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RESUMO

A adesdo microbiana ¢ consequente formacdo de biofilmes ¢ um dos
grandes problemas enfrentados na inddstria de alimentos atualmente, devido o
potencial de contaminacdo dos alimentos pelos mesmos. Dentre os
microrganismos envolvidos, destaca-se a bactéria produtora de endosporos B.
cereus, devido a sua ampla distribui¢do na natureza, capacidade de adesdo e
sobrevivéncia em condi¢des adversas na forma de enddsporos, produciao de
diferentes toxinas e deterioracdo de alguns produtos alimenticios. A eliminac¢ao
normal requer o uso de sanitizantes com agdo bactericida e esporicida, no
entanto raros S30 0S sanitizantes com essa caracteristica. Assim, o0
desenvolvimento de novas alternativas de eliminacdo de células vegetativas e
endosporos ¢ fundamental. Este estudo teve como objetivos: caracterizar a
superficie do aco inoxidavel AISI 304 (#4) e correlacionar com adesdo de
células vegetativas e enddsporos de B. cereus no mesmo; verificar a
sensibilidade de células planctonicas e sésseis, bem como enddsporos livres e
aderidos aos sanitizantes a base de 6leos essenciais de Elettaria cardamomum e
C. citratus individuais e em combinagdo além de determinar a composi¢ao
quimica, a tensdo superficial dos mesmos; avaliar pela microscopia eletronica de
varredura o aspecto morfologico do biofilme maduro, dos endosporos aderidos ¢
acdo dos 6leos essenciais sobre 0os mesmo.

Palavras-chave: B. cereus. Endésporos. Cardamomo. Capim-limao.



ABSTRACT

Microbial adhesion and subsequent biofilm formation are major
problems with which the food industry is currently faced, seeing as such
phenomena are a major source of product contamination. Among the involved
microorganisms, endospore producing bacteria B. cereus stands out, due to its
broad distribution in nature, adhesion and survival capabilities under the form of
endospores, toxin production, and to its potential to deteriorate certain food
products. B. cereus elimination requires sanitizing products with both
bactericidal and sporicidal propertiecs. However, such sanitizers are rare, and
such rarity can only be remedied through the development of new vegetative cell
and endospore cleansing alternatives. This study has sought to characterize AISI
304#4 stainless steel surfaces, relating B. cereus vegetative cell and endospore
adhesion to it; assess the planktonic and sessile cells’ sensibility, as well as that
of free and adhered endospores, to the essential oils of Elettaria cardamomum
and C. citratus, both individually and combined; determine the chemical
compositions, as well as superficial tensions, of such essential oils; evaluate,
through scanning electron microscopy, the mature biofilm’s morphological
aspect, as well as that of the adhered endospores, and the changes induced in
them by the essential oils.

Keywords: B. cereus. Endospores. Cardamom. Lemongrass.
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1 INTRODUCAO

Apesar do avango nas técnicas de processamento ¢ de higienizagdo, a
quantidade e a gravidade de doencas relacionadas a alimentos em todo o mundo
tém aumentado as exigéncias dos consumidores em relacdo a qualidade dos
alimentos que levam a mesa. Assim, a seguranga dos alimentos constitui
preocupagao constante para a industria, os consumidores ¢ os 6rgaos de saude
publica.

Em geral, o grande problema para industria de alimentos tem sido as
condi¢des higiénicas das superficies dos equipamentos e dos utensilios. Uma
superficie mal higienizada, somado a capacidade de adesdo de microrganismos e
formacao de biofilme, pode se tornar fonte potencial de contamina¢do. Uma vez
formados os biofilmes sdo de dificil remogdo, sendo importante evita-los desde
processos iniciais e antes que 0s microrganismos sintetizem substancia
exopoliméricas. Para isso, a realizagdo de um processo de higienizacdo
adequado que siga corretamente os procedimentos ¢ normas de limpeza e
sanitizagdo, como por exemplo, o controle da concentragdo da solucéo e tempo
de contanto ¢ fundamental.

Na induastria de alimentos a formagdo de biofilme é motivo de
preocupacdo, uma vez que causam problemas de ordem econdmica e produtiva,
como a diminuigdo da transferéncia de calor, a perda da vida 1til dos
equipamentos por corrosdo, a contamina¢do cruzada e a veiculagdo de
microrganismos patogénicos aos alimentos.

As bactérias, produtoras de enddsporos estdo entre as principais
responsaveis pelos problemas de deterioragdo na industria de alimentos. O
Bacillus cereus e seus enddsporos sdo comumente encontrados em ambientes
industriais, podendo contaminar desde as matérias-primas até os alimentos

processados e provocando diferentes alteragdes, sendo frequentemente
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relacionados a surtos alimentares. O fato dos endosporos e dos biofilmes de
B.cereus possuirem maior resisténcia aos sanitizantes e capacidade de adesdo
que as células vegetativas, devido a sua alta hidrofobicidade e morfologia, a
escolha de um sanitizante que seja eficiente contra células vegetativas e ao
mesmo tempo contra endosporos € primordial para manter a qualidade na
induastria de alimentos. O B. cereus apresenta capacidade de aderir e formar
biofilmes em diferentes superficies, o que dificulta a eliminagdo e até mesmo
sua diminui¢do nos ambientes industriais €, consequentemente contribuem para
sua ocorréncia e persisténcia nos alimentos.

Varias pesquisas buscam a utilizagdo de novos compostos
antimicrobianos como alternativa aos tradicionais, devido principalmente ao
declinio do numero de aprovagdes de novos farmacos e a perda de protecao de
patentes. Além disso, observa-se aumento do ntiimero de bactérias que se
mostram resistentes aos agentes sanitizantes, tanto na area médica quanto na
industria de alimentos. Os sanitizantes de interesse na inddstria de alimentos
devem possuir eficiéncia na eliminagdo de células planctonicas, sésseis e
endosporos  simultaneamente. Portanto, novas pesquisas devem  ser
desenvolvidas para esse fim. O potencial de aplicagio de compostos
antimicrobianos a base de Oleos essenciais ou de seus constituintes ¢ uma
alternativa que esta sendo atualmente estudada.

Oleos essenciais sdo produtos volateis e odoriferos obtidos do
metabolismo secundario de plantas. Dessa forma, os 6leos essenciais passaram a
ter atengdo dos pesquisadores visando a obtencdo de compostos ou misturas
deles a fim de utilizd-los com agentes antimicrobianos. Entre as espécies
aromaticas, a Elettaria cardamomum e o Cymbopogon citratus, conhecidos
popularmente como cardamomo e capim-limdo, respectivamente apresentam
inimeras atividades biologicas, reflexo da sua composi¢do quimica complexa.

Diante do exposto, o presente estudo objetivou:
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avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de Elettaria
cardamomum e Cymbopogon citratus, individual e em combinagdo
sobre Bacillus cereus ATCC 14579;

avaliar a atividade esporicida dos oOleos essenciais de E.
cardamomum e C. citratus, individual e em combinacio;

avaliar a acdo sanificante dos dleos essenciais de E. cardamomum e
C. citratus, individual e em combinagdo sobre biofilme de B. cereus
ATCC 14579 formado em superficie de aco inoxidavel AISI 304;
avaliar a acdo sanificante dos dleos essenciais de E. cardamomum e
C. citratus, individual e em combinagdo sobre enddosporos de B.
cereus ATCC 14579 aderidos em superficie de aco inoxidavel AISI
304;

avaliar a hidrofobicidade da superficie de ago inoxidavel, AISI 304
e das células de B.cereus ATCC 14579;

medir a tensdo superficial dos 6leos essenciais de E. cardamomum

e C. citratus;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fundamentos e importancia da higienizacdo na industria de alimentos

Na area de prevengdo geral de doencas infecciosas a desinfeccdo e a
esterilizacdo representam papel fundamental na redug@o do risco de infecgdes.
Estes processos s3o fundamentais também pra a indastria alimentar
(SANSEBASTIANO; ZONI; BIGLIARDI, 2007).

Na induastria de alimentos, a higienizagdo inclui duas etapas
fundamentais: limpeza e sanitizagdo. A limpeza tem como objetivo principal a
remocdo de residuos organicos aderidos as superficies, constituidos
principalmente por carboidratos, proteinas, gorduras e sais minerais. A
sanitizagdo, por sua vez, tem como objetivo eliminar microrganismos
patogénicos e reduzir o numero de microrganismos alteradores para niveis
considerados seguros (ANDRADE, 2008).

As etapas do processo de higienizacdo; a limpeza e a sanitizagdo dos
equipamentos e utensilios que entram em contato com os alimentos, sdo
geralmente realizados por métodos fisicos e/ou quimicos. Esses processos
devem remover corpos e desinfectar as superficies (SANSEBASTIANO; ZONI;
BIGLIARDI, 2007).

Segundo Dutra (2006), os alimentos podem ser contaminados por
bactérias patogénicas e deteriorantes, como resultado de condi¢des de higiene
deficiente durante seu processamento. A contaminagdo pode partir de pessoas ou
animais doentes e/ou a partir de fezes provenientes de individuos infectados,
somados as mas praticas de fabricagéo.

Devido a necessidade da industria alimenticia de produzir alimentos
seguros, o controle higiénico, sanitario e tecnoldgico, constitui-se em fator

preponderante para evolugdo técnica e industrial (DUTRA, 2006).
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A higienizagdo na industria de alimentos ¢ fundamental para a garantia
da seguranga dos alimentos, seja para o mercado externo ou interno.
Procedimentos de higienizagdo deficientes levam a formagdo de biofilmes
microbianos sobre superficies. A natureza dessas estruturas dificulta o processo
de higienizagao industrial. Métodos convencionais de limpeza e sanitizagdo sdo
geralmente ineficientes em superficies com formagdo de biofime bacteriano
(KORENBLUM et al., 2008).

As operagdes de limpeza e sanitizacdo devem ser realizadas com rapidez
¢ regularidade (entre os ciclos de produgdo), para remover e eliminar
efetivamente as bactérias em estagio inicial de ades@o, impedindo a
contaminacdo das matérias-primas, produtos acabados e protegendo a satde dos
consumidores (MAFU et al., 2010).

Para minimizar as contaminagdes em superficies, é necessario conhecer
as diferentes condigdes ambientais que a promovem e que afetam a
sobrevivéncia dos microrganismos, a fim de reduzir sua incidéncia na industria

de alimentos.

2.2 Biofilmes microbianos

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre, ndo com
células individualizadas crescendo de maneira planctonica (livres, em
suspensdo), mas como comunidades sésseis (células microbianas associadas a
diversos tipos de superficie), com diferentes graus de complexidade, em
estrutururas conhecidas como biofilmes (WATINICK; KOLTER, 2000; WEBB;
GIVSKOVY; KIELLEBERG, 2003). Estudos do desenvolvimento microbiano
tem demonstrado que os microrganismos sdo capazes de diferenciacdo e

comportamentos complexos (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).
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Na maior parte da historia da microbiologia, microrganismos foram
essencialmente caracterizados por cultivo de células planctonicas e descritos
com base nas caracteristicas do seu crescimento em meios de cultura
nutricionalmente ricos (DAVEY; O’TOOLE, 2000; DONLAN, 2002). No
entanto, o paradigma da célula planctonica ndo reflete com precisdo o
crescimento bacteriano na natureza.

Os microrganismos sdo frequentemente vistos como criaturas simples
quando comparados aos organismos superiores. A redescoberta do fendmeno
microbiologico, primeiramente descrita por Van Leeuwenhoek, de que os
microrganismos crescem de forma agregada sobre as superficies expostas levou
a estudos que revelaram associacdo microbiana em superficie (DONLAN,
2002).

Biofilmes podem ser definidos como um complexo ecossistema
microbiolégico formado por populacdo microbiana envolta numa matriz
composta por substancias poliméricas extracelulares (EPS) que s@o produzidas
pelos proprios microrganismos (COSTERTON; WILSON, 2004; PARSEK;
FUQUA, 2004) podendo ser compostos por populagdo desenvolvida a partir de
uma unica espécie ou por comunidades derivadas de multiplas espécies
microbianas aderidas a superficies vivas (bidticas) ou inertes (abidticas)

(DAVEY; O°'TOOLE, 2000).

2.3 Estrutura e composicao do biofilme

Biofilmes sdo comunidades estruturadas de células aderidas as
superficies e envolvidas numa matriz polimérica (HAMON; LAZAZZERA,
2001; O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000), tais associagdes sdo eficientes
meios de tornar o microambiente mais favoravel aos microrganismos

(WATINICK; KOLTER, 2000).
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A matriz polissacaridica que envolve o biofilme pode ser comparada
com um sistema de enzimas imobilizadas em que o meio e as atividades
enzimaticas estdo em constante mudanga (SUTHERLAND, 2001). Grande parte
da matriz (até 97%) ¢ constituida por agua, dependendo de cada sistema. A agua
presente pode ser parte da composicdo das células ou existir livre no meio
circundante, agindo como solvente. Além de agua e células microbianas, a
matriz do biofilme é formado por um complexo de polimeros secretados, isto &,
substancias polimericas extracelulares (EPS). Os EPS s3o constituidos por
particulas de proteinas, lipideos, fosfolipidios, carboidratos, sais minerais e
vitaminas, entre outros, formando uma espécie de crosta, sob a qual, os
microrganismos continuam a crescerem, formando cultivo puro ou associagdo
com outros microrganismos, aumentando a prote¢do contra agressdes quimicas e
fisicas (PARIZZI et al., 2004; SUTHERLAND, 2001; XIOAQI; BISHOP;
KUPFERLE, 1998).

