato, que a
distribuicdo das células de L. monocytogenes aderidas a superficie mostrou-se
uniforme. Entretanto, observou-se que, em alguns locais, a densidade celular
ainda ¢ menor (Figura 3A) que em outros (Figura 3B). Nesta etapa, nao foi
observada a presenga ou a formacdo de microcolonias, como observado na etapa
anterior (3 horas), o que pode ser explicado pela possivel variabilidade existente
entre os cupons de aco inoxidavel, no que diz respeito a adesdo bacteriana.

Observou-se também, nesta etapa (144 horas), que, apesar do nimero de células
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aderidas a superficie ser semelhante ao encontrado apos 3 horas de formacdo do
biofilme (Tabela 1), o resultado obtido pela MEV (Figura 3A e 3B) difere
completamente do encontrado as 3 horas (Figura 2A e 2B). Dessa forma, pode-
se concluir que, mesmo com a semelhanga entre o nimero de células aderidas
apods 3 e 144 horas, a maneira de disposi¢do destas células na superficie pode se
modificar com maior tempo de contato entre células e superficie de adesdo,
tornando-se mais uniforme.

Resultados semelhantes foram observados por Kalmokoff et al. (2001),
que estudaram a formagdo de biofilme por diferentes cepas de L. monocytogenes
sobre superficie de aco inoxidavel. Apds 72 horas de contato a 21°C, utilizando
como substrato o meio de cultura caldo infusdo cérebro coracdo, os autores
observaram, pela MEV, que a grande maioria das cepas ndo formou biofilme
nestas condi¢des e sim aderiram de forma uniforme a superficie. Apesar de
haver diferengas na densidade de células aderidas entre as cepas, poucos
agrupamentos celulares foram observados.

Apods 240 horas, observou-se aumento do niimero de células aderidas,
sendo a contagem encontrada de 5,64 Log UFC.cm™ (Tabela 1). A diferenciagio
entre o que seja adesdo e o que seja biofilme tem sido proposta em funcdo da
quantidade de células presentes por cm’. Um dos valores mais citados
atualmente € o proposto por Andrade et al. (1998) que estudaram a adesdo de
Enterococcus faecium a superficie de ago inoxidavel e enfatizaram que, para que
ocorra formagdo de biofilmes bacterianos, sdo necessarias contagens acima de 7
Log UFC.cm™. Entretanto, para a diferenciagio entre adesdo e biofilme deve ser
observada a espécie bacteriana envolvida, pois sabe-se que espécies distintas
irdo apresentar diferentes comportamentos de adesdo e formagdo de biofilmes.
Dessa forma, neste estudo, foram consideradas apenas as proposi¢des realizadas

especificamente para L. monocytogenes.
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10 pm

FIGURA 3 Eletromicrografias de varredura mostrando a adesdo de Listeria
monocytogenes na superficie de aco inoxidavel AISI 304 (#4),
apos 144 horas de contato a 37°C, utilizando-se meio de cultura
caldo triptona de soja (TSB) como substrato. (A) Menor densidade
celular. (B) Maior densidade celular.
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L. monocytogenes possui capacidade de aderir rapidamente a superficies
de aco inoxidavel (Ronner & Wong, 1993; Briandet et al., 1999). Em
contrapartida, ndo ¢ capaz de formar biofilmes expessos constituidos por varias
camadas (9 a 12 Log UFC.cm™), mais sim de aderir a superficeis em niveis que
variam de 4 a 6 Log UFC.cm™ (Gram et al., 2007), o que esta de acordo com os
valores e eletromicrografias de varredura obtidos neste estudo. Ronner & Wong
(1993), estudando o desenvolvimento de biofilme por L. monocytogenes sobre
superficie de aco inoxidavel, observaram que contagens acima de 5 Log
UFC.cm™, como a obtida apés 240 horas de cultivo neste experimento, podem
indicar a formag¢ao do biofilme maduro e no apenas adesdo bacteriana.

Dando continuidade aos seus estudos, Chae & Schraft (2001)
promoveram a formacao de biofilme por L. monocytogenes Murray e 7148 sobre
superficie de cupons de vidro por 240 horas de incubagdo a 37°C, utilizando
TSB como substrato. Foram observadas contagens de, aproximadamente, 6 Log
UFC.cm” para L. monocytogenes Murray e 5 Log UFC.cm™ para L.
monocytogenes 7148, dados compativeis com os encontrados neste trabalho para
aco inoxidavel.

Assim como ap6s 3 horas, ap6s 240 horas, observaram-se, pela MEV,
duas diferentes situagdes referentes a distribuicdo das células aderidas a
superficie. Na primeira situagdo, observou-se a formagdo de pequenas
microcolonias onde houve também a presenca de substidncias poliméricas
extracelulares (Figura 4A). Esta observacdo, juntamente com a contagem de
células bacterianas aderidas a superficie as 240 horas (5,64 Log UFC.cm™),
enfatiza a formacdo do biofilme maduro nesta etapa e ndo apenas adesdo
bacteriana. Entretanto, enfatiza-se que o biofilme formado ndo cobre totalmente
a superficie. Em contrapartida, em alguns locais, as células estavam distribuidas
uniformemente sobre a superficie (Figura 4B), de maneira semelhante a

observada as 144 horas (Figura 3A e 3B), o que demonstra que a maturagao e
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desenvolvimento do biofilme ndo ocorrem de maneira idéntica em toda a
superficie.

Neste estudo, observou-se a producdo de poliméricas extracelulares por
L. monocytogenes apds 240 horas de formagdo do biofilme. A producdo de
polimeros extracelulares por esta espécie, apesar de existente, ¢ pouco estudada
(Chae et al., 2006). Borucki et al. (2003) observaram a formagdo de
exopolissacarideos por diferentes cepas de L. monocytogenes. Segundo os
autores, as cepas com maior capacidade de formagdo de biofilmes foram aquelas
que mais produziram exopolissacarideos. Isso enfatiza que a produgdo de
polimeros extracelulares, como a observada as 240 horas neste estudo (Figura
4A), é ponto chave na maturagdo do biofilme desta espécie.