A composi¢do do biofilme esta representada na Tabela 1.

Tabela 1 Composic¢ao da matriz do biofilme

Componentes Percentagem

Agua Até 97%

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

Proteinas (extracelular e resultante da lise) <1-2%(varias, incluindo enzimas)
DNA e RNA <1-2% ( resultante da lise)

fons (ligados e livres)

Fonte: Surtheland (2001)

Na maioria dos biofilmes, os microrganismos constituem menos de 10%
da matéria seca, enquanto a matriz pode ser responsavel por mais de 90%
(FLEMMING; WINGENDER, 2010). O topo ¢ a base do biofilme tem maior
densidade de células, e muitas vezes existem canais, para o transporte de adgua,
nutrientes e residuos (REN; SIMS; WOOD, 2002). As células dentro do

biofilme estdo sujeitas a gradientes de nutrientes, que normalmente resultam em
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células metabolicamente ativas, ou seja, com acesso a nutrientes, na superficie
intermediaria do biofilme e células metabolicamente inativas no liquido
sobreposto a periferia e na superficie mais interna (PARSEK; FUQUA, 2004).
Os biofilmes contém células bacterianas em diferentes estagios de

desenvolvimento fisiologicos.

2.3.1 Matriz de substancias exopolimericas (EPS)

A composi¢do da matriz, como exemplificado por Wimpenny (2001) ¢é
dependente de fatores intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos surgem de
acordo com o perfil genético dos componentes das células microbianas, fatores
extrinsecos incluem o ambiente fisico-quimico no qual o biofilme e sua matriz
estdo localizados, o que, inevitavelmente, é constantemente influenciado pelo
transporte de soluto e gradientes de difusdo. Devido a grande variedade de
substancias que constituiem o EPS e a dificuldade de analisa-los tem sido
chamado de “matéria escura de biofilmes”(FLEMMING; NEU; WOZNIAK.,
2007; SHENG; YU; YU, 2005) (Quadro 1).

A concentracdo, coesdo, carga, capacidade de sor¢do, especificidade e
natureza dos componentes individuais do EPS, assim como a arquitetura
tridimensional da matriz (densidade, poros e canais), determina o0 modo de vida

do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Quadro 1 Fungdes das substincias extracelulares poliméricas em biofilmes

bacterianos
~ A . Componentes
Fungéo Relevancia para o biofilme envolvidos EPS
Permite a fixacdo inicial e colonizagdo de Polissacarideos,
Adesio superﬁ(?ies abioticas e biéticas.por células Proteinas, DNA,
planctonicas e a longo tempo, dispersdo para moléculas
outras superficies ampifilicas

“Continua...”
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~ . . Componentes
Fungdo Relevancia para o biofilme .
une v P envolvidos EPS
~ Permite ligacdo entre as células, a imobilizagdo
Agregacdo L ~ . . .
das  células temporaria de populagdes bacterianas, o Polissacarideos,
bacterianas desenvolvimento de altas densidades celulares | proteinas e DNA
e o reconhecimento célula-célula
Forma rede de polimero hidratado (matriz do
biofilme), mediando a estabilidade mecanica . ,
. . . Polissacarideos
~ do biofilme (muitas vezes em conjunto com
Coesao  do (. . . neutros e
. cations polivalentes) e, através da estrutura do
biofilme . . . ) carregados,
EPS (céapsula, bainha), determina a arquitetura roteinas € DNA
do biofilme, bem como permite a comunicagao p
célula-célula
Retencio  de Mantém o microambiente altamente hidratadas Polissacarideos
doua ¢ em torno do biofilme, levando a tolerancia de hidrofilicos, e
£ dessecacdo em ambientes deficientes de agua proteinas

Confere resisténcia inespecifica e especifica,

Barreira durante infeccdo, e confere tolerdncia a Polissacarideos e

protetora diversos agentes antimicrobianos (por proteinas
exemplo, desinfectantes e antibidticos)

Sorgdo de | Permite o acimulo de nutrientes do meio ¢ a Polissacarideos

compostos sor¢do de xenobioticos (contribuindo assim hidrofobicos e

organicos para a desintoxicagcdo do meio ambiente) proteinas

Funcéo Relevancia para o biofilme Componentes

envolvidos EPS

Sor¢do de

Promove a formagao de gel de polissacarideo,

Polissacarideos e

ions troca idnica, formagao mineral e acimulo de proteinas
organicos ions metalicos toxicos (contribuindo para a carregadas,
desintoxicagdo do ambiente) incluindo
substancias
inorgénicas,
fosfatos e sulfatos
Atividade Permite a digestdo de macromoléculas de Proteinas
enzimatica nutrientes exdgenos, aquisi¢do e degradagio
do EPS estrutural, e a liberagdo de células do
biofilme
Sor¢do  de | Fornece fonte de carbono, nitrogénio e fosforo Potencialmente
nutrientes todos os
constituintes do
EPS
Troca de | Facilita a transferéncia de genes entre células DNA
material do biofilme
genético

“Continua...”
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Quadro 1 “conclusdo”

~ A . Componentes
Funcdo Relevancia para o biofilme envolvidos EPS
Doacéo e | Permite atividade redox na matriz do biofilme Proteinas
recepgdo de
elétrons
Exportacao Eliminag@o de material celular como trocas Vesiculas
de metabolicas contendo acidos
componentes nucléicos,
celulares enzimas,

lipopolissacarideos
e fosfolipidios
Eliminar Elimina excesso de carbono e nitrogénio em Polissacarideos
excesso de desequilibrio
energia
Ligagdo de Resulta na acumulagao, retengao e Polissacarideos e
enzima estabilizagdo de enzimas ¢ suas interagdes com enzimas
polissacarideos

Fonte: Flemming e Wingender (2010)

2.4 Microrganismos envolvidos no processo de adesdo e formacdo do
biofilme

Varios microrganismos sdo capazes de aderir e formar biofilmes em
diversos tipos de superficies, podendo ser divididos em deteriorantes e
patogénicos. Na industria de alimentos, o grupo de maior predominancia e o das
bactérias, cujas elevadas taxas de reproducdo, grande capacidade de adaptacao e
produgdo de substancias e estruturas extracelulares, fazem aptas a formacao de
biofilme (NITSCHKE, 2006; CHARACKLIS, 1990).

Segundo Andrade; Bridgeman; Zottola (1998) para se considerar um
biofilme ¢é necessario um nimero minimo de 107 células aderidas por cm®.
Porém, outros pesquisadores consideram valores menores, como Ronner; Wong
(1993) e Wirtanen; Husmark; Mattila-Sandholm (1996) que consideram como
biofilme um numero de células aderidas de 10° e 10° por cm” respectivamente.

Dentre as espécies bacterianas que podem participar de processos de

adesdo e formacgdo de biofilmes na indastria de alimentos e causar riscos
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destaca-se: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas
fluorescens, Micrococcus sp., Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, Salmonella Thyphimurium, Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (ALTMAN et al., 2009; LINDSAY et
al., 2002; PARIZZI et al.,, 2004; POIMENIDOU et al., 2003; WEBB;
GIVSKOVY; KJELLEBERG, 2003).

2.4.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus apresenta-se na forma de bastonete Gram-positivo, €
aerdbio facultativo, sendo caracterizado pela formagao de endésporos. Tem duas
formas morfologicas: endosporo e célula vegetativa (VALERO et al., 2006).

B. cereus ¢ potencial causador de doengas com origem alimentar devido
a sua capacidade de produgdo de diversas enterotoxinas (ANDERSSON;
RONNER; GRANUM, 1994; ENEROTH et al., 2001) que podem se manifestar
tanto na forma emética como na forma diarréica (GRANUM, 2001), e implicado
em varios surtos envolvendo diversos produtos, como arroz, macarriao, carne,
legumes e laticinios (DIERICK et al., 2005). No ultimo relatério da EFSA
(European Food Safety Authority, 2007) sobre surtos, B. cereus foi o agente
causador de 77 surtos de toxinfec¢des representando 17,1% dos casos devido a
toxinas bacterianas. Sendo patogeno, causa toxinfecgOes pela produgdo de
enterotoxinas (GRANUM, 2001).

A capacidade de B. cereus em produzir e secretar certas toxinas sdo os
mais importantes aspectos bioquimicos deste microrganismo. Inumeras
linhagens sintetizam grande variedade de metabolitos extracelulares, incluindo
enzimas que podem promover a deterioracdo dos alimentos (GRANUM, 1994;
LINDSAY et al., 2002). Até agora foram identificadas sete toxinas diferentes,

dessas, seis sdo produzidas e secretadas durante o crescimento vegetativo da
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bactéria no intestino, a outra uma toxina emética, ¢ produzida durante o
crescimento bacteriano no alimento. Dentre as toxinas pode-se citar a citolisina,
que se liga ao colesterol (cereolisina O ou hemolisina I), a hemolisina II, a
hemolisina III e a hemolisina IV. Além da hemolisina BL (HBL), ainda existem
as enterotoxinas ndo hemolitica (NHE) e a citotoxina K (BHUNIA, 2008;
GRANUM, 1994; RAJKOWSKI; BENNETT, 2003).

Dentre as enzimas produzidas por este microrganismo destacam-se as
fosfolipases, a lecitinase, a esfingomielinase, a colagenase, a protease, a amilase
¢ a B-lactamase. Esta promove a inativa¢ao da penicilina tornando, assim, o B.
cereus resistente a este antibidtico (BHUNIA, 2008; GRANUM, 1994;
RAJKOWSKI; BENNETT, 2003).

As toxinas diarreicas sdo produzidas durante a multiplicagdo de B.
cereus no intestino delgado humano, sendo necessaria a ingestdo de grande
numero de células viaveis pelo individuo para que a doenga ocorra. A dose
infectante para ocasionar a sindrome diarreica é estimada entre 10* a 10° células
viaveis (GERMANAO; GERMANO, 2003; GRANUM, 1994; NOTERMANS
et al,, 1997). A sindrome diarreica caracteriza-se por provocar o quadro de
diarreia intensa e dores abdominais no individuo, sendo a ocorréncia de nausea e
vOmitos rara. O periodo de incubag¢do da doencga varia entre 8 a 16 horas
(AGATA, OHTA, YOKOYAMA, 2002; GRANUM, 1994).

A toxina emética produzida pelo B. cereus ¢ denominada cereulida,
possui massa molecular de 1,2 kDa e consiste em trés repeticdes de quatro
aminoacidos modificados (D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val) que formam a
estrutura em anel, é termoestdvel no alimento, causando toxinose tipica
(BHUNIA, 2008; KUSE et al., 2000; RAJKOWSKI; BENNETT, 2003).

Este tipo de toxinose ¢ descrito por causar sintomas como nauseas,
vOmitos e mal estar geral, e em poucos casos diarreia. Caracteriza-se por periodo

curto de incubagdo entre 1 ¢ 6 horas (AGATA; OHTA; YOKOYAMA, 2002;
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GRANUM, 1994). A toxina diarreica difere-se da emética pela Dbaixa
estabilidade em relagdo a temperatura, enzimas proteoliticas e variacdes de pH
(JOHNSON; NELSON; BUSTA, 1983).

Uma variedade de espécies de Bacillus tem sido demostrada por ser
capaz de formar biofimes em surperficies de metal e produzir elaboradas
comunidades multicelulares que apresentam caracteristicas arquitetonicas, como
projecdes aéreas que se estendem em toda superficie do biofilme (BRANDA et

al., 2004).

2.4.2 Enddsporos

O ciclo vegetativo das bactérias caracteriza-se sumariamente pela
duplicagdo do material genético, seguida da divisdo celular, originando novas
células. Quando a reproducdo celular torna-se comprometida devido ao estresse
ambiental, as respostas genéticas e metabolicas de algumas espécies direcionam-
se conjuntamente pra iniciar o processo de esporulacio (SERRANO et al.,
2001). Assim, com relagdo a formagao do endosporo bacteriano (Figura 1) pode-
se dizer que ¢ uma forma de manuten¢do da viabilidade microbiana (REAL;

HENRIQUES, 2001).
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Figura 1 Esquema das principais fases do ciclo de vida de Bacillus sp.
Fonte: Adaptado de Errington (2003)

Endosporos de B. cereus estdo presentes em solos sendo regularmente
disseminados nos produtos agricolas crus e consequentemente encontrados em
varias etapas da cadeia alimentar devido a sua resisténcia a agentes fisicos e
quimicos (VALERO et al., 2006).

Uma das caracteristicas de B. cereus ¢ sua habilidade de produzir
enddsporos altamente resistentes ao calor, o que garante a ele a sobrevivéncia
durante etapas de processamento dos alimentos (RYU; BEAUCHAT, 2005;
SCHELDEMAN et al., 2005).