A formagdo do biofilme maduro ocorre de 72 a 144 horas apds a adesdo
inicial, podendo chegar a 240 horas (Heydorn et al., 2000). A maturidade
acontece principalmente por meio do aumento da densidade populacional e
também pela pronunciada produgdo e deposicdo de polimeros extracelulares,
aumentando a espessura do biofilme (Cheng et al., 2007). Esses polimeros
extracelulares sdo produzidos pelas células estabelecidas dentro da estrutura do
biofilme (Zhang et al., 1998) e sdo compostos por diversas substincias,
incluindo polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos (Nielsen et al., 1996;
Tsuneda et al., 2003). A matriz de substancias poliméricas extracelulares ¢
responsavel pela morfologia, estrutura, coesdo e integridade funcional do
biofilme. Sua composicdo quimica, heterogénea e complexa, determina a
maioria das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do biofilme (Flemming &
Wingender, 1999). Na industria de alimentos, confere resisténcia aos
procedimentos de higienizagdo comumente empregados (Gilbert & McBain,
2003), fazendo com que biofilmes maduros dificilmente sejam completamente

removidos destas superficies.
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10 pm

FIGURA 4 Eletromicrografias de varredura mostrando a adesdo de Listeria
monocytogenes na superficie de aco inoxidavel AISI 304 (#4),
apos 240 horas de contato a 37°C, utilizando-se meio de cultura
caldo triptona de soja (TSB) como substrato. (A) Biofilme
maduro. (B) Células aderidas uniformemente.
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Um dos grandes problemas da formacdo de biofilmes na industria
alimenticia ou em outras areas ¢ o desprendimento de células, o que o torna
fonte constante de contaminagdo do microrganismo no alimento, 4gua ou em
novos processos infecciosos. Assim, a avaliagao do potencial de biotransferéncia
do microrganismo se torna interessante. Este pode ser observado pelos valores
encontrados a partir das 96 horas de formagdo do biofilme. As contagens de
células planctonicas encontradas (Tabela 1) indicam que o desprendimento de
células de L. monocytogenes da superficie de ago inoxidavel foi praticamente
constante nas estapas analisadas (96, 144, 192 e 240 horas), demonstrando que
esta capacidade ¢ independente da necessidade de maturagdo total do biofilme, o
que contradiz o relatado por diversos autores (Christensen & Characklis, 1990;
Joseph et al., 2001; Sauer et al., 2002; Chmielewski & Frank, 2003; Hunt et al.,
2003; Trachoo, 2003). Os elevados valores encontrados em todas as etapas
analisadas (>9 Log UFC.mL™") podem ser atribuidos ao fornecimento de
condicdes adequadas de crescimento, como temperatura e nutrientes necessarios.
Soma-se a estes fatores a condi¢do de célula planctonica, a qual esta
completamente imersa no meio de cultura, metabolizando rapidamente os
nutrientes dispersos no substrato, o que facilita a obtencao de energia e faz com
que a divisdo celular ocorra em pouco tempo.

A rapida capacidade de adesdao a superficie, somada ao potencial de
biotransferéncia durante todas as etapas de formacdo do biofilme, fazem de L.
monocytogenes um risco potencial a industria de alimentos. Uma vez presente na
matéria-prima, L. monocytogenes ira aderir rapidamente a superficie de
equipamentos e utensilios de ago inoxidavel, onde podera se multiplicar,
formando biofilmes maduros em pouco tempo. O potencial de biotransferéncia e
a capacidade de sobrevivéncia e de multiplicagdo em diferentes substratos fardo
com que esta bactéria atinja rapidamente doses infectantes. Hood & Zottola

(1997) observaram o crescimento de L. monocytogenes em leite desnatado a
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23°C. A bactéria atingiu contagens >8 Log UFC.mL"' apds 20 horas de
incubagdo, a partir de um indculo inicial de 5 Log UFC.mL". Gram et al. (2007)
observaram o crescimento de L. monocytogenes em suco de salmio defumado e
emulsdo de carne a 20° e 30°C. A bactéria atingiu contagens 9 Log UFC.mL"
apos 20 horas de incubagdo, a partir de um indculo inicial de 6 Log UFC.mL",
em ambos os substratos.

Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que o modelo
experimental desenvolvido e a metodologia utilizada foram eficientes no estudo
da formagdo do biofilme por L. monocytogenes sobre superficie de aco
inoxidavel. Este fato é assegurado pela semelhanca dos resultados obtidos neste
trabalho com os disponiveis na literatura. Todavia, observa-se que o estudo da
formacao de biofilmes bacterianos deve abranger, além da contagem em placas
do nimero de células aderidas a superficie, métodos de microscopia. Por meio
deles ¢ possivel observar ndo s6 o aumento da popula¢do bacteriana, mas
também aspectos fundamentais, como o arranjo das células na superficie e a
presenca de substancias poliméricas extracelulares, responsaveis pela coesdo e a
protecdo das células presentes na estrutura do biofilme. Assim, conclui-se que
esta ¢ uma técnica util a ser empregada em estudos posteriores baseados na
adesdo bacteriana e formagdo de biofilmes sobre superficie de ago inoxidavel,
bem como estudos realizados no intuito de desenvolver métodos de remocao das

células aderidas.
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CAPITULO 4

ACAO SANIFICANTE DE OLEOS ESSENCIAIS DE Cymbopogon sp. EM
DIFERENTES ETAPAS DA FORMACAO DO BIOFILME POR Listeria
monocytogenes SOBRE SUPERFICIE DE ACO INOXIDAVEL



1 RESUMO

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Ag¢do sanificante de Oleos essenciais de
Cymbopogon sp. em diferentes etapas da formagdo do biofilme por Listeria
monocytogenes sobre superficie de aco inoxidavel. In: . Formagcéo de
biofilme em aco inoxidavel, biotransferéncia e sensibilidade de Listeria
monocytogenes a o6leos essenciais. 2009. cap. 4, p. 116-148. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

Solugdes sanificantes a base de Oleos essenciais de Cymbopogon
citratus (D.C.) Stapf. ¢ Cymbopogon nardus (L.) Rendle, puros e em
combinag¢do, ¢ uma solugdo sanificante controle foram testadas em duas etapas
(3 e 240 horas) de formagdo do biofilme por Listeria monocytogenes ATCC
19117 sobre superficie de ago inoxidavel AISI 304 (#4). As solugdes
sanificantes a base de 6leo essencial mostraram-se efetivas na reducdo do
numero de células aderidas a superficie, principalmente ap6s 60 minutos de
contato. A solugdo sanificante constituida da combinagdo dos dleos essenciais
foi capaz de reduzir em 100% (5,64 Log UFC.cm™) o niimero de células
aderidas apds 60 minutos de contato, as 240 horas de formagao do biofilme. Por
microscopia eletronica de varredura observaram-se alteragdes estruturais na
superficie bacteriana, provavelmente causadas pela atuagdo dos 6leos essenciais
na membrana citoplasmatica. Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus, puros
e em combinagdo, sdo novas alternativas para a sanificagdo de superficies
industriais de ago inoxidavel contaminadas por L. monocytogenes.

Palavras-chaves: Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus, sanificantes
naturais.

*Comité Orientador: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli — DCA/UFLA
(Orientadora) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-
orientadora)
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Maira Maciel Mattos de. Disinfectant action of Cymbopogon sp.
essential oils at different stages of the biofilm formation by Listeria
monocytogenes on stainless steel surface. In: . Biofilm formation on
stainless steel, biotransfer and sensitivity of Listeria monocytogenes to
essential oils. 2009. chap. 4, p. 116-148. Dissertation (Master in Food Science)
— Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

Disinfectant solutions based on essential oils of Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf. and Cymbopogon nardus (L.) Rendle, pure and in combination,
and a control disinfectant solution, were tested in two stages (3 and 240 hours)
of the Listeria monocytogenes ATCC 19117 biofilm formation on the surface of
stainless steel AISI 304 (#4). The essential oil based disinfectant solutions were
shown effective in the reduction of the number of surface adhered cells, mainly
after 60 minutes of contact. The disinfectant solution made up of the
combination of essential oils was capable of reducing 100% (5.64 Log UFC.cm’
%) of the number of cells adhered after 60 minutes of contact, at 240 hours of
biofilm formation. As for SEM, structural alterations were observed in the
bacterial surface, probably caused by the performance of the essential oils in the
cytoplasmatic membrane. Essential oils of C. citratus and C. nardus, pure and in
combination are new alternatives for the disinfection of industrial stainless steel
surfaces contaminated by L. monocytogenes.