A presenca de enddsporos de Bacillus no alimento pode causar danos e

grandes prejuizos a industria de alimentos. A presenga de células vegetativas de
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B. cereus ¢ frequentemente implicada em gastroenterites de origem alimentar,
mas também pode dar origem a deteriora¢do, causando problemas na industria
de laticinios como a coagulagdo doce e desenvolvimento de diversos sabores
estranhos no leite (FAILLE; FONTAINE; BENEZECH, 2001).

Pesquisas revelam que B. cereus produz endosporos altamente
hidrofobicos que aderem firmimente a varios substratos inertes. Uma vez que o
primeiro passo da adesdo tenha sido completado, a colonizagdo pode ocorrer
quando condi¢des ambientais tornam-se favoraveis a germinagdo do enddsporo
(BRANDA et al., 2004; FAILLE ; FONTAINE; BENEZECH, 2001; JULLIEN
et al,. 2002), que pode acontecer nas temperaturas entre 5 °C e 50 °C com tempo

de geracgdo entre 26 e 57 minutos (JOHNSON, 1984).

2.5 Dindmica de formacéo e maturacao do biofilme

Os microrganismos passam por intensas mudangas durante a transi¢do
de células planctonicas para células sésseis e a posterior organizacdo em
comunidades altamente complexas (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).

O desenvolvimento do biofilme bacteriano inclui tanto o comportamento
individual, as interagdes iniciais das células indiferenciadas, assim como a morte
celular e a diferenciagio no biofilme maduro (WEBB; GIVSKOVY;
KJELLEBERG, 2003). O biofilme forma-se em qualquer superficie solida onde
haja presenga bacteriana, sendo que sua formagao ocorre em uma sequéncia de

eventos:

a) os nutrientes dos alimentos sdo adsorvidos na superficie formando
um filme condicionante. Isso leva a uma alta concentragdo de
nutrientes, ¢ favorece a formacgdo de biofilmes. A camada de

nutrientes afeta ainda as propriedades fisico-quimicas da superficie,
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por exemplo, mudanga na hidrofobicidade e as cargas eletrostaticas,
as quais influenciam as condi¢des de colonizagio.

b) Apés a formacdo dessa camada a bactéria se aproxima da
superficie, de modo que sua mobilidade seja retardada. A bactéria
pode, entdo, formar uma associacdo transitéria com a superficie
e/ou outros microrganismos anteriormente ligados a superficie. Esta
associagdo transitoria permite a busca de um lugar para se
estabelecer. A adesdo inicial ¢ controlada por interagdes
eletrostaticas e por forgas fisicas, como forga de Van der Waalls,
forca de Lewis e ligagdes de hidrogénio. Estas forcas estao
diretamente relacionadas com as propriedades fisico-quimicas das
superficies a serem aderidas e da superficie do microrganismo, que
sdo a hidrofobicidade e a carga elétrica.

c) Apo6s a adsor¢do ocorrem a adesdo irreversivel e crescimento das
células bacterianas nas superficies. Durante essa fase, as células
produzem mais polimeros, que aumentam sua fixacdo e estabilizam
as colonias contra flutuagdes do ambiente.

d) Junto a adesdo continua ocorre a produgcdo de moléculas
sinalizadoras, transporte de substratos, multiplicacdo celular,
replicagdo, producdo de EPS, levando a formag&o de biofilme.

e) Com o tempo, o biofilme comeca a liberar particulas relativamente
grandes de biomassa. As bactérias das partes liberadas podem
contaminar o alimento e/ou iniciar a formag¢ao de um novo biofilme
(BREYERS; RATNER, 2004; KREPSKY et al., 2003; RAZATOS
et al., 1998; WATNICK; KOLTER, 2000).

O caracter irreversivel da adesdo ¢ geralmente mediado pela produgdo

do EPS e pela presenca de apéndices (pili, flagelo, proteinas adesina) (SIMOES;
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SIMOES; VIEIRA,. 2010; FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007;
CHARACKLIS, 1990).

Varios mecanismos s3o utilizados para o transporte das células,
incluindo movimento browniano, sedimenta¢do devido a diferencas de
gravidade especifica entre bactérias e o liquido do meio e transporte de massa,
pelo qual as bactérias s3o transportadas pelo movimento do fluxo (PALMER;
FLINT; BROOKS, 2007). Assim, a primeira etapa envolvida na formagdo do
biofilme, ocorre inicialmente com a adsorcdo reversivel a superficie. Durante a
adesdo reversivel, as bactérias ainda exibem movimentos brownianos e sio
facilmente removidas pela aplicagdo de uma for¢a minima (CHMIELEWSKI;
FRANK, 2003).

Na Figura 2, tem-se a ilustragdo das etapas do mecanismo de adesdo

bacteriano.
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Figura 2 Processo de formagao do biofilme (Breyers ¢ Ratner, 2004)

Estudos indicam que os biofimes sdo pontos estaveis no ciclo biologico
que inclui iniciacdo, matura¢do, manutencdo ¢ dissolugdo. Bactérias parecem

iniciar o desenvolvimento de biofilme em resposta a determinada mudanga no
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meio, como a disponibilidade de nutrientes (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER,
2000). A remocdo das células aderidas de forma irreversivel torna-se dificil,
exigindo aplicacdo de forgas fisicas, tais como alto cisalhamento e aplicag@o de
agentes quimicos para interromper as ligagdes célula-superficie (SINDE;
CARBALLO, 2000), ou através de reagdes internas ou externas que provocam o
descolamento e a perda de regides do biofilme (JENKINSON; LAPIN-SCOTT,
2001).

2.6 Fatores que influenciam o processo de adesao e formacao do biofilme

Segundo Laspido e Rittmann (2004) as propriedades fisicas das células
desempenham papel importante no controle da sua atividade metabdlica e sua
capacidade de se aderir ao substrato. Varios estudos tém descrito o fendmeno de
adesdo bacteriana em termos de parametros fisico-quimicos, tais como
hidrofobicidade (MARK et al., 1987), energia de superficie (ABSOLOM, et al.,
1983; BUSSCHER et al., 1984) e interagdes ecletrostaticas das particulas
celulares com as superficies (BAYER; SLOYER, 1990).

Portanto, para entender o processo de adesdo € necessario conhecimento
das caracteristicas fisico-quimicas do material do substrato ¢ da superficie da
célula. A possibilidade de se formar ligacdes especificas entre a bactéria e
superficie depende da composi¢do quimica da superficie ¢ da composigdo da
camada mais externa da célula (VALCARCE; BUSALMEN; SANCHEZ, 2002).
A adesao bacteriana e formacao de biofilme sdo influenciadas por varios fatores
tais como: condigdes da superficie (ranhuras e rugosidades) e tipos de nutrientes
presente no meio (HILBERT et al, 2003), temperatura de crescimento
(CHAVANT et al.,, 2002; GIOVANNACCI et al., 2000), pH, temperatura,
tempo de exposicao (DI BONAVENTURA, et al., 2007; MAFU et al., 2010),

interagdes - eletrostatica e fisica - entre a superficie e a célula bacteriana
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(MAZUMDER et al., 2010), e a comunicag¢do entre células, isto é, 0 mecanismo
guorum sensing (ANNOUS et al., 2009).

A adesdo de Aeromonas hydrophila, Escherichia coli O157: H7,
Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus em superficies hidrofobicas e
hidrofilicas em culturas a diferentes pHs (6, 7 e 8) foi avaliada por Mafu et al
(2010). Os resultados indicaram que os patdogenos podem se adaptar aos
diferentes pH dos meios culturas e se aderir independentemente das superficies
(MAFU et al., 2010).

A morfologia das células (motilidade, pili, flagelo, fimbrias, adesinas,
acido lipoteicoico e capsula) exerce fundamental importincia no processo de
ancoragem e aderéncia das células a superfice (PRAKASH; VEEGOWDA;
KRISHNAPPA, 2003; TRACHOO, 2003).

2.7 Superficies envolvidas na formacéo do biofilme

Biofilmes podem ser formados em grande variedade de superficies,
incluindo tecidos vivos, dispositivos médicos, sistema de tubulagdes industriais
e de agua potavel, ou sistemas aquaticos naturais (DONLAN, 2002). A
possibilidade de formar ligagdes especificas entre a superficie e o
microrganismo depende da sua composi¢do quimica ¢ da composi¢do da camada
mais externa da célula (VALCARCE; FONTAINE; BENEZECH et al, 2002).

Na industria de alimentos um numero consideravel de superficies
utilizadas permite o processo de adesdo microbiana, tais como ago inoxidavel,
vidro, ferro fundido, borracha, polipropileno, polietileno de baixa densidade e
policarbonato (ANDRADE; BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 1998;
GIOVANNACCI et al., 2000; HILBERT et al., 2003; PARIZZI et al., 2004).

Estima-se que mais de 90% dos microrganismos vivam na forma de biofilmes
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(DONLAN, 2002) e praticamente ndo existe nenhuma superficie que ndo possa
ser colonizada por bactérias (CHARACKLIS, 1981).

Na industria de alimentos, o aco inoxidavel ¢ o material comumente
usado na fabricacdo de equipamentos e utensilios em geral (JULLIEN et al,.
2002), porém ¢ frequentemente associado a contaminagdo microbiana,devido a

adesdo e formagao de biofilmes no mesmo (HILBERT et al,. 2003).

2.8 Controle e eliminacgéo de biofilmes

A industria de alimentos deve adotar estratégias de carater preventivo
para o controle do biofilme. Para tal, € necessario implementar procedimentos
eficientes de limpeza. No entanto, tais medidas nem sempre sdo suficientes para
evitar a formacao e acumulo de biofilmes nas superficies. Quando os métodos de
limpezas ndo sdo suficientes para evitar a formacdo de biofilme, as substancias
quimicas com propriedades antimicrobianas sdo utilizadas.

Sdo considerados agentes antimicrobianos, todas as substancias que
possuem uma ou mais zonas ativas capazes de estabelecer interagcdes com
componentes celulares em sitios-alvo especificos das células microbianas
(PAULUS, 1993). De forma geral, antimicrobiano define-se como sendo uma
substancia que exerce um efeito adverso na viabilidade ou no crescimento e
reproducdo do microrganismo (GAYLARDE; MORTON, 1999; PAULUS,
1993).

Dentre os agentes antimicrobianos tradicionais utilizados na formulag¢ao
de sanitizantes para industria de alimentos t€ém-se os de cardter oxidantes e os
ndo oxidantes. Entre os agentes pode-se citar os compostos clorados (cloro,
dioxido de cloro, acido hipocloroso, hipoclorito de sédio e de calcio), compostos
ndo halogenados (0zo6nio, peroxido de hidrogénio), aldeidos, sais quartenarios de

amonio, entre outros (ANDRADE, 2008).
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2.9 Novas estratégias

Varias alternativas aos métodos convencionais de uso de sanitizantes
tém sido desenvolvidas. Entre estas, o uso de enzimas especificas, de
biodispersantes ¢ de organismos competidores tem sido objetos de estudo.
Infelizmente, até 0 momento nao podem ser considerados uma real alternativa ao
uso de antimicrobianos quimicos tradicionais.

A indtstria de alimentos vive a constante preocupacdo de obter produtos
mais seguros microbiologicamente e com vida 1til maior, levando ao uso mais
frequente de sanificagdo quimica (LANGSRUD et al.,, 2003). No entanto,
estudos recentes demostraram que o uso de determinados sanificantes por
periodos muito longos, promove pressao seletiva contribuindo para a emergéncia
de microrganismos resistentes a estes compostos em ambientes relacionados a
alimentos (CLOETE, 2003). No futuro a resisténcia microbiana pode tornar-se
grande desafio para as industrias processadoras de alimentos.

Nas ultimas décadas, produtos vegetais com atividade antimicrobiana
ganharam especial interesse por causa da resisténcia aos antibioticos que alguns
microrganismos t€ém adquirido (ESSAWI; SROUR, 2000), ao mesmo tempo, a
sociedade ocidental esta enfrentando a tendéncia do consumismo “verde”
(SMID; GORRIS, 1999), desejando menos aditivos alimentares sintéticos e

produtos com um menor impacto sobre o meio ambiente.

2.9.1 Oleos essenciais

Os metabolitos sintetizados pelos seres vivos sdo divididos em priméarios

e secundarios.
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A biossintese dos metabolitos secundarios ¢ realizada por rotas
bioquimicas especificas do organismo, ocorrendo estreita relacdo entre essas e
aquelas responsaveis pelos metabolitos primarios. Compostos obtidos do
metabolismo primario, como a glicose, sdo usados como precursores do
metabolismo secundarios (CASTRO et. al., 2004). Os metabdlitos secundarios
sdo originados a partir de intermediarios do metabolismo primario da glicose: o
acetato (Acetil- CoA), acido chiquimico, &cido mevalonico e metileritrol fosfato
(DEWICK, 2002).

Os Oleos volateis derivam de duas rotas biossintéticas: via acido

chiquimico ou via acetil-CoA/acido mevalonico (Figura 3).
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Figura 3 Vias metabdlicas e substincias sintetizadas a partir do metabolismo da
glicose, no metabolismo secundario
Fonte Simoes e Spitzer (2004, p. 411)
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Seus componentes constituem-se de fenilpropanoides (Figura 4),
derivados da rota do acido chiquimico, ou de terpenoides (Figura 5), derivados
da rota acetil-CoA sendo que esses ultimos surgem em maior quantidade

(SIMOES; SPITZER, 2004).