Key words: Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus, natural disinfectant.

*Guidance Committee: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli — DCA/UFLA
(Adviser) e Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso — DQI/UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUCAO

A adesdo de bactérias, com subsequente formagdo de biofilmes, em
ambientes de processamento de alimentos, ¢ fonte potencial de contaminagdo
que pode levar a deterioragdo de alimentos ou a transmissdo de toxinfecc¢des
alimentares. Em industrias processadoras de alimentos, superficies de
equipamentos e utensilios de ago inoxidavel sdo reconhecidas como os
principais locais de adesdo bacteriana e formagdo de biofilmes (Wong, 1998;
Chmielewski & Frank, 2003).

Nos ultimos anos, programas de limpeza e sanificagdo eficientes, que
eliminem o risco de contaminagdo de alimentos por microrganismos presentes
na superficie de equipamentos e utensilios, tornaram-se prioridade (Gibson et
al., 1999). Elevado nimero de estudos objetivando encontrar estratégias efetivas
tem sido publicado (Gandhi & Chikindas, 2007). A busca por novas substancias
que possam ser utilizadas como sanificantes tornou-se nova area de pesquisa. A
crescente percepcdo negativa dos consumidores contra compostos quimicos
sintéticos tem movido esta busca em dire¢do ao desenvolvimento de alternativas
consideradas “naturais” (Roller, 1995; Davidson, 1997). Assim, os o6leos
essenciais de plantas condimentares, aromaticas e medicinais, que sdo agentes
antibacterianos naturais muito potentes (Burt, 2004; Oussalah et al., 2007,
Bakkali et al., 2008), tém tido, recentemente, sua atividade antibacteriana sob
biofilmes avaliada, visando a possivel utilizagdo desses metabdlitos secundarios
ou de seus constituintes como agentes sanificantes na industria de alimentos
(Knowles et al., 2005; Lebert et al., 2007; Chorianopoulos et al., 2008; Sandasi
et al,, 2008). Os resultados encontrados nos trabalhos ja realizados sdo
promissores, entretanto, ainda divergentes. Segundo Chorianopoulos et al.

(2008), as informagdes disponiveis sob a utilizagdo de 6leos essenciais como
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sanificantes ainda sdo limitadas, o que demonstra a necessidade de realiza¢do de
mais estudos sobre o assunto.

Iniimeros microrganismos sdo capazes de participar do processo de
adesdo e¢ formacdo de biofilmes. Na industria de alimentos, eles podem ser
divididos em deterioradores e patogénicos. No que diz respeito aos
microrganismos patogénicos, Listeria monocytogenes pode ser enfatizada por
sua resisténcia ao calor e¢ a elevadas concentracdes de sais, sobrevivéncia em
temperaturas de refrigeragdo, capacidade de colonizacdo de superficies e
veiculacdo de infecgdes de origem alimentar de alta gravidade (Torres et al.,
2005; Pan et al., 2006; Gandhi & Chikindas, 2007). Essas propriedades tornam
esta bactéria dificil de ser controlada em ambientes de processamento de
alimentos, sendo, por este motivo, comumente encontrada em industrias
processadoras de carne e nos produtos carneos (Senczek et al., 2000;
Chasseignaux et al., 2002; Loépez et al., 2008; Cruz et al., 2008), leite e
derivados lacteos (Chambel et al., 2007).

A familia Poaceae ¢ uma das maiores familias de plantas que abrange
cerca de 500 géneros e aproximadamente 8.000 espécies essencialmente
herbaceas, denominadas genericamente de gramineas (University of Hawaii,
2008). O género Cymbopogon ¢ o mais representativo quanto a producdo de
o6leos essenciais, uma vez que poucas gramineas sdo aromaticas (Ortiz et al.,
2002). A atividade antibacteriana de 6leos essenciais de Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf. (capim-limido) e Cymbopogon nardus L. Rendle (capim-citronela)
ja foi demonstrada in vitro frente a L. monocytogenes (Oussalah et al., 2007).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo sanificante dos 6leos
essenciais de C. citratus e C. nardus, puros e em combinagdo, em duas etapas da
formagdo do biofilme por L. monocytogenes ATCC 19117 sobre superficie de
aco inoxidavel AISI 304 (#4), utilizando contagem padrio em placas e

microscopia eletronica de varredura (MEV). A MEV foi realizada com o intuito

120



de observar a ocorréncia de alteragdes estruturais na superficie bacteriana,

devido a acdo antibacteriana dos 6leos essenciais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de execugdo do experimento

As analises referentes a extragdo e a avaliagdo dos teores dos
constituintes quimicos dos dleos essenciais foram realizadas no Laboratorio de
Quimica Organica do Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em Lavras, MG, Brasil. A analise qualitativa dos oleos
essenciais foi realizada no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Sergipe (UFS), em Aracaju, SE, Brasil. As analises microbiologicas foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos (DCA) da UFLA. A microscopia eletrénica de varredura
(MEV) foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultra-

Estrutural (LME) da UFLA.

4.2 Microrganismo utilizado, padronizacao, estocagem e preparo do indculo

O microrganismo utilizado foi L. monocytogenes ATCC 19117,
adquirido da Secdo de Colecdo de Culturas da Divisdo de Biologia Médica do
Instituto Adolfo Lutz, em Sao Paulo, SP, Brasil. Para a padronizagdo do niimero
de células, a cepa foi inicialmente inoculada em um frasco Erlenmeyer contendo
150 mL de meio de cultura caldo triptona de soja (TSB) (Himedia®, Mumbai,
Mabharashtra, india), o qual foi incubado a 37°C. Em seguida, a partir do TSB, a
curva de crescimento foi determinada pela realizagdo periddica de leituras da
absorbancia da cultura a 600 nm e de diluigdes seriadas em solugdo salina [NaCl
0,9% (p/v)] com posterior plaqueamento em superficie para a determinagdo do
Log UFC.mL", utilizando-se como meio de cultura agar triptona de soja (TSA)

(Himedia®, Mumbai, Maharashtra, india).
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Durante a realizagcdo de todo o experimento, a cepa foi estocada sob
refrigeracdo em meio de cultura de congelamento (por 100 mL de agua
destilada: 15 mL de glicerol; 0,5 g de peptona bacteriologica; 0,3 g de extrato de
levedura; 0,5 g de NaCl; pH 7,2+7,4). Para reativacao e utilizagdo da cepa, uma
aliquota do meio de cultura de congelamento foi transferida para tubos de ensaio
contendo TSB, sendo realizados dois repiques consecutivos com incubagdo a
37°C, por 24 horas, neste meio de cultura. Em seguida, a cultura foi estriada em
TSA vertido em placas de Petri e incubada a 37°C, por 24 horas. Das coldnias
formadas na superficie do TSA, uma al¢ada foi retirada e transferida para um
frasco Erlenmeyer contendo 150 mL de TSB, o qual foi incubado a 37°C, até
atingir o nimero de células necessarias para a utilizacdo no experimento,

aproximadamente 9,17 Log UFC.mL" (ODgp0nm=0,895).