OH

HO CH

rcduq::'io nxidaq:ﬁo redugﬁo cmlmaf,io
4 (R=H,OH) 5 (R=H,OH) € (R=H,OH) 7 (R=H,0H)

Figura 4 Formagao de compostos fenilpropanoides
Fonte Simdes e Spitzer (2004, p. 469)
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Figura 5 Biossintese de terpenoides
Fonte Santos et al. (2004)

Na via do chiquimato, a fenilalanina, pela acdo da fenilalanina
amonialiase (PAL), elimina uma molécula de amdnia, dando origem ao acido
cinamico, precursor da maioria dos fenilpropanoides, compostos aromaticos com
uma cadeia lateral, composta por trés atomos de carbono, ligada ao anel
aromatico. A redugdo da cadeia lateral dos acidos cinamicos origina importantes
substancias presentes nos o0leos essenciais, como o eugenol, o anetol e o safrol
(SIMOES; SPITZER, 2004). A rota biossintética do 4cido chiquimico pode ser
resumida a partir de dois metabdlitos da glicose: o fosfoenolpiruvato e a eritrose-
4-fosfato (SANTOS et al., 2004).

Os oleos essenciais sdo originados do metabolismo secundario das
plantas e possuem composi¢ao quimica complexa, destacando-se a presenga de
terpenos e fenilpropanoides, preponderando os terpenoides (GONCAVES et al.,
2003; SILVA et al., 2003). S3o compostos organicos de estrutura quimica
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heterogénea, e podem ser definidos como, misturas complexas de substincias
volateis, lipofilicas, liquidas, e podem ou ndo exalar odor (SARTORATTO et
al., 2004).

Segundo Simoes; Spitzer (2004), embora varios 6rgdos de uma planta
possam acumular dleos essenciais (flores, folhas, casca do caule, madeira,
raizes, rizomas, frutos e semente), sua composicdo pode variar conforme a
localizagdo em uma mesma espécie.

Os oleos essenciais podem conter de 20 a 60, ou mais, compostos
diferentes, nas mais variadas concentragdes. S3o caracterizados por possuirem
dois ou trés componentes majoritarios, em maior concentragdo, quando
comparados com os demais compostos presentes somente em tragos (BAKKALI
et al., 2008).

Siqui et al. (2000) ressaltam que esses Oleos essenciais estdo
relacionados com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia vegetal
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos.

Oleos de plantas sdo usados com diferentes propésitos ao longo dos
séculos (PERES, 2004). O estudo da atividade in vitro de dleos essenciais e seus
constituintes sobre patdogenos e bactérias deteriorantes tém sido realizado por
diversos autores (BURT; REINDERS, 2003; DORMAN; DEANS, 2000;
OLIVEIRA et al., 2010; OUSSALAH et al.,, 2007; PEREIRA et al., 2008;
SIQUI et al., 2000). Porém, os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais ainda
ndo foram totalmente eclucidados. Dado o grande niimero de componentes
quimicos a atividade bacteriana tem sido atribuida a diversos mecanismos de
atuacdo em varios alvos nas células (Figura 6) (CARSON; MEE; RILEY, 2002).

Geralmente os mecanismos de agdo dos compostos naturais sobre a
células s3o: a desintegracdo da membrana citoplasmatica, a estabilizacdo da
forga proton motriz (FPM), o fluxo de elétrons, o transporte ativo e a coagulacao

do conteudo da célula. Nem todos os mecanismos de acdo agem em alvos
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especificos, podendo alguns sitios ser afetados em consequéncia de outros

mecanismos (BURT, 2004).
interrupgdo do crescimento e permitindo o processo de distanciamento natural

Os agentes antimicrobianos agem de forma indireta, através da
das células com as superficies para a remog¢ao do biofilme (CHEN; STEWART,

2000).
Coagulagio Praton Forga
. Moatriz

a)/Fuga de

/ constituintes
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metabdlitos e

%
\ — - ___
T 'ﬁn‘\}hﬂ_emhr_ana -
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e
—

Parede celular

Proteinas de membrana

Figura 6 Acao do o6leo essencial na célula
Fonte: Burt (2004)

2.9 Elettaria cardamomum
E uma planta perene com raizes laterais, que podem crescer até a altura

de 2,4 metros, conhecida popularmente como cardamomo, cardamomo largo,

pacova (SAJINA et al., 1997).
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A Familia Zingeberaceas engloba cerca de 50 géneros e 1100 espécies
distribuidas em paises tropicais, sobretudo no Extremo Oriente (SOUZA, 2005).

Elettaria cardamomum ¢ wuma espécie pertencente a familia
Zingeberaceae, originaria da india e Sri Lanka.

O cardamomo possui em média 4% de Oleos essenciais. Entre os
componentes ativos encontra-se o a-terpineol, o cineol, o limoneno, o cabineno
e o pineno (RIOS et al., 2007). E utilizado na medicina popular com o efeito
carminativo, estimulante da digestdo, aliviando os espasmos intestinais e
flatuléncia, e tem adquirido grande importincia na industria alimenticia e
farmacoloégica (PUROHIT; VYAS, 2005; RiOS et al., 2007).

Como especiaria o cardamomo ¢ muito usado para dar sabor ao caf€,
bolos, pdes e curry, na Asia, no Oriente Médio e na América Latina. Esta erva
aromatica ¢ usadada na culinaria como agente flavorizante e aromatizante.
(LEWIS, 1984; ROIGE MESA, 1945). As sementes possuem aroma agradavel e
gosto ligeiramente picante. O teor de oleo essencial nas sementes de E.
cardamomum ¢é fortemente dependente das condigdes de armazenamento e
possui atividade antimicrobiana contra bactéria Gram-negativas e Gram-

positivas (MAHADY et al., 2005).

2.10 Cymbopogon citratus

Cymbopogon é um género importante da familia Poaceae e ¢é
representado por cerca de 120 espécies e suas variedades, sendo que em torno de
100 espécies sdo encontradas em paises tropicais. As espécies da familia
Poaceae sdo amplamente distribuidas em todo o mundo, especialmente nos
paises tropicais e subtropicais, podendo ser cultivadas em regides montanhosas,

de planicie ou até mesmo em regides aridas. Sdo cultivadas em larga escala em
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regides tropicais do planeta em funcdo de suas propriedades aromaticas
(MARCO et al., 2007; NEGRELLE; GOMES, 2007).

Cymbopogon citratus é originaria da india (NEGRELLE; GOMES,
2007), e conhecida popularmente com diferentes nomes: capim-limdo, capim-
santo, erva-cidreira, capim-catinga, capim de cheiro, capim-cidrao,
capimcidrilho, capim-cidro6 e capim-ciri (COSTA et al., 2005). O C. citratus tem
grande importincia econdmica na produg¢do de oOleo essencial (LORENZI;
MATOS, 2003).

Cymbopogon citratus é uma planta aromatica medicinal, possuindo
aroma semelhante ao limao e sabor ardente (NEGRAES, 2003). Com base na
medicina popular ¢ utilizado como calmante, ministrado no preparo de cha a
partir de suas folhas, analgésico em dores estomacais, abdominais e de cabeca,
antifebril, antirreumatico, carminativo, diurético, em distirbios digestivos
(COSTA et al, 2005).

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

Sua maior importancia econdmica consiste da obtengdo do seu Oleo
essencial. A composi¢do quimica do C. citratus varia, de acordo com a
diversidade genética ¢ o habitat (SANTOS et al., 2009). O principal constituinte
¢ o citral, uma mistura dos isdmeros geranial ¢ neral e seu contetdo variam entre
47% a 85% (ANDRADE et al., 2009; KASALI, OYEDEJI; ASHILOKUN,
2001; PINO; ROSADO, 2000; SIBIBE et al., 2001). Em menor propor¢do tém
sido identificados outros componentes como o canfeno, citonelal, citronelol,
farnesol, geraniol, limoneno, linalol, mentol, mirceno, nerol, a-pineno, b-pineno
e terpineol (TESKE; TRENTINI, 1997). Entre os constituintes fixos encontram-
se flavonoides saponinas e alcaloides (EVANS, 1996).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho avaliou-se a composi¢do quimica e a tensdo superficial
dos oleos essenciais de Elettaria cardamomum e Cymbopogon citratus,
buscando correlacionar sua composigdo com a atividade antimicrobiana. A
composi¢do quimica dos oOleos essenciais avaliados foi semelhante aos dados
encontrados na literatura, com predominancia de monoterpenos. Os o6leos
essenciais apresentaram baixa tensdo superficial, demonstrando assim potencial
aplicagdo como agente sanificante.

A necessidade deste estudo surgiu em fungdo da falta de informagdes
sobre a biotividade do 6leo essencial de cardamomo, bem como, a escassez de
trabalhos com o6leos essenciais, no que se refere a atividade esporicida dos
mesmos.

As superficies de ago inoxidavel AISI 304 utilizado, sem camada
condicionante apresentou-se hidrofébico e com camada condicionante
hidrofilica. No entanto essa diferenga ndo teve efeitos no processo de adesdo de
células vegetativas e endosporos de B. cereus.

Os Oleos essenciais apresentaram bons resultados sobre células

planctonicas e sésseis de B. cereus. Os resultados também foram satisfatorios

sobre endosporos livres e aderidos.
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CAPITULO 2 PROPRIEDADES BACTERICIDA E ESPORICIDA DE
OLEOS ESSENCIAIS DE Elettaria cardamomum E Cymbopogon citratus
SOBRE Bacillus cereus



RESUMO

A demanda de disponibilidade de novos compostos ou misturas deles
com ag¢do antimicrobiana vem crescendo, uma vez que os microrganismos de
importincia tanto na area médica quanto na industria alimenticia tém se
mostrado cada vez mais resistentes aos sanificantes quimicos disponiveis no
mercado. Objetivou-se neste estudo identificar os constituintes quimicos e a
tensdo superficial dos Oleos essenciais de Elettaria Cardamomum e
Cymbopogon citratus, avaliar a atividade bactericida e esporicida dos dleos
essenciais sobre Bacillus cereus. A andlise qualitativa foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de massa. A tensdo
superficial foi medida pelo método da gota pendente em gonidmetro. A
atividade antimicrobiana de diferentes concentragdes dos 6leos essenciais, puros
e em combinagdo, foi determinada pela técnica de disco-difusdo para célula
vegetativa e diluicdo em caldo para endosporos. As concentragdes minimas
inibitérias (CMI) encontradas foram utilizadas no tempo de agdo bactericida e
esporicida. Para o Oleo essencial de C. citratus foi encontrado entre os
componentes o geranial e neral. O 6leo essencial de E.cardamomum continha
a-pineno e 1,8 cineol. Ambos os 6leos essenciais testados apresentaram baixa
tensdo superficial. A maioria das concentragdes testadas apresentou-se efetiva
contra células vegetativas e endosporos de B. cereus, demonstrando efeito
bactericida e esporicida nos tempos avaliados. Os o6leos essenciais de E.
cardamomum e C. citratus, puros e em combinagdo, demonstraram potencial de
aplicabilidade com sanitizantes, devido sua acdo antibacteriana, esporicida, bem
com, sua baixa tensao superficial.

Palavras-chave: Cardamomo. Capim limdo. Atividade bactericida. Atividade
esporicida.



ABSTRACT

The use of natural products capable of replacing chemical compounds in
the food industry has been an option for those who seek health and food safety.
As such, this work’s goal was to determine the chemical compositions,
superficial tensions, and to evaluate both bactericidal and sporicidal potential of
Elettaria Cardamomum and Cymbopogon citratus essential oils. Qualitative
analysis was conducted through gas chromatography coupled with mass
spectrometry. Superficial tensions were measured through the pendant drop
method, using a goniometer. The bacteriostatic effects of different essential oil
concentrations, both individually and combined, were determined through disc
diffusion -for vegetative cells-, and broth dilution for endospores. Minimal
inhibitory concentrations (MIC) found were employed at the time of the
bactericidal and sporicidal actions. Among the components found on C. citratus
essential oil, geranial and neral were found. E. cardamomum oil presented o-
pinene and 1,8 cineol. Both tested essential oils presented low superficial
tensions, and the majority of concentrations tested proved themselves effective
against B. cereus vegetative cells and endospores at the assessed times. The
essential oils of E. cardamomum and C. citratus, both individually and
combined, demonstrated potential applicability as sanitizers, due to their
antibacterial and sporicidal actions, as well as their low superficial tensions.

Keywords: Bacillus cereus. Elettaria cardamomum. Cimbopongon citrates.
Antibacterial activity. Antiesporicidal activity.
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1 INTRODUCAO

As bactérias produtoras de enddsporos estdo entre as principais
responsaveis por problemas de deteriora¢do na industria de alimentos. Bacillus ¢
amplamente disseminado no ambiente, podendo contaminar desde matérias-
primas a alimentos processados, promovendo diferentes alteragdes (PIRHONEN
et al., 2005; VALERO et al., 2002). Bacillus cereus além de causar deterioragdo
¢ frequentemente associado a doengas de origem alimentar. Nos ultimos anos, 0s
surtos relacionados a esse microrganismo tém adquirido maior importancia,
sobretudo em paises industrializados (BORGE et al., 2001; PIRHONEN et al.,
2005). Esse fato advém de problemas como manipulagdo inadequada dos
alimentos, de deficiéncias nos processos de higienizacdo e aumento da
resisténcia microbiana aos agentes sanitizantes.