4.3 Modelo experimental de formagéo do biofilme

O modelo experimental de formac¢do do biofilme por L. monocytogenes
foi elaborado segundo sistema proposto por Gram et al. (2007) e consistiu nos
seguintes itens: suporte de aco inoxidavel AISI 304 (#4), composto por 4
divisoes, cada qual dando lugar ao apoio de 21 cupons de ago inoxidavel AISI
304 (#4) (1 x 8 x 18 mm), dispostos verticalmente; béquer de 1.000 mL; barra
magnética e agitador magnético, utilizado com a finalidade de permitir a livre
circulag@o do substrato dentro do béquer. O béquer foi lacrado com o auxilio de
placa de Petri e filme plastico. O aco inoxidavel AISI 304 (#4) foi o escolhido

por ser o mais utilizado na industria de alimentos.

4.4 Preparo dos cupons e suporte de aco inoxidavel
Para proceder a etapa de adesdo das células bacterianas, tanto os cupons
quanto o suporte de ago inoxiddvel foram previamente higienizados e

esterilizados. Para tanto, foram limpos com acetona 100%, lavados por imersdo
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em detergente alcalino [NaOH 1% (p/v), pH 13,2] por 1 hora, enxaguados com
agua destilada esterilizada, secos e limpos com alcool 70% (v/v). Apds a
higienizagdo, foram novamente lavados com agua destilada esterilizada, secos
por 2 horas, a 60°C e autoclavados, a 121°C, por 15 minutos (Rossoni &

Gaylarde, 2000).

4.5 Adeséao das células bacterianas a superficie dos cupons de ago inoxidavel

Inicialmente, 1.000 mL de TSB previamente esterilizado ¢ 70 mL de
TSB contendo a cultura bacteriana foram adicionados ao béquer contendo a
barra magnética, perfazendo a concentragdo final de, aproximadamente, 8 Log
UFC.mL"'. Em seguida, o suporte de ago inoxidavel contendo os cupons foi
disposto no interior do béquer, o qual foi lacrado e incubado a 37°C, sob
agitacdo de 50 rpm. A cada 48 horas, os cupons foram retirados do suporte e
mergulhados 3 vezes em solugdo salina, objetivando-se a remogdo das células
planctbnicas. A seguir, os cupons foram dispostos em novo suporte esterilizado,
o qual foi imerso em 1.000 mL de TSB em um béquer contendo barra
magnética. Tanto o TSB como o béquer e a barra magnética encontravam-se
esterilizados. Na sequéncia, o sistema foi lacrado e incubado a 37°C sob agitagdo
de 50 rpm. Esse procedimento foi repetido a cada 48 horas, completando 240

horas de incubagao, visando & formagdo do biofilme maduro.

4.6 Oleos essenciais

4.6.1 Extracao, identificacéo e quantificacdo dos constituintes quimicos
Foram utilizadas 2.000 gramas de folhas frescas de C. citratus e C.

nardus coletadas no Horto de Plantas Medicinais da UFLA. A coleta foi

realizada em janeiro de 2008, as 8 horas da manha, em um dia com temperatura

amena e sem precipitacdo pluviométrica. A cidade de Lavras localiza-se no sul

do estado de Minas Gerais, Brasil, a 21°14' S, longitude de 45°00' W Gr. ¢ 918 m
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de altitude. De acordo com Dantas et al. (2007), o clima, segundo a classificacdo
climatica de Koppen, ¢ Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico) com inverno
seco e verdo chuvoso, subtropical, com inverno seco e temperatura do més mais
quente maior que 22°C (22,8°C em fevereiro).

A extra¢do dos 6leos essenciais foi realizada empregando-se o método
de hidrodestilacdo e o aparelho de Clevenger modificado. Para tal, as folhas
frescas de C. citratus e C. nardus foram picadas e colocadas, juntamente com
agua, em baldo volumétrico com capacidade de 4 litros. O baldo foi acoplado ao
aparelho de Clevenger modificado e a extracdo foi realizada pelo periodo de 2,5
horas, controlando-se a temperatura a, aproximadamente, 100°C. O hidrolato
obtido foi centrifugado a 321,8 x G, por 5 minutos, sendo o 6leo essencial
retirado com auxilio de pipeta de Pasteur e estocado a temperatura de
refrigeracdo em frascos de vidro envoltos em papel aluminio (Guimaraes et al.,
2008).

A identifica¢do dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa CG/(EM). O
cromatografo utilizado foi o modelo Shimadzu CG-17A equipado com detector
seletivo de massa modelo QP5050A. O equipamento foi operado nas seguintes
condi¢des: coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm) com fase ligada
DB-5MS (Folsom, CA, USA); temperatura da fonte de ions de 280°C;
programagdo da coluna com temperatura inicial de 50°C, por 2 minutos, com um
aumento de 4°C/min, até 200°C; depois, 10°C/min até 300°C, finalizando com
temperatura de 300°C por 10 minutos; gas carreador hélio (ImL.min™"); pressio
inicial na coluna de 100,2 KPa; taxa de split 1:83 e volume injetado de 0,5 pL
(1% de solucdo em diclorometano). Para o espectrometro de massas (EM),
foram utilizadas as seguintes condi¢des: energia de impacto de 70 eV;
velocidade de decomposicdo 1.000, intervalo de decomposicdo de 0,50 e

fragmentos de 40 Da e 550 Da decompostos. Foi injetada, nas mesmas
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condigdes da amostra, uma série de padroes de hidrocarbonetos (CoHyg ...
CyHss). Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da
biblioteca Wiley 229 e o indice Kovat's (IK) calculado para cada constituinte foi
comparado com o tabelado, de acordo com Adams (2001).

A quantificagdo dos constituintes dos oOleos essenciais foi realizada
utilizando-se cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC 17A equipado com detector
por ionizagdo de chamas (FID), nas seguintes condigdes operacionais: coluna
capilar DBS5; programacdo da coluna com temperatura inicial de 50°C por 2
minutos, com aumento de 4°C/min, até 200°C, depois 10°C/min até 300°C,
finalizando com uma temperatura de 300°C por 10 minutos; temperatura do
injetor de 220°C; temperatura de detector de 240°C; gas carreador nitrogénio
(2,2 mL.min™); taxa de split 1:10 e volume injetado de 1 uL (1% de solugio em
diclorometano) e pressdo na coluna de 115 KPa, sendo a quantificacdo de cada

constituinte obtida por meio de normalizagdo de areas (%).

4.6.2 Tratamento dos cupons de ago inoxidavel com as solucdes sanificantes

Para a elaboracdo das solucdes sanificantes a base de 6leos essenciais e
solugdo sanificante controle (sem 6leos essenciais) (Tabelal) foram utilizadas as
propor¢des e diluentes sugeridos por Chorianopoulos et al. (2008), com
modificagdo: a dgua destilada foi substituida por solugdo salina com 0,5% (v/v)
de Tween 80. A solu¢do salina foi utilizada no intuito de proporcionar
concentragdo osmotica adequada a célula bacteriana, de modo que o efeito
bactericida fosse atribuido somente aos Oleos essenciais. O Tween 80 foi
utilizado, assim como o etanol, como diluente dos 6leos essenciais. Os 6leos
essenciais foram inicialmente diluidos em etanol e, em seguida, adicionados a
solugdo salina com 0,5% (v/v) de Tween 80. A quantidade o6leo essencial
utilizada em cada solugdo sanificante foi baseada em estudos prévios do efeito

bacteriostatico frente a células planctonicas de L. monocytogenes (dados nao
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mostrados). Para cada solug@o sanificante a base de 6leo essencial, a quantidade

de 6leo essencial utilizada foi a concentragdo minima inibitéria (CMI).

TABELA 1 Composicdo das solugdes sanificantes a base de oleos essenciais e
solugdo sanificante controle.

Composicao (%)

Solucéo salina

SO.“.JQOGS Oleo essencial Etanol com 0,5% (v/v)
sanificantes
de Tween 80
C. nardus 3,12 16,88 80,00
C. citratus 1,56 18,44 80,00
Combinacéo® 1,56 18,44 80,00
Controle 0,00 20,00 80,00

*Combinagdo dos Oleos essenciais de capim-limio e capim-citronela na propor¢do de
1:1.

A acdo sanificante de cada solucdo frente as células bacterianas aderidas
a superficie dos cupons de aco inoxidavel foi avaliada em duas diferentes etapas
da formagao do biofilme: 3 e 240 horas. Para tanto, os cupons de aco inoxidavel
foram previamente mergulhados 3 vezes em solug@o salina, removendo-se,
assim, as células planctonicas e, em seguida, imersos em 4 mL das solugdes
sanificantes a base de dleos essenciais ¢ solug¢do sanificante controle, durante 15
e 60 minutos, a 28°C, sob condi¢des estaticas. A escolha dos tempos de contato
foi realizada com base em estudos anteriores, em que o tempo de agdo
bactericida dessas solu¢des sanificantes foi determinado sob células
planctonicas. Nesses estudos, o tempo de contato de 15 minutos foi o maior
tempo necessario para a eliminagdo total das células planctonicas de L.

monocytogenes. O limite de 60 minutos foi escolhido levando-se em

127



consideracdo a utilidade dessas solugdes no processo de higienizagdo em

industrias de alimentos.

4.7 Enumeracao das células bacterianas aderidas

O numero de células aderidas aos cupons de ago inoxidavel foi
determinado apds os tratamentos com as solucdes sanificantes a base de o6leos
essenciais e solucdo sanificante controle, as 3 e¢ 240 horas de formagdo do
biofilme. Visando estabelecer a reducdo do numero de células aderidas apods
cada tratamento sanificante, também foram enumerados cupons as 3 e 240 horas
sem nenhum tratamento sanificante. Inicialmente, os cupons foram mergulhados
3 vezes em solucdo salina, removendo-se, assim, qualquer residuo das solugdes
sanificantes, bem como células planctdnicas. Em seguida, as células aderidas
foram retiradas utilizando-se swabs padronizados (15 mm x 25 mm)
previamente esterilizados. Os swabs foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 10 mL de solucdo salina e agitados em vortex por um minuto.
Diluigdes seriadas até 10 foram realizadas em tubos de ensaio contendo 9 mL
de solucdo salina. Aliquotas de 100 puL de cada diluicdo foram inoculadas em
placas de Petri contendo TSA, utilizando-se a técnica de plaqueamento em
superficie. Apods este procedimento, as placas de Petri foram incubadas, a 37°C,

por 24 horas.

4.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Cupons de ago inoxidavel submetidos aos tratamentos com as solugdes
sanificantes a base de dleos essenciais ¢ solug¢do sanificante controle nos dois
tempos de contato, durante as duas etapas de formagdo do biofilme, foram
analisados por MEV. Para tal, foram, inicialmente, imersos em solu¢o fixadora
(Karnovsky modificado: glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao

cacodilato de sodio 0,05M e CaCl, 0,001M; pH 7,2) por um periodo minimo de

128



24 horas. Apoés este periodo, foram lavados com tampdo cacodilato por trés
vezes de 10 minutos. Apos a lavagem, foram pos-fixados em tetroxido de 6smio
1% em agua durante 1 hora, a temperatura ambiente em capela de exaustdo. Em
seguida, foram lavados trés vezes em agua destilada e desidratados em gradiente
de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%, por trés vezes). Posteriormente,
foram conduzidos ao aparelho de ponto critico (Bal-tec CPD 030) para
completar a secagem, montados em Stubs e cobertos com ouro no metalizador
(Bal-tec CPD 050) (Bossola & Russell, 1998). Ao final desse procedimento,
foram examinados em microscopio eletrdnico de varredura (EVO 040 Leo),

obtendo-se as eletromicrografias.

4.9 Delineamento experimental e anélise estatistica

As diferentes etapas de formagdo do biofilme (3 e 240 horas) foram
analisadas individualmente. Em cada experimento, foi adotado um esquema
fatorial 4 x 2 (sanificantes x tempos de contato) disposto em delineamento em
blocos casualizados. Foram utilizados trés blocos ¢ cada tratamento foi repetido
duas vezes dentro de cada bloco. Quando detectadas diferencgas significativas na
analise de varidncia, as médias foram comparadas pelo teste t (LSD), a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa

Sisvar versdo 4.6 (Ferreira, 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A efetividade das solugdes sanificantes utilizadas pode ser observada
pelas contagens obtidas apos o tratamento dos cupons de acgo inoxidavel
contendo células sésseis de L. monocytogenes com as mesmas. A atuacao das
solugdes sanificantes a base de oOleos essenciais e solucdo sanificante controle
diferiu entre as duas etapas de formagdo de biofilme analisadas. As 3 horas de
formagdo do biofilme, a solugdo sanificante a base de 6leo essencial de C.
nardus foi a mais efetiva, seguida pela solugdo sanificante constituida da
combina¢do dos Oleos essenciais de C. nardus e C. citratus (P<0,05). Nesta
etapa, observou-se também que a solucdo sanificante a base do 6leo essencial de
C. citratus foi a menos efetiva, ndo diferindo da soluc¢do sanificante controle
(P>0,05) (Tabela 2). Ja as 240 horas, todas as solugdes sanificantes a base de
Oleos essenciais mostraram-se superiores a solucdo sanificante controle
(P<0,05). A solugdo sanificante constituida da combinag@o dos 6leos essenciais
de C. nardus e C. citratus foi mais efetiva que a solugdo sanificante a base de
6leo essencial de C. citratus (P<0,05), entretanto, ndo diferiu da solugdo
sanificante a base de o6leo essencial de C. nardus (P>0,05). A efetividade da
solugdo sanificante a base de oOleo essencial de C. nardus ndo diferiu da
efetividade da solu¢do sanificante & base de Oleo essencial de C. citratus

(P>0,05) (Tabela 3).
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TABELA 2 Numero de células de Listeria monocytogenes aderidas a superficie
de ago inoxidavel AISI 304 (#4), em Log UFC.cm?, as 3 horas de
formagdo do biofilme, apoés tratamento com as solugdes
sanificantes a base de Oleos essenciais e solucdo sanificante
controle.