Sanitizantes a base de diferentes compostos antimicrobianos vém sendo
utilizados na industria de alimentos para reduzir a niveis seguros os
microrganismos presentes, evitando assim, a contamina¢do dos produtos
processados (ANDRADE, 2008). No entanto, pesquisas demonstram que
quando tratamentos quimicos sdo realizados por periodos prolongados, ocorre o
aumento da resisténcia bacteriana a esses compostos, as bactérias se adaptam e
se tornam tolerantes aos agentes antimicrobianos (LANGSRUD, et al., 2003).

A atividade antimicrobiana de substincias obtidas a partir do
metabolismo secundario de plantas tem sido pesquisada em diversas espécies,
tanto no Brasil quanto em outros paises, entre estas substincias estdo 6leos
essenciais (LOGUERCIO, et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010). Oleos
essenciais sdo compostos volateis, aromaticos, oriundos do metabolismo
secundarios das plantas aromaticas, cuja composi¢ao quimica pode variar sendo
influenciada pela diversidade genética e fatores ambientais (CARDOSO et al.,

2000).
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A aplicagdo de Oleos essenciais ¢ seus componentes vém ganhando
espaco ¢ sendo objeto de pesquisa e aplicacdo em varias areas, entre elas a
indlstria alimenticia. Isso se deve ao apelo natural dos compostos e por
apresentarem propriedades importantes, como a atividade antioxidante e
antimicrobiana (SACCHETTI et al., 2005).

Atualmente os consumidores tém demonstrado maior interesse em
consumir produtos naturais, assim, a comunidade cientifica vem buscando
conservantes que possam ser utilizados nos alimentos, mantendo-os saudaveis
aos olhos dos consumidores (SOUZA et al., 2005). Entre as espécies produtoras
de dleos essenciais tém-se o cardamomo (Elettaria cardamomum) e o capim-
limdo (Cymbopogon citratus (DF) Stapf).

Elettaria cardamomum ¢ uma planta da familia Zingiberaceae, cujas
sementes sdo comumente usadas como condimento na India desde a antiguidade
(RAVINDRAN, 2002). As sementes ¢ o Oleo essencial sd@o usados como
componentes aromatizantes em grande variedade de alimentos. Sementes de E.
cardamomum apresentam atividade antibactericida comprovadas contra
bactérias Gram-negativas (MAHADY et al., 2005). Sendo essa atividade
atribuida aos compostos 1,8-cineol, a- terpinil acetato e ao limoneno (VERBEL
etal., 2010)

A espécie Cymbopogon citratus é uma planta aromatica e medicinal
pertencente & familia Poaceae, originaria da india, conhecida por fornecer 6leo
essencial rico em citral (ANDRADE; ZOGHBI; LIMA, 2009). A composicao e
a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de capim limao foram avaliadas por
Oliveira et al. (2010) que observaram, dentre seus trés principais componentes,
a-citral (geranial) e o B-citral (neral) e o geraniol. Nesse mesmo estudo a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial sobre Listeria monocitogenes foi

demonstrada.



61

A partir do exposto anteriormente, este trabalho teve como objetivos
determinar a composi¢do quimica, a tensdo superficial e a acdo bioldgica
individual de diferentes concentra¢des dos Oleos essenciais de cardamomo
(E.cardamomum), capim Limao (C. citratus) e o sinergismo entre eles sobre

cepa de Bacillus cereus ATCC14579.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Locais de execucdo do experimento

A determinacdo qualitativa dos constituintes quimicos dos o6leos
essenciais foi realizada no Laboratorio Central de Analise e Prospecgao Quimica
(CAPQ) e a avaliagdo da atividade antibacteriana dos oOleos essenciais foi
realizada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia de Alimentos (DCA), ambos localizados na UFLA. A tensdo superficial
dos oleos foi determinada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), MG, Brasil.

2.2 Oleos essenciais

Os dleos essenciais de E. cardamomum e C. citratus foram adquiridos
da FERQUIMA Ind. e Com. LTDA.

2.2.1 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

A caracterizacdo qualitativa dos constituintes dos dleos essenciais foi
realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM), utilizando-se o aparelho Shimadzu CG-17A, equipado com detector
seletivo de massa modelo QP 5000A sob as seguintes condigdes operacionais:
coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase ligada DB-5MS
(0,25 um de espessura de filme); temperatura do injetor de 280°C; programagao
da coluna com temperatura inicial de 50°C, sendo acrescidos 4°C a cada minuto

até atingir 200°C; gas carreador hélio (ImL.min™"); taxa de split 1:83; volume
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injetado de 1 pL (1% de solugdo em diclorometano) e presséo inicial na coluna
de 100,2 KPa. As condigoes de EM foram: energia de impacto de 70 ¢ V;
velocidade de decomposi¢do 1000; intervalo de decomposi¢do de 0,50; e
fragmentos de 45 Da e 450 Da decompostos. Injetou-se, nas mesmas condigdes
das amostras, uma série de padrdes de hidrocarbonetos (COH20 ....... C26H54).
Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca
Wiley 229 e pelo indice de Kovat's, calculado para cada constituinte (ADAMS,
2007).

2.2.2 Tensao superficial dos 6leos essenciais

A tens@o superficial dos oleos essenciais foi medida em gonidometro
(Kruss®, Alemanha), por meio do método da gota pendente, (BEHRING et al.
2004). Por esse método, uma gota do liquido fica presa a seringa do goniémetro
onde as medidas de largura e altura sdo usadas para o calculo da tensdo
superficial.

Foram utilizadas 10 gotas de cada dleo e posteriormente desprezadas em
recipiente de vidro. Uma gota foi formada com 1 uL. do 6leo e foram medidas
suas dimensdes. Os resultados foram expressos em mN/m (miliNewtons por
metro). Etanol 70% (v/v) e agua destilada foram utilizados para lavagem da
seringa. Antes de cada medida, foi desprezado o volume de 1 mL inicial para
que se tivesse certeza que somente a substancia estudada estava presente. Todas
as medicdes foram realizadas em ambiente com temperatura de

aproximadamente 25°C.
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2.3 Microrganismo

Foi utilizada a cepa de Bacillus cereus ATCC 14579, adquirida da
Colegao de Culturas Tropical da Fundacdo André Tosello, em Campinas, SP,
Brasil. Foi utilizada esta estirpe devido o conhecimento da sua potencialidade

em formar biofilme.

2.3.1 Padronizacao, estocagem e preparo do inéculo da célula vegetativa

A cultura liofilizada de B. cereus ATCC 14579 foi reativada em
Erlenmeyer contendo Caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI) (Acumedia®,
Lansing, Michigan, EUA) e incubada a 37 °C por 24 horas. O processo de
reativacao foi realizado por trés vezes consecutivas. O inoculo foi estriado no
meio seletivo diferencial Bacillus cereus Agar Base (PEMBA) (Biolife®, Milan,
Italy) adicionado de suplemento Bacillus Cereus Selective Supplement. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Para a padronizagdo do nimero de
células, a partir da cepa ativada, foi transferida uma algcada para Erlenmeyer
contendo 150 mL de BHI. Foram realizadas leituras periodicas da absorbancia
da cultura a 600 nm. Em seguida foram feitas dilui¢des seriadas em agua
peptonada 0,1 % (p/v) com posterior plaqueamento em superficie, utilizando-se
como meio Agar Triptona de Soja (TSA) (Himedia®, Mumbai, Maharastra,
india), as placas foram incubadas a 32 °C por 24 horas.

Durante todo o experimento, a cepa foi estocada em meio de cultura
para congelamento (15 mL de glicerol; 0,5g de peptona bacteriologica; 0,3 g de
extrato de levedura; 0,5 g de NaCl; 100 mL de agua destilada; pH 7,2 £2). A
cultura estoque foi reativada pela transferéncia de aliquotas para tubos de ensaio

contendo BHI, com auxilio de al¢a de repicagem. Foram realizados trés repiques
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consecutivos com incubacio a 32 °C por 24 horas, neste meio de cultura. Apos a
ultima repicagem, uma alcada foi retirada e transferida para Erlenmeyer
contendo 150 mL de BHI, o qual foi incubado a 32 °C, até atingir o namero de
células necessarias para a utilizagdo no experimento, aproximadamente 8,31 Log

UFC.mL™" (ODggonn=0,856).

2.3.2 Padronizacao, estocagem e preparo do inéculo do endésporo

Para obten¢do dos enddsporos, a cultura estoque de células vegetativas
de B. cereus foi reativada trés vezes consecutivas em Agar Nutriente inclinado,
incubado a 32 °C por 24 horas. Apés esse procedimento, foi obtida uma
suspensdo de células vegetativas, pela adicdo de agua destilada estéril e agitacao
manual. Em seguida, esta suspensdo foi inoculada em Erlenmeyer contendo
meio de esporulagdo liquido (3 g de extrato de carne, S5g de triptona, 1 g de
amido, 10mg de sulfato de manganés, 1000 mL de agua destilada) (MORAES,
1997) e incubado a 32 °C por 144 horas. Para a padronizagdo do niimero de
endosporos, foram realizadas leituras periddicas da absorbancia a 600 nm.
Simultaneamente foi feita observacdo ao microscopio de luz dos enddsporos,
utilizando a técnica de coloracdo de Wirtz-Conklin. Essa técnica utiliza uma
solugdo de corante Verde Malaquita 5% (m/v), e como contracorante a Safranina
0,5% (m/v). Sendo que os enddésporos adquirem coloragdo verde intenso,
enquanto outras estruturas cor rosa (Figura 2). Uma vez verificado que as células
vegetativas encontravam-se na forma de enddsporos, foi feita a contagem. Para
aferir o nimero do Log Enddsporos. mL™, a suspensdo foi submetida a choque
térmico (80 °C/ 10 minutos) e foram feitas dilui¢des seriadas em agua peptonada
0,1 % (p/v). e plaqueamento em superficie, em Agar TSA, com incubacgdo a
32 °C por 24 horas. O indculo foi padronizado em 5,36 Log endésporo.mL

(OD600nm:0:6 1 5)
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Figura 1 Endosporos de B. cereus corados pela técnica Wirtz-Conklin
(aumento1000X)

2.4 Agdo bacteriostatica

A concentragdo minima inibitoria (CMI) dos oleos essenciais foi
determinada pela técnica de Disco-Difusdo conforme NCCLS (M7-A6)
(NCCLS, 2003) com modificacdes. Foi adicionada aliquota da suspensdo
padronizada de B.cereus ao meio de cultura TSA, a 45 °C, obtendo-se uma
concentragdo final de 7,31 Log UFC.mL"'. A mistura foi homogeneizada e
vertida imediatamente em placas de Petri.

Os Oleos essenciais foram diluidos em etanol 95% P.A, obtendo as
seguintes concentragdes (ul/mL): 1000, 500, 250, 125, 63, 31, 15, 8, 4. Apés a
deposicdo de discos de papel de filtro com 6 mm de didmetro sobre o meio
inoculado e solidificado foram dispensados 5 uL dos o6leos essenciais das
diferentes concentragdes. As placas foram incubadas em BOD a 32 °C, por 24
horas. O controle negativo foi preparado usando somente o solvente (etanol), e o
controle positivo foi preparado com Cloranfenicol 1000 uL/mL. A CMI foi
avaliada utilizando-se paquimetro para a medi¢ao dos halos de inibigdo em mm.
Todo procedimento foi realizado em triplicata e com trés repetigoes.

O efeito bacteriostatico foi caracterizado pelo comprometimento do
crescimento bacteriano e formagdo de halo de inibicdo. A menor concentracao

de o6leo essencial que apresentou efeito bacteriostatico foi definida como CMI.
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2.4.1 Inibicdo da germinacdo do enddsporo (acdo esporostatica)

Foi empregado o método de diluicho em caldo para medida
quantitativamente da atividade in vitro do agente antimicrobiano sobre isolado
bacteriano. Prepararam-se tubos de ensaio com meio de cultura aos quais foram
acrescentadas diversas concentracdes dos agentes antimicrobianos. A seguir, 0s
tubos foram inoculados com a suspensdo padrao de esporos de B. cereus. Apds
incubagdo de 24 horas, foi feita a comparagdo visual dos tubos. A Concentracao
Inibitéria Minima (CMI), neste caso, foi definida como a menor concentra¢do do
agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel da bactéria (NCCLS,
2003).

Foram utilizadas séries de onze tubos de ensaio, adicionados de 1 mL de
meio de cultura BHI e 0,5% de Tween 80, para cada tubo exceto para o
primeiro. Os tubos foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos. Para obtengo
de concentragoes decrescentes de oleos, foram adicionados 2 mL de o6leos
essenciais no primeiro tubo (tubo vazio), do qual 1 mL foi transferido para o
segundo tubo, contendo 1 mL de BHI, foi homogeneizado com agitador tipo
vortex e o procedimento foi repetido sucessivamente até o tubo de nimero 9.
Desse modo, foram obtidas as seguintes concentragdes aproximadas de 6leo
essencial expressas em uL/mL: 1000 (tubo 1), 500 (tubo 2), 250 (tubo 3), 125
(tubo 4), 63 (tubo 5), 31 (tubo 6), 15 (tubo 7) , 8 (tubo 8), 4(tubo 9). A cada tubo
foram adicionados 200uL da suspensao padronizada do endosporo, previamente
submetida a choque térmico, obtendo-se a concentragao final de 4,36 Log UFC.
mL". O tubo de nimero 10 foi considerado o controle negativo (BHI +
Cloranfenicol+ enddsporos) e o tubo de numero 11 o controle positivo (BHI +

enddsporo). O conteudo foi homogeneizado e os tubos incubados a 32 °C por 24
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horas. A CMI dos 6leos essenciais foi considerada como a concentra¢do do tubo

de maior dilui¢do onde se verificou a auséncia de crescimento.

2.4.2 Tempo de acdo bactericida

O tempo necessario para ag¢do bactericida do dleo foi determinado
utilizando a CMI previamente determinada. Foram adicionados 200 uL do
indculo na concentragdo final de 7 Log UFC. mL™ a tubos de ensaio contendo 2
mL de solugdes a base de oOleos essenciais e solugdo controle. As solucoes
sanitizantes foram elaboradas adicionando diferentes quantidades de o6leos
essenciais acrescidas de solugao salina (NaCl) 0,85% (v/v) contendo 0,5% (v/v)

de Tween 80 (Quadrol).

Quadro 1 Composicao das solucdes a base de 6leos essenciais e solucao controle
utilizadas na determinacdo do tempo Dbactericida, (A) E.
cardamomum, (B) C. citratus, (C) combinacdo e (D) Controle

Solugio Solugdo Salina (0,5% | E. cardamomum C. citratus Total (uL)
Tween 80) (uL/mL) (uL/mL) (uL/mL)
A 984 16 0 1000
B 992 0 8 1000
C 996 2 2 1000
D 1000 0 0 1000

As células vegetativas foram expostas as solu¢des sanitizantes por: 0, 5,
10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. Apds cada tempo de contato aliquotas de
100uL. foram retiradas e plaqueadas em Agar TSA em duplicata ¢ com trés
repeti¢des. Em seguida, as placas de Petri foram incubadas a 32 °C por 24 horas.
O tempo de agdo bactericida foi definido como o primeiro tempo de contato, que
promoveu auséncia total de crescimento bacteriano, representado pela formagao

de colonias visiveis na superficie do TSA.
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2.4.3 Tempo de acdo esporicida

O tempo necessario para agdo esporicida do o6leo foi determinado
utilizando-se do CMI. Foram adicionados, 200 uL do in6culo de enddsporos na
concentragdo final de 4 Log UFC. mL™ a tubos de ensaio contendo 2 mL de
solucdo a base de 6leos essenciais ¢ solucdo controle. As solugdes sanitizantes,
foram elaboradas adicionando diferentes quantidades de o6leos essenciais
acrescidas de solucdo salina contendo 0,5% (v/v) de Tween 80 (Quadrol).

As células vegetativas foram expostas a solugdes sanitizantes por: 0, 5,
10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. Apo6s cada tempo de contato aliquotas de
100pL foram retiradas das solugdes sanitizantes, plaqueadas em TSA e
incubadas a 32 °C por 24 horas. Todo procedimento foi realizado em duplicata e
trés repeti¢des. O tempo de aglo esporicida foi definido como o primeiro tempo
de contato, que promoveu auséncia total de crescimento bacteriano, representado

pela formacgao de coldnias visiveis na superficie do TSA.

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delinecamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 3 x 9 (6leos essenciais e sua combinagdo X
concentracdo), com trés repetigdes. Os dados foram submetidos a analise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste Scott e Knott, a 5% de
probabilidade, e analise de regressdo. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando-se o programa Sisvar versdo 5.1 (Ferreira, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicéo quimica dos 6leos essenciais

Na Tabela 1 verifica-se a composi¢do dos Oleos essenciais de E.
cardamomum e C. citratus utilizados. Os resultados obtidos foram comparados
com aqueles encontrados na literatura. Ambas amostras apresentaram em sua
composi¢do monoterpenos. Segundo Bakkali et al. (2008) esses sdo altamente
volateis e sdo considerados os mais representativos da composi¢cdo dos 6leos
essenciais (cerca de 90%). Os monoterpenos sdo classificados em
hidrocarbonetos, formados apenas por carbono e hidrogénio, como mirceno,
sabineno, o-pineno, ou oxigenados com vdrias fungdes como linalol e a-

terpineol (dlcoois), geranial, geraniol e neral (aldeidos), e 1,8-cineol (éteres).

Tabela 1 Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Elettaria cardamomum
Cymbopogon citratus

Elettaria cardamomum Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

o pineno Mirceno

1,8 cineol Neral

Sabineno Geranial

Mirceno Geraniol

Limonene Linalol

terpinen-4-ol (Z) B-ocimeno

a-terpinyl acetate (E) B-ocimeno

o terpineol

Resultados obtidos por CG e EM

Embora neste estudo os componentes dos 6leos essenciais ndo tenham
sido quantificados, pode se dizer, com base em estudos realizados por Furlan et
al. (2010) e Oliveira et al. (2010), que a composi¢do quimica do 6leo essencial
de C. citratus utilizado nesse trabalho foi semelhante aos obtidos pelos autores

0s quais encontram como 0s constituintes majoritarios, o neral, o geranial e
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geraniol. Porém Pereira et al. (2008) e Santin et al. (2009) encontraram neral,
geranial, mirceno. Neste estudo todos os componentes estavam presentes.

Os dados comparativos na literatura sobre composi¢do do E.
cardamomum sdo raros. No entanto, Marongiu; Piras; Porcedda (2004)
encontraram como componentes majoritarios a-terpinyl acetato, 1,8-cineol,
linalyl acetato, limoneno e linalol, enquanto Verbel et al. (2010) o 1,8-cineol, e o
a-terpinyl acetato.

Variagdes na composicdo e quantidade dos constituintes dos o6leos
essenciais podem ser atribuidas a diferentes fatores como exemplo: espécie da
planta, a origem, a parte da planta utilizada, o estagio de desenvolvimento, as
condigdes ambientais ¢ de crescimento como: o solo ¢ as condigdes de coleta e

estocagem (DAFERERA; TARANTILIS; POLISSIOU, 2002).

3.2 Determinacéo da tenséo superficial dos 6leos essenciais

A tensdo superficial ¢ a propriedade fisico-quimica que rege a
capacidade da solugdo em penetrar na superficie promovendo melhor
desinfeccdo desta. Essa tensdo se encontra na superficie dos liquidos e se
comporta como uma pelicula, fazendo com que uma gota do liquido se
concentre ou espalhe quando em contato com a superficie. Quanto menor o valor
desta tensdo superficial, maior sera a capacidade da solug¢do quimica em penetrar
na superficie, melhorando a capacidade de molhamento (GIARDINO et al.,
2006). Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da tensdo superficial dos

oleos essenciais avaliados neste estudo.
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Tabela 2 Tensdo superficial de 6leos essenciais de E. cardamomum e C. citratus

Oleos essenciais Tensdo superficial  (mN/m)
E. cardamomum 29,86+0,25
C. citratus 32,33+2.20
Combinagdo (1:1) 30,22+1,50

Os baixos valores de tensdo superficial encontrados confirmam o
comportamento hidrofobico dos 6leos estudados. Tem-se como padrdo de maior
e menor tensdo superfical respectivamente, a agua ( 72 mN/m) (MILANO;
KOLLING; FACCHIN, 1983) ¢ o etanol (22 mN/m) (PECORA; GUIMARAES;
SAVIOLI, 1991). Assim, os 6leos estudados possuem maior solubilidade em
etanol do que na agua. Para dilui¢@o do dleo essencial na 4gua é necessario o uso
de agentes surfactantes que diminua a tensao superficial da agua, no caso desse
estudo foi utilizado Tween 80.

A capacidade antimicrobiana dos oleos essenciais permite que estes
sejam utilizados como agentes bactericidas/bacteriostaticos naturais na industria
de alimentos. Dessa forma, a concentragcdo minima inibitéria (CMI) ¢ utilizada
para determinar a menor concentragdo com efeito bacteriostatico para compostos
antimicrobianos utilizados na industria de alimentos. Burt, (2004) cita a CMI
como método para avaliar o desempenho antimicrobiano de 6leos essenciais.

Na Tabela 3 pode-se observar que os 6leos esséncias de E. cardamomum
e C. citratus apresentaram efeito bacteriostatico sobre cepas de B. cereus na
maioria das concentrac¢des avaliadas. Observou-se, porém, que a efetividade dos
mesmos foi dependente da concentragdo em que foram utilizados. De acordo
com analise de varidncia realizada a partir dos resultados obtidos pelo método
Disco-Difusdo, houve interagdo significativa (P < 0,05) entre os 6leos essenciais
e as diferentes concentragdes utilizadas. Assim realizou-se o desdobramento dos

oleos essenciais dentro de cada nivel de concentragao.
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Tabela 3 Diametro médio dos halos de inibi¢do formados devido a agdo de
diferentes concentragdes de 6leos essenciais de E. cardamomum e C.
citratus individual € em combinag¢do, sobre Bacillus cereus

ConcentracGes Oleos essenciais

puL/MI Elettaria Cardamomum Cymbopogon citratus Combinagio
0 0,00:£0,00° 0,00::0,00° 0,00:£0,00°

4 0,00+0,00° 0,00+0,00° 2,3240,25"

8 0,00£0,00° 0,92+0,067° 4,75+0,87°
16 0,90+0,10° 1,06+0,06 5,57+0,87¢
31 1,00+0,60° 1,60+0,64° 5,72+1,13¢
63 1,04+0,04° 2,20+0,12° 5,99+0,52¢
125 1,18+0,15 3,280,99° 6,09+0,28¢
250 1,5240,46 6,88+1,07° 8,14+1,89¢
500 1,9940,47° 11,69+2,80¢ 13,88+3,70°
1000 3,03+0,070° 20,12+0,86° 23,24+0,94°

Resultados expressos pela média do didametro dos halos de inibi¢do dado em milimetros
(mm) + o desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre
si pelo teste de Scott e Knott , a 5% de probabilidade

Avaliando a acdo bacteriostatica de cada oOleo essencial, as
concentragdes de 250, 125, 63, 31, 16, 8,4 ¢ 0 uL.mL‘l, do oleo essencial de
cardamomo, nao diferiram entre si (P < 0,05). Ja para o 6leo de capim-limao
houve diferenca significativa a partir da concentragio de 31 pL.mL"e para a
combinagio deles a partir de 4 pL.mL’. Os 6leos essenciais quando em
combinagdo promoveram a formagdo de maior halo de inibicdo em todas as
concentracdes testadas em relacdo aos halos dos oleos essenciais testados
individualmente, demonstrando assim a acao sinérgica dos mesmos. Burt (2004)
afirma que a atividade antimicrobiana dos oOleos essenciais pode estar
relacionada ao efeito sinergistico entre os constituintes do mesmo.

Como pode ser observado na Tabela 4, a acdo esporostatica de cada dleo
essencial ndo houve crescimento visivel a partir das concentragdes de 31 e
l6uL.mL'para os o6leos essenciais de cardamomo e capim-liméo,
respectivamente. A acdo esporostatica do 6leo essencial de cardamomo se deu a
partir da concentragio de 31uL.mL"' e para o capim-limdo a partir da

concentragdo de 16 pL.mL’. Os oleos essenciais quando em combinagdo
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inibiram o crescimento a partir da concentracio de 8 pL.mLdemonstrando
assim maior efeito esporostatico comparado a utilizagdo individual de cada 6leo.

A atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais de folhas de urucum e
de acafrdo também teve maior efetividade no momento em que os 6leos foram

combinados (CAIXETA, 2010).

Tabela 4 Tubos com auséncia ou presenca de crescimento de B. cereus em
funcdo das diferentes concentragdes de oOleos essenciais de E.
cardamomum e C. citratus e sua combinagio

Concentraces Tubos em cada série do método de diluicdo em caldo

pL/mL Elettaria cardamomum Cymbopogon citratus  Combinagdo

0 + + +
4 +
8 + + .
16 +
31 - - -
63 - - -
125 - - -
250 - - -
500 - - -
1000 - - -

Resultado expresso pela presenga de crescimento visivel (+) ou auséncia de crescimento
visivel (-)

Este trabalho confirma estudos anteriores que mostram a agdo
esporostatica de Oleos essenciais de diferentes espécies de plantas
(LAWRENCE; ENZO, 2009; PERIAGO et al., 2006). A descoberta de que os
oleos essenciais estudados mantém a sua atividade esporostatica apos
consideravel dilui¢do ¢é observagdo importante, aumentando assim o seu
potencial de utilizagdo na industria.

Segundo Pereira et al. (2008) a combinacdo de Oleos essenciais de
diferentes espécies de plantas pode representar alternativa para potencializacao

da sua agdo, sendo o aumento da atividade de compostos ou fatores, quando
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aplicados em conjunto, comparados a sua atividade quando utilizados
individualmente ¢ denominado sinergismo (CEYLAN; FUNG, 2004).