Tempos de contato

Sanificantes 15 minutos 60 minutos Meédias
Controle 4,20 2,88 3,54%
C. citratus 2,92 2,71 2,8248
Combinagcéo 2,81 2,48 2,64°
C. nardus 2,04 0,58 1,31°¢
Meédias 2,994 2,16°

Médias seguidas da mesma letra na coluna para sanificantes e na linha para tempos de
contato, ndo diferem entre si, pelo teste t (LSD), a 5% de probabilidade (diferenca
minima significativa = 0,85 para sanificantes e 0,60 para tempos de contato).

TABELA 3 Numero de células de Listeria monocytogenes aderidas a superficie
de ago inoxidavel AISI 304 (#4), em Log UFC.cm?, &s 240 horas
de formacdo do biofilme, apds tratamento com as solugdes
sanificantes a base de Oleos essenciais e solucdo sanificante
controle.

Tempos de contato

Sanificantes 15 minutos 60 minutos Meédias
Controle 5,05 4,48 4,76%
C. citratus 4,14 1,55 2,848
C. nardus 2,36 1,18 1,775%¢

Combinagio 1,77 0,00 0,88

Médias 3,33 1,80°

Médias seguidas da mesma letra na coluna para sanificantes e na linha para tempos de
contato, ndo diferem entre si, pelo teste t (LSD), a 5% de probabilidade (diferenga
minima significativa = 1,25 para sanificantes e 0,88 para tempos de contato).

O mecanismo de agdo antibacteriana dos dleos essenciais presentes nas
solucdes sanificantes pode ser atribuido a natureza e as caracteristicas de seus

constituintes quimicos. A estrutura quimica dos constituintes dos o6leos
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essenciais influencia seu modo de agdo e atividade antibacteriana (Dorman &
Deans, 2000). Os oleos essenciais de C. citratus e C. nardus apresentaram
monoterpenos como principais constituintes quimicos. Para o 6leo essencial de
C. citratus, os constituintes majoritarios encontrados foram geranial (42,91%) e
neral (30,90%) que, isomericamente, formam o citral. Em menor quantidade
apresentaram-se 2-undecanona (4,12%), linalol (1,51%), mirceno (1,36%),
geraniol (1,17%), (E)-B-ocimeno (0,20%) e (Z)-p-ocimeno (0,14%). Para o 6leo
essencial de C. nardus, houve predominancia de citronelal (34,60%), geraniol
(23,17%) e citronelol (12,09%), seguidos de B-elemeno (3,28%), y-cadineno
(2,93%), o-cadineno (2,63%), acetato de citronelil (2,06%), germacreno D
(1,78%), a-muuroleno (1,10%), limoneno (1,08%), geranial (0,57%), linalol
(0,50%) e neo-isopulegol (0,25%).

O mecanismo de acdo dos monoterpenos ndo ¢ completamente
compreendido, porém, sabe-se que este envolve, principalmente, efeitos toxicos
a estrutura e a funcdo da membrana celular. Como resultado do carater lipofilico,
os monoterpenos irdo, preferencialmente, se deslocar da fase aquosa em direcio
as estruturas de membrana (Sikkema et al., 1995). O actimulo dos constituintes
dos oleos essenciais na bicamada lipidica da membrana citoplasmatica ird
conferir a esta uma caracteristica de permeabilidade. Em bactérias, a
permeabilizagdo da membrana citoplasmatica estd associada a dissipagdo da
forga proton motiva, no que diz respeito a redugdo do pool de ATP, do pH
interno e do potencial elétrico, e a perda de ions, como ions potassio e fosfato
(Bakkali et al., 2008). Dessa forma, danos estruturais a membrana citoplasmatica
levam ao comprometimento de suas fungdes como barreira seletiva e local de
acdo enzimatica ¢ geracdo de energia (Sikkema et al., 1994). Outras alteragdes
de natureza antibacteriana devido a atuacdo de 6leos essenciais sdo a coagulagdo
do citoplasma (Gustafson et al., 1998) ¢ a danificagdo de proteinas embebidas na

membrana citoplasmatica (Ultee et al., 1999).
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O mecanismo de agdo antibacteriana proposto para os 6leos essenciais
presentes nas solucdes sanificantes foi confirmado pela MEV. Pela analise das
eletromicrografias de varredura obtidas, foram observadas alteragdes estruturais
na superficie celular. As células de L. monocytogenes apresentaram aspecto
superficial rugoso, com consequente comprometimento da morfologia
bacteriana. Essas alteragdes estruturais foram, provavelmente, causadas pela
atuacdo dos 6leos essenciais na membrana citoplasmatica, provocando aumento
da permeabilidade e extravasamento de constituintes intracelulares. Esses
mecanismos de atuacdo foram observados para todos os tratamentos sanificantes
a base de oleos essenciais utilizados. Contudo, pela MEV, ndo foi possivel
detectar diferencas evidentes entre a atuagdo das solug¢des sanificantes a base de
6leos essenciais, bem como entre a atuagdo das mesmas nas duas etapas de
formacao de biofilme avaliadas (Figura 1 e 2). Como L. monocytogenes ¢ gram-
positiva, conclui-se que a parede celular ndo funciona como barreira a chegada
desses compostos antibacterianos na membrana citoplasmatica. Monoterpenos
com atividade antibacteriana possuem como alvo a bicamada lipidica (Cristani et
al.,, 2007) e, uma vez que a parede celular de bactérias gram-positivas ¢
permeavel, geralmente, ndo restringe a penetracdo desses agentes (Schaffer &

Messner, 2005).
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FIGURA 1 Eletromicrografias de varredura de células de Listeria
monocytogenes aderidas a superficie de ago inoxidavel AISI
304 (#4) ap6s 3 horas de contato a 37°C, utilizando meio de
cultura caldo triptona de soja (TSB) como substrato, submetidas
as solugdes sanificantes a base de oleos essenciais, puros e em
combinacgdo. (A) C. citratus, 15 minutos de tempo de contato;
(B) C. citratus, 60 minutos de tempo de contato; (C) C. nardus,
15 minutos de tempo de contato; (D) C. nardus, 60 minutos de
tempo de contato; (E) combinac¢do, 15 minutos de tempo de
contato; (F) combinagdo, 60 minutos de tempo de contato.
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FIGURA 2 Eletromicrografias de varredura de células de Listeria
monocytogenes aderidas a superficie de ago inoxidavel AISI
304 (#4) ap6s 240 horas de contato a 37°C, utilizando meio de
cultura caldo triptona de soja (TSB) como substrato, submetidas
as solugdes sanificantes a base de 6leos essenciais, puros e em
combinagdo. (A) C. citratus, 15 minutos de tempo de contato;
(B) C. citratus, 60 minutos de tempo de contato; (C) C. nardus,
15 minutos de tempo de contato; (D) C. nardus, 60 minutos de
tempo de contato; (E) combinacdo, 15 minutos de tempo de
contato; (F) combinag@o, 60 minutos de tempo de contato.
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A diferenga encontrada entre a atuagdo das solugdes sanificantes a base
de oleos essenciais dentro de cada etapa de formagdo do biofilme analisada
(Tabela 2 e 3) pode ser atribuida, principalmente, & composi¢do quimica distinta
dos mesmos. Diferencas na atividade antibacteriana existentes entre Oleos
essenciais de diferentes plantas ocorrem devido a fatores ecoldgicos e de
crescimento e sdo relacionadas a concentragdo e a natureza de seus constituintes
quimicos, como composi¢cdo, grupos funcionais, configura¢do estrutural dos
componentes e possiveis interagdes sinergisticas (Chang et al., 2001).

A efetividade da solugdo sanificante controle observada as 3 horas de
formagdo do biofilme, a qual ndo difere da efetividade da solucdo sanificante a
base de oleo essencial de C. citratus (P>0,05) (Tabela 2), pode ser atribuida ao
fato de a maioria das células sésseis de L. monocytogenes ainda se encontrar na
etapa de adesdo reversivel. A adesdo de bactérias a superficie ocorre em dois
estagios: adesdo reversivel seguida por adesdo irreversivel (Mittelman, 1998).
Durante a adesdo reversivel, bactérias sdo facilmente removidas pela aplicagdo
de forcas minimas (Watnick & Kolter, 2000; Chmielewski & Frank, 2003), o
que explica a reducdo da contagem de células sésseis apds o tratamento com a
solucdo sanificante controle as 3 horas de formacgao do biofilme. Ja a remocgao de
células aderidas irreversivelmente ¢ dificil e requer aplicacdo de forte forga
mecénica ou interrup¢do quimica da for¢a de aderéncia pela aplicacdo de
enzimas, detergentes, surfactantes, sanificantes ou calor (Sinde & Carballo,
2000). A adesdo irreversivel comega a partir de 20 minutos a, no maximo, 4
horas a 4°-20°C (Hood & Zottola, 1995; Smoot & Pierson, 1998). Contudo,
observou-se, pelas eletromicrografias de varreduras das células sésseis de L.
monocytogenes tratadas com a solucdo sanificante controle, que nenhuma

alteracdo na superficie bacteriana ocorreu (Figura 3 ¢ 4).
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FIGURA 3

FIGURA 4

Eletromicrografias de varredura de células de Listeria
monocytogenes aderidas & superficie de ago inoxidavel AISI
304 (#4) ap6s 3 horas de contato a 37°C, utilizando meio de
cultura caldo triptona de soja (TSB) como substrato, submetidas
a solugdo sanificante controle (sem o6leo essencial). (A) 15
minutos de tempo de contato e (B) 60 minutos de tempo de
contato.

Eletromicrografias de varredura de células de Listeria
monocytogenes aderidas & superficie de ago inoxiddvel AISI
304 (#4) ap6s 240 horas de contato a 37°C, utilizando meio de
cultura caldo triptona de soja (TSB) como substrato, submetidas
a solucdo sanificante controle (sem o6leo essencial). (A) 15
minutos de tempo de contato e (B) 60 minutos de tempo de
contato.
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No que diz respeito aos tempos de contato utilizados, observou-se que a
acdo das solucdes sanificantes a base de oleos essenciais e solu¢do sanificante
controle foi mais efetiva apés 60 minutos (P<0,05), para as duas etapas
analisadas (3 e 240 horas) (Tabelas 2 e 3). Como a agdo antibacteriana de 6leos
essenciais ocorre, principalmente, pelo aumento da permeabilidade da
membrana citoplasmdtica, com consequente extravasamento de conteido
celular, observa-se que quanto maior o tempo de contato do microrganismo com
a solu¢do contendo o oOleo essencial, maior serd a perda de constituintes
intracelulares. Segundo Denyer & Hugo (1991), apesar de certa quantia de
extravasamento do contetido celular ser tolerada pelas bactérias sem perda da
sua viabilidade, a perda extensiva de conteido ou a saida de moléculas
essenciais e ions conduzirdo a morte celular. Este fato pode explicar a maior
efetividade do tempo de contato de 60 minutos, quando comparado ao tempo de
contato de 15 minutos. Em contrapartida, pela MEV nao foram observadas
diferencgas evidentes entre a atuagdo das solugdes sanificantes a base de oleos
essenciais, nos dois tempos de contato utilizados (Figura 1 e 2).

A efetividade de sanificantes € frequentemente determinada pelo nimero
de células aderidas a superficie, obtido pela contagem padrao em placas, que sdo
capazes de reduzir. As contagens obtidas a partir de cupons de aco inoxidavel
sem nenhum tratamento sanificante as 3 e as 240 horas de formagdo do biofilme
foram utilizadas na determinacdo da redug¢do do numero de células de L.
monocytogenes aderidas a superficie de ago inoxidavel, apos tratamentos com as
solugdes sanificantes a base de 6leos essenciais e solucdo sanificante controle.
Todos os sanificantes a base de Oleos essenciais mostraram-se efetivos na
reducdo do numero de células de L. monocytogenes aderidas a superficie.
Entretanto, merecem destaque os sanificantes a base de o6leo essencial de C.
nardus que, apds 3 horas de formagdo do biofilme, no tempo de contato de 60

minutos, foi capaz de reduzir 88,13% das células aderidas (4,89 Log UF C.cm’z),
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e o sanificante constituido da combina¢ao dos 6leos essenciais de C. nardus e C.
citratus que, apds 240 horas de formagdo do biofilme, no tempo de contato de
60, foi capaz de reduzir 100% das células aderidas (5,64 Log UFC.cm2). As
menores reducdes observadas ocorreram apds tratamento com a solugdo
sanificante controle. (Tabela 4). Segundo recomendagdes da American Public
Helth Association (APHA, 1992), os agentes sanificantes fisicos ou quimicos
devem eliminar as bactérias patogénicas e reduzir o nimero de microrganismos
deteriorantes em niveis aceitaveis, como, por exemplo, 0,3 Log UFC.cm™ de
microrganismos aerobios mesofilos para superficies de ago inoxidavel ao fim do
processo de higienizacdo. Dessa forma, conclui-se que o sanificante constituido
da combinagdo dos oleos essenciais de C. nardus e C. citratus mostrou-se

eficiente e dentro das recomendagdes propostas.
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TABELA 4 Redugfo no nimero de células de Listeria monocytogenes aderidas
a superficie de aco inoxidavel AISI 304 (#4), as 3 e as 240 horas
de formacdo do biofilme, apos tratamento com as solugdes
sanificantes a base de Oleos essenciais e solucdo sanificante

controle.
3 horas
Sanificantes 15 minutos 60 minutos
Log UFC.cm™ %  Log UFC.cm™ %
Controle 0,69 14,11 2,01 41,11
C. citratus 1,97 40,28 2,18 44,58
Combinagéo 2,08 42,53 2,41 4928
C. nardus 2,85 58,28 4,31 88,13
240 horas
Sanificantes 15 minutos 60 minutos
Log UFC.cm™ %  Log UFC.cm™ %
Controle 0,59 10,46 1,16 20,56
C. citratus 1,50 26,59 4,09 72,51
Capim-citronela 3,28 58,15 4,46 79,07
C. nardus 3,87 68,61 5,64 100,00