Oleos essenciais de cardamomo e capim-limdo apresentam diferentes
acOes antibacterianas, isso pode ser relacionado a concentragdo e a natureza de
seus constituintes quimicos. Essa atividade pode estar ligada a natureza lipofilica
dos oleos essenciais, que lhes permite atravessar a parede celular e a membrana
plasmatica, rompendo a estrutura da parede de diferentes polissacarideos, acidos
graxos ¢ fosfolipidios, tornando-os permedveis. Em bactérias, essa
permeabilidade estd associada a perda de ions e do potencial de membrana, bem
como o colapso da bomba de potassio e o sistema de ATP (DI PASQUA et al.,
2006; TURINA et al., 2006; ULTEE et al., 2000, ULTEE; BENNIK;
MOEZELAAR, 2002).

Iscan et al. (2002) relacionaram a atividade antimicrobiana dos o6leos
essenciais a presenca de monoterpenos oxigenados em sua constituicdo. Os
monoterpenos, devido ao carater lipofilico, se deslocam da fase aquosa em
direcdo as estruturas de membrana. O acimulo dos compostos oxigenados na
membrana plasmatica ocasionaria perda de ATP pelos microrganismos,
promovendo o rompimento da membrana celular dos mesmos.

Os métodos de Disco-Difusdo e Dilui¢do em Caldo mostram o potencial
bacteriostatico da maioria das concentracdes dos Oleos essenciais de E.
cardamomum e C. citratus individuais e em combinagdo. No entanto, para as
concentracdes dos Oleos essenciais com bom efeito antimicrobiano, ensaio
adicional foi realizado para determinar o tempo necessaro para que o efeito

bactericida e/ou esporicida ocorresse (Tabela 5).



Tabela 5 Crescimento de células vegetativas e germinacdo de endosporos de B. cereus em funcao dos diferentes tempos
de contatos da solugdo sanitizante a base de 6leos essenciais na concentragdo determinada pela CMI

E. cardamomum C. citratus Combinagdo Controle
Tempo = Célula Célula Célula
(minutos) . Endoésporos . Endoésporos . Endoésporos . Endodsporos
vegetativa vegetativa vegetativa vegetativa
0 + + + + - + + +
5 + + + + - - + +
10 + + - - - - + +
15 - - - - - - + +
20 - - - - - - + +
30 - - - - - - + +
40 - - - - - - + +
50 - - - - - - + +
60 - - - - - - + +

Resultado expresso pela presenga de crescimento visivel (+) ou auséncia de crescimento visivel (-).
O inoculo se manteve viavel durante todo o periodo analisado (60minutos)

9L
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A ac¢do do dleo essencial se estende durante todo o tempo de contato
com o microrganismo, melhorando assim a atividade antimicrobiana do mesmo.
Assim, quanto maior o tempo de contato da solugdo sanitizante a base de dleo
essencial, maior sera a capacidade do mesmo de se deslocar em diregdo a célula

bacteriana, afetando assim seu funcionamento.
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4 CONCLUSAO

Foram encontrados dentre varios compostos, 1,8 cineol € o pineno para
o dleo essencial de E. cardamomum e neral e geranial para dleo essencial de C.
citratus.

Os oleos essenciais apresentaram baixa tensdo superficial, apresentando
potencialidade para uso como agente sanificante.

Os dleos essenciais de E. cardamomum e C. citratus e sua combinagio
mostraram agdo esporicida e bactericida contra B. cereus, na maioria das

concentragdes utilizadas. A combinagdo demonstrou potencial agdo sinérgica.



79

REFERENCIAS

ADAMS, R. P. Identification of essential oils componentes by gas
chromatography/mass spectroscopy. 4 ed Carol Stream: Allured Publish,
2007. 840p.

ANDRADE, E. H. A.; ZOGHBI, M. G. B.; LIMA, M. D. Chemical composition
of the essential oils of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf cultivated in North of
Brazil. Journal Essential Oil Bearing Plants, Dehradun, v.12, n.1, p. 41-45,
Oct. 2009.

ANDRADE, N. J. Higiene na industria de alimentos: avaliagio e controle de
adesdo e formagdo de biofilmes bacterianos. 1. ed. Sdo Paulo: Varela, 2008.
400p .

BAKKALLF. et al. Biological effects of essential oils — A review. Food and
Chemical Toxicology, Oxford, v. 46, p. 446-475, Feb 2008.

BEHRING, J. L.; LUCAS, M.; MACHADO, C.; BARCELLOS, I. O. Adaptacdo
do método do peso da gota para determinacdo da tensdo superficial: Um método
simplificado para a quantificagdo da CMC de surfactantes no ensino da quimica.
Quimica Nova, Sao Paulo, v. 27, p. 492-495, May/June2004.

BORGE, G. A.et al. Growth and toxin profiles of Bacillus cereus isolated from
different food sources. International Journal of Food Microbiology,
Amsterdam, v. 69, n. 3, p. 237-246, Sept. 2001.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potencial aplications
in foods: a review. International Journal Food Microbiology, Amsterdam, v.
94, p. 223-253, Aug. 2004.

CAIXETA, D. S. Acao de 6leos essenciais de Curcuma longa L. e Bixa
orellana L.sobre Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes
planctdnicas e sésseis em polipropileno.2010. 128 p. Tese (Doutorado em
Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2010.

CARDOSO, M. das G. et al. Oleos essenciais. Lavras: Universidade Federal de
Lavras - Pro-Reitoria de Extensdo, 2000. 42 p.

CEYLAN, E.; FUNG, D. Y. C. Antimicrobial activity of spices. Journal of
Rapid Methods and Automation in Microbiology, Trumbull, v. 12, n. 1, p, 1-
55, Mar. 2004.



80

DAFERERA, D. J.; TARANTILIS, P. A.; POLISSIOU, M. G. Characterization
of essential oils from Lamiaceae species by Fourier transform Raman
spectroscopy. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Easton, v. 50, p.
5503-5507, Aug. 2002.

DI PASQUA, R.et al. Changes in membrane fatty acids composition of
microbial cells induced by addiction of thymol, carvacrol, limonene,
cinnamaldehyde, and eugenol in the growing media. Journal Agricultural
Food Chemistry, Easton, v.54, p. 2745-2749, Mar. 2006.

FERREIRA, D. F. SISVAR. Sistema de analise de variancia para dados
balanceados: programa de analise estatisticas e planejamento de experimentos
Versdo 4.6. Lavras: DEX/UFLA, 2003. Software

FURLAN, M.R. et al. Variagdo dos teores de constituintes volateis de
Cymbopogon citratus DC) staf, Poaceae, coletados em diferentes regides do
Estado de Sao Paulo.Brazilian Journal of Pharmacognosy, Curitiba, v. 20, n.
5, p. 686-691, Out./Nov. 2010.

GIARDINO, L.et al. Surface tension comparison of four common root canal
irrigants and two new irrigants containing antibiotics. Journal Endodontics.
Baltimore, v.32, n. 11, p. 1091-1093, Nov. 2006.

ISCAN, G.et al. Antimicrobial screening of Mentha piperita essential oils.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, Easton, v.50, p.3943-3946, July
2002.

LANGSRUD, S. et al. Bacterial disinfectant resitnace — a challenge for the food
industry. International Biodeterioration and Biodegradation, Barking, v. 51,
n. 4, p. 283-290, June 2003.

LAWRENCE, H.; ENZO, A.P. Activity of Essential oils against Bacillus subtilis
Spores. Journal Microbiology Biotechnology, Oxford, v.19, n. 12, p. 1590-
1595, Dec. 2009.

LOGUERCIO, A. P. et al. Atividade antibacteriana de extrato hidro-alcoolico de
folhas de jambolao (Syzygium cumini (L.) Skells). Ciéncia Rural, Santa Maria,
v. 35, n. 2, p. 371-376, Mar./Abr. 2005.

MAHADY, P. S. et al. In vitro susceptibility of Helicobacter pylori to botanical
extracts used traditionally for the treatment of gastrointestinal disorders.
Phytotherapy Research, London, v.19 n.11, p. 988-991, Nov. 2005.



81

MARONGIU, B; PIRAS, A; PORCEDDA, S. Comparative analysis of the oil
and supercritical CO2 extract of Elettaria cardamomum (L.) Maton. Journal of
Agriculture and Food Chemistry, Easton, v. 52, p. 6278-6282, Oct. 2004.

MILANO, N. F.; KOLLING, L. G.; FACCHIN, E. F. Tensao superfical de
alguns auxiliares quimicos usados em endodontia. Revista Galcha de
Odontologia, Porto Alegre, v. 31, n. 1, p. 37-38, 1983.

MORAES, M. S. V.et al. Isolamento de esporos de equipamentos de
abatedouros avicolas e avaliacdo de sua resisténcia a sanificantes quimicos.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v.17, n.3, p. 325-329, Sept/
Dec. 1997.

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS.
NCCLS. Perfomance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests:
Approved Standard. 8ed. Wayne: NCCLS, 2003. (NCCLS document M2-AS).

OLIVEIRA, M. M. M. et al. Disinfectant action of Cymbopogon sp essential oils
in different phases of biofilm formation by Listeria monocytogense on stainless
steel surface. Food Control, Oxford, v. 21, p. 540-553, 2010.

PECORA, J. D.; GUIMARAES, L. F. SAVIOLI, R. N. Surface tension of
several drugs used in endodontics. Brazilian Dental Journal, Ribeirdo Preto,
v.2,n. 1,p. 123-127, 1991.

PEREIRA, A. A. et al. Caracterizacdo quimica e efeito inibitorio de 6leos
essenciais sobre o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 32, n. 3, p. 887-893, May/June 2008.

PERIAGO, P. M. et al. Bacillus magaterium spore germination and growth
inhibition by a treatment combining heat with natural antimicrobials. Food
Technology and Biotechnology, Chicago, v.44, p.17-23, 2006.

PIRHONEN, T. I. et al. Biochemical and toxic diversity of Bacillus cereus in a
pasta and meat dish associated with a food-poisonig case. Food Microbiogy,
London, v. 22, p. 87-91, Jan. 2005.

RAVINDRAN, M. K. Cardamom: The genus Elettaria. New York: Taylor and
Francis. 2002, 456p.

SACCHETTI, G. et al. Comparative Evaluation of 11 essential Oils of Different
Origin. Food Chemistry, London, v. 91, p. 621-632, Aug.2005.



82

SANTIN, M. R. et al. In vitro activity of the essential oil of Cymbopogon
citratus and its major component (citral) on Leishmania amazonensis.
Parasitology Research, Berlin, v. 105, p. 1489-1496, Aug. 2009.

SOUZA, E. L. et al. Antimicrobial effectiveness of spices: na approach for use
in food conservation systems. Brazilian Archives of Biology and Technology,
Curitiba, v. 48, p. 549-558, July 2005.

TURINA, A. V. et al. Natural terpenes: self-assembly and membrane
partitioning. Biophysical Chemistry, Amsterdam, v. 122, p. 101-113, July
2006.

ULTEE, A. et al. Adaptation of the food-borne pathogen Bacillus cereus to
carvacrol. Archives Microbiology, Berlin, v. 174, p. 233-238, Oct.2000

ULTEE, A.; BENNIK, M. H. J.; MOEZELAAR, R. The phenolic Hydroxyl
group of carvacrol is essential for action against the food-borne pathogen B.
cereus. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.68, n. 4, p.
1561-1568, Apr. 2002

VALERO, M. et al. Characteriztion of Bacillus cereus isolates from fresh
vegetables and refrigerated minimally processed foods by biochemical and
physiological tests. Food Microbiology, London v. 19 p. 491-499, Oct.2002.

VERBEL, J. O. et al. Chemical composition and antioxidant activity of essential
oils isolated from Colombiam plants. Brazilian Journal of Pharmacognosy,
Curitiba, v 20, n. 4, p. 568-574, Aug./Sept. 2010.



CAPITULO 3 CARACTERIZACAO E CONTROLE DE BIOFILME DE
Bacillus cereus EM SUPERFICIE DE ACO INOXIDAVEL



RESUMO

Nesta pesquisa foi avaliada hidrofobicidade de cupons de prova de ago
inoxidavel AISI 304#4 sem e com filme condicionante e da cepa de B. cereus
correlacionando com a capacidade de adesdo e formacdo de biofilme de B.
cereus utilizando um modelo de adesdo, além de avaliar a eficiéncia de solucdes
sanitizantes a base de Oleos essenciais de Elettaria cardamomum e
Cymbopongon citratus, individuais e em combinagdo, ¢ solu¢do controle, em
dois tempos de contato, sobre o biofilme maduro. A adesdo do B. cereus a
superficie de ago inoxidavel sem e com filme condicionante atingiu 5,47 ¢ 5,59
Log UFC.cm™, no tempo de 240 e 24 horas, respectivamente.As solugdes a base
de 6leos essenciais mostraram-se efetivas em ambas as condi¢des de superficies
avaliadas e tempos de contato. Sendo o tempo de contato de 30 minutos mais
efetivo que o tempo de contato de 15 minutos. Pela microscopia eletrénica de
varredura foi possivel observar algumas alteragdes na membrana citoplasmatica.
Assim, solucdes sanitizantes a base de oleos essenciais podem ser potencial
alternativa no uso como sanificantes no procedimento de higieniza¢do na
industria de alimentos.