“Valores obtidos a partir da subtragdo do nimero de células aderidas aos cupons de aco
inoxidavel sem nenhum tratamento sanificante (4,89 Log UFC.cm? as 3 horas e 5,64
Log UFC.cm™” as 240 horas) pelo numero de células aderidas aos cupons de ago
inoxidavel que foram submetidos as solucdes sanificantes a base de 6leos essenciais e
soluc¢do sanificante controle.

Observa-se, ainda, que a reducdo total do nimero de células aderidas a
superficie apresentada pelo sanificante constituido da combinacdo dos oleos
essenciais de C. nardus e C. citratus as 240 horas de formac¢do do biofilme
(Tabela 4) enfatiza a acdo sinergistica dos 6leos essenciais utilizados. O termo
sinergismo pode ser definido como o aumento da atividade de compostos ou
fatores quando aplicados em conjunto, comparada a atividade dos mesmos,
quando utilizados individualmente (Williamson, 2001; Ceylan & Fung, 2004). O
estudo do sinergismo pela combinag@o de 6leos essenciais de diferentes espécies
de plantas ja foi realizado in vitro, apresentando resultados promissores

(Delaquis et al., 2002; Fu et al., 2007; Al-Bayati, 2008; Gutierrez et al., 2008).
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Entretanto, ndo foi encontrado nenhum relato sob a ag@o sinergistica da
combinag¢do de dleos essenciais frente a bactérias aderidas a superficies.

Apesar dos elevados valores de redugdo obtidos apds o tratamento com
solucdes sanificantes a base de 6leos essenciais (Tabela 4), pela MEV pode-se
observar que ndo houve remog¢ao das células de L. monocytogenes aderidas a
superficie. Dessa maneira, conclui-se que a redugcdo do numero de células
aderidas observada pela contagem padrdo em placas pode ser atribuida a injuria
celular causada pelos 6leos essenciais, o que caracteriza o efeito bactericida das
solugdes sanificantes a base de o6leos essenciais utilizadas (Figuras 1 e 2). Para
que estas células injuriadas fossem removidas, sugere-se, apos a aplicagdo das
solucdes sanificantes a base de oleos essenciais, que seja feito um enxague para

a completa remogao de residuos, utilizando, para isso, agua sob pressao.
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6 CONCLUSOES

Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus sio novas alternativas para a
sanificacdo de superficies industriais de a¢o inoxidavel contaminadas por L.
monocytogenes. O efeito sinergistico da combinagdo dos mesmos ndo deve ser
descartado e representa maneira de potencializar a atividade antibacteriana

individual desses compostos.
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ANEXO A

TABELA 1A Resumo da andlise de variancia para o diametro dos halos de
inibicdo, em milimetros (mm), em func¢do dos tratamentos

estudados.
FV GL QM
Oleos essenciais (OE) 2 5,367870 **
Concentracgdes (C) 8 34,251944 **
OExC 16 1,027731 **
Erro 54 0,252963
Total corrigido 80

CV (%) = 26,17
Média Geral: 1,9222222

** Significativo, pelo teste de F, a 1% de probabilidade.

TABELA 2A Resumo da andlise de varidncia para o numero de células de
Listeria monocytogenes aderidas aos cupons de ago inoxidavel
as 3 horas, transformado por Log (x), em fun¢do dos tratamentos

estudados.
FV GL QM
Sanificantes (S) 3 10,386841 **
Tempos de contato (TC) 1 8,320135 **
SxTC 3 1,276308 ™
Blocos 2 58,753528 **
Erro 38 1,069168
Total corrigido 47

CV (%) = 40,06
Média geral: 2,5810120

** Significativo, pelo teste de F, a 1% de probabilidade.
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TABELA 3A Resumo da andlise de variancia para o numero de células de
Listeria monocytogenes aderidas aos cupons de ago inoxidavel
as 240 horas, transformado por Log (x), em fun¢do dos
tratamentos estudados.

FV GL QM
Sanificantes (S) 3 33,525984 **
Tempos de contato (TC) 1 27,912882 **
SXTC 3 2,232164 ™
Blocos 2 34,590538 **
Erro 38 2,290230
Total corrigido 47

CV (%) = 58,59
Meédia geral: 2,5696162

** Significativo, pelo teste de F, a 1% de probabilidade.
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ANEXO B

TABELA 1B

FIGURA 1B

Equagdes de regressdo ajustadas e coeficientes de
determinacio (R?) para o didmetro médio dos halos
de inibigdo, formado em fungdo das diferentes
concentragdes dos oOleos essenciais (OE) de
Cymbopogon citratus (CC), Cymbopogon nardus
(CN) e sua combina¢do (CM), frente a Listeria
MONOCYLOGENES. ......cveuvvereieieeeieetee e et en e

Diametro médio dos halos de inibigdo formados em
fun¢do das diferentes concentragdes dos oOleos
essenciais de Cymbopogon citratus (CC),
Cymbopogon nardus (CN) e sua combinagdo (CM),
frente a Listeria monocytogenes.........ccceeeverveeveeneene.
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TABELA 1B Equagdes de regressdo ajustadas e coeficientes de determinagdo

(R?) para o didmetro médio dos halos de inibigdo, formado em
funcao das diferentes concetragdes dos 6leos essenciais (OE) de
Cymbopogon citratus (CC), Cymbopogon nardus (CN) e sua
combinagdo (CM), frente a Listeria monocytogenes.

OE Equac0es de regressao R’

CC  -0,250888+0,104761x-0,001070x°+0,000004x’-0,00000x" 0,9830
CN  -0,172097+0,039988x-0,000154x*+0,00000x" 0,9768
CM  -0,192290+0,082862x-0,0007600x’+0,000003x’-0,00000x* 0,9909
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FIGURA 1B Diametro médio dos halos de inibi¢ao, formados em funcdo das
diferentes concentragdes dos oleos essenciais de Cymbopogon
citratus (CC), Cymbopogon nardus (CN) e sua combinagdo
(CM), frente a Listeria monocytogenes.
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