Palavras-chave: Elettaria cardamomomum. Cymbopogon citratus. Sanitizantes.
B. cereus.



ABSTRACT

This research assessed the hydrophobicity of stainless steel coupons
AISI 304#4 both with and without conditioning film, and that of the B. cereus
strain, relating it to adhesion and biofilm formation capabilities through an
adhesion model; and the sanitizing potential of Elettaria cardamomum and
Cymbopongon citratus essential oil based sanitizing solutions, assembled
through both combination and isolation of such oils, as well as that of a control
solution, at two contact times, against mature biofilm. The adhesion of B. cereus
to stainless steel surfaces with and without conditioning film reached 5,47 and
5,59 Log UFC. cm™, at times of 240 and 24 hours, respectively. The essential oil
based sanitizing solutions proved themselves effective under all evaluated
superficial conditions and contact times. Contact times of 30 minutes were
observed to be more effective than those of 15 minutes. Through scanning
electron microscopy, it was possible to observe some alteration to the
cytoplasmatic membranes. Therefore, essential oil based sanitizing solutions
may be a potential alternative to traditional hygiene practices in the food
industry.

Keywords: Elettaria cardamomomum. Cymbopogon citratus. Sanitizers, B.
cereus.
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1 INTRODUCAO

Bacillus cereus ¢ frequentemente mencionado como microrganismo
esporulado, que em condi¢des adversas a célula, podem transformar-se em
endosporos (ANDERSON BORGE et al., 2001; ENEROTH et al., 2001). E
considerado potencial causador de doengas de origem alimentar podendo
produzir varias toxinas, principalmente a emética ¢ a diarreica (GRANUM,
2001).

A literatura aponta trés aspectos importantes decorrentes da presenga de
B. cereus na industria de alimentos, que o torna problema dificil de ser
controlado: primeiro, parece ser muito dificil evitar completamente a
contaminacdo, uma vez que esta bactéria (na forma de células vegetativas ou
endosporos) ¢ amplamente disseminada no ambiente natural, principalmente no
solo; segundo, os esporos sdo hidrofobicos, com capacidade de adesdo a diversas
superficies, e finalmente, a temperatura de processamento da maioria dos
alimentos normalmente ¢ insuficiente para destruir os esporos que permanecem
viaveis no produto final (CARDOSO; LEITAO, 1999;: GRANUM, 2001).

Uma superficie mal higienizada, somada a capacidade de adesdo de
microrganismo, pode se tornar fonte potencial de contaminagdo e levar a
formacdo de biofilmes. Estes, uma vez formados, sdo de dificil remogdo, sendo
importante evita-los nos processos iniciais, antes que 0Os microrganismos
sintetizem substancias exopoliméricas (EPS).

As falhas nos procedimentos de higienizagdo permitem que os residuos
aderidos aos equipamentos e superficies se transformem em potencial fonte de
contaminac¢do. Sob determinadas condigdes, os microrganismos se aderem,

interagem com as superficies e iniciam crescimento celular (ANDRADE, 2008).
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Biofilmes sdo complexos ecossistemas microbioldgicos embebidos em
uma matriz de polimeros orgéanicos, aderidos a uma superficie (CARPENTIER;
CEREF, 1993).

Um termo que pode definir melhor os microambientes, que nao se
enquadram na definicdo classica de biofilme, mas que apresentam risco
potencial de contaminagdo dos alimentos ¢ "potencial de biotransferéncia
(HOOD; ZOTTOLA, 1997). Assim, baixa contagem de células vegetativas e
endosporos aderidos em determinada superficie ndo constituem um biofilme
verdadeiro, porém pode levar a biotransferéncia desse ambiente, ou seja, a
simples presenca de microrganismos aderidos em superficie que poderiam
eventualmente levar a contaminacdo dos alimentos (PENG; TSAI; CHOU,
2001).

Estudos realizados constatam que diversas superficies encontradas nas
indastrias de alimentos, como ago inoxidavel, vidro, borracha, foérmica,
polipropileno e o ferro forjado, sdo passiveis de apresentar a formagdo de
biofilmes, além de superficies de alimentos, como frutas, vegetais, carcagas de
animais e peixes (ANDRADE, 2008). O ago inoxidavel é um dos principais
materiais usados pelas industrias de alimentos, devido a sua estabilidade térmica
durante o processamento, além de ser facil de higienizar e ter alta resisténcia a
corrosdo (PENG; TSAI; CHOU, 2001). A microtopografia do aco inoxidavel é
composta de ranhuras e fendas, que permitem a protegdo das bactérias contra as
forgas exercidas pelo fluxo do fluido (BERNARDES, et al., 2010). Em meio
como a area alimentar, o ago inoxidavel ¢ modificado pela adsor¢do de camadas
orgénicas, camada usualmente, referida como filme condicionante. Este filme
modifica as propriedades fisico-quimicas da superficie do material
(MACHADO, 2005), tornando-a mais propicia a adesdo e formagdo de biofilme.

Considerando que a superficie de adesdo ¢ essencial para o

desenvolvimento do biofilme, o entendimento, de como as propriedades do
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substrato influencia o processo de adesdo bacteriana pode ajudar a desenvolver
alteragOes nas superficies de forma que a adesdo seja controlada.

A natureza da estrutura e a formagdo do biofilme resulta em significante
resisténcia a limpeza e sanitizagdo. Métodos convencionais de controle e
remog¢ao de biofilme sdo geralmente ineficientes contra formagdo de biofilme
bacteriano em ambientes industriais (KORENBLUM et al., 2008). Além disso, a
resisténcia a antimicrobiano e praticas inadequadas de sanitizagdo contribuem
significativamente no processo de eliminacdo de biofilme. Entretanto, a
resisténcia dos microrganismos a antimicrobianos tradicionais mostra a
necessidade de pesquisas de novas estratégias de controle de biofilme (SIMOES;
SIMOES; VIEIRA, 2010).

O uso de antimicrobianos naturais € considerado, atualmente, eficiente
alternativa no controle de biofilme. Oleos de plantas sdo usados por diversos
povos com diferentes propositos ao longo de varios séculos (JONES, 1996).
Varios estudos tém mostrado o potencial antimicrobiano de 6leos essenciais,
como o 6leo essencial de Cymbopogon citratus, no entanto pouca atengdo tem
sido dada ao 6leo essencial de Elettaria cardamomum.

Assim, este trabalho se propds a avaliar a hidrofobicidade de cupons de
prova de ago inoxidavel AISI 304#4 sem e com filme condicionante e da cepa de
B. cereus correlacionando com a capacidade de adesdo e formagdo de biofilme
de B. cereus, buscando determinar a influéncia do fator tempo na adesdo.
Avaliar o potencial de biotransferéncia ao longo do processo de adesdo e a agdo
sanificante dos 6leos essenciais de C. citratus e E. cardamomum, puros e em

combinacao, em dois tempos de contato, sobre biofilmes maduro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Locais de execucdo do experimento

A determinacdo qualitativa dos constituintes quimicos dos o6leos
essenciais foi realizada no Laboratorio Central de Analise e Prospecgao Quimica
(CAPQ), a avaliagdo da atividade antibacteriana dos Oleos essenciais foi
realizada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia de Alimentos (DCA), as analises de microscopia eletronica de varredura
(MEV) no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural
(LME), todos localizados na UFLA. A tensdo superficial dos oleos e a
hidrofobicidade das superficies foram determinadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Higiene Industria do Departamento de Tecnologia

de Alimentos (DTA), da Universidade Federal de Vigosa (UFV), MG, Brasil.
2.2 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Bacillus cereus ATCC 14579, adquirido
da Colegdo de Culturas Tropical da Fundagdo André Tosello, em Campinas, SP,
Brasil.

2.2.1 Padronizacao, estocagem e preparo do inéculo da célula vegetativa

A padronizagdo, estocagem e preparo do inoculo da célula vegetativa

foram realizadas como descrito no capitulo 2 item 2.3.1.
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2.3 Superficie

Para os ensaios envolvendo a formacdo de biofilmes foram utilizados
cupons de aco inoxidavel, tipo 304 (#4), (de dimensdes 1 x 8 x 18 mm). Este
material foi escolhido, por ser amplamente utilizado na fabricacdo de
equipamentos. O modelo experimental da forma¢do de biofilme de Bacillus
cereus foi elaborado seguindo a metodologia de Oliveira et al (2010) , sendo a
montagem: suporte de aco inoxidavel AISI 304, # 4, composto por 4 estantes,
cada qual com fendas para apoio de 21 cupons de aco inoxidavel AISI 304, # 4,
dispostos verticalmente (Figura 1); béquer de 1000mL; barra magnética e
agitador magnético, utilizando com a finalidade de permitir a formacao de fluxo

do substrato por entre os cupons. O béquer foi lacrado com auxilio de papel

aluminio.

Figura 1 Modelo experimental de formagdao do biofilme (A) utilizando como
substrato de crescimento bacteriano meio de cultura BHI (B)
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2.3.1 Procedimento de higienizacdo dos cupons e do suporte de acgo
inoxidavel

Tanto os cupons de ago inoxidavel quanto o suporte de aco inoxidavel
foram limpos por meio de abrasdo mecénico com esponja de poliuretano com
detergente liquido, enxaguados com agua destilada e imersos em acetona 100%
por 1 hora para remogao de gordura, foram enxaguados novamente com agua
destilada a 80 °C, secos por 2 horas a 60 °C e esterilizados em autoclave 121 °C/

15 minutos (PARIZZI et al., 2004).

2.3.2 Condicionamento da superficie dos cupons

Com o objetivo de obter uma superficie de aco inoxidavel coberta por
filme condicionante semelhante ao encontrado em ambiente industrial, os
cupons foram imersos durante uma hora em leite UHT a temperatura ambiente
em Capela de Seguranga Bioldgica. Logo em seguida, foram secos em estufa a
32 °C por 24 horas, e foram acondicionados em placas de Petri estéreis forradas

com papel filtro, conforme a Figura 2.

Figura 2 Cupons de ago inoxidavel utilizado no experimento
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2.3.3 Medidas de angulo de contato

Foram determinados os angulos de contato com agua para as duas
condigdes de superficies avaliadas e para superficie da célula (Tabela 1). Apds a
higienizacdo, os cupons de ago inoxidavel foram transferidos com o auxilio de
uma pinga, para o equipamento de medidas Goniometro (kruss®, Alemanha).
Foi feita a medi¢do do angulo de contato de uma gota de 2 pL durante trinta

segundos consecutivos. Foram feitas trés repeti¢oes.

Tabelal Superficies avaliadas quanto ao angulo de contato

1.  Aco Inoxidavel AISI 304, # 4 sem filme condicionante

2. Aco Inoxidavel AISI 304, # 4 com filme de condicionante

3. Superficie de células vegetativas de B. cereus

As medidas do angulo de contato da superficie das células de B. cereus
foram realizadas sobre uma camada de células vegetativas usando o método
descrito por BUSSCHER et al. (1984). Inicialmente, B. cereus foi ativado duas
vezes em caldo BHI com a finalidade de se obter uma suspensao da cultura ativa
com aproximadamente 107 UFC/mL. Posteriormente, 30 mL da suspensio
microbiana foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos, sendo em seguida
lavados por trés vezes, em tampdo fosfato salino (PBS) 0,1 M. A massa celular
foi ressuspendida neste mesmo tampao sendo depositada sobre filtro de
membrana de acetato de celulose de 0,45 um de poro e 47 mm de didmetro, por
filtragdo a vacuo. Foram adicionados 30 mL de agua ultrapura (Milli-Q) no
momento da filtragdo. Para padronizar o conteudo de umidade, os filtros foram
transferidos para Placas de Petri contendo 1% de agar (p/v) e 10% de glicerol
(v/v). As membranas foram cortadas em trés partes sendo cada parte usada para

medi¢do do angulo de contato.
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2.4 Adesdo das células vegetativas de Bacillus cereus a cupons de aco
inoxidavel

Em béquer de vidro de 1000 mL contendo uma barra magnética, foi
adicionado 800 mL de BHI previamente esterilizado e 40 mL de BHI contendo a
cultura bacteriana, obtendo a concentracao final de aproximadamente 7,31 Log
UFC.mL"'. Em seguida os cupons de aco inoxidivel sem ou com filme
condicionante foram acoplados no suporte de aco inoxidavel e disposto no
interior do béquer, o qual foi lacrado e incubado, a 32 °C, sob agitagdo de 70
rpm. A cada 48 horas, os cupons foram retirados do suporte, com auxilio de
pinga, ¢ imersos em 10mL de solugdo salina por 1 minuto, para remogao das
células planctonicas. Apds esse procedimento, os cupons foram colocados em
novo suporte limpo e esterilizados ¢ imersos em 800 mL de BHI em um béquer

estéril contendo uma barra magnética.

2.5 Determinacgdo do numero de células aderidas

O numero de células vegetativas aderidas aos cupons de aco inoxidavel
foi determinado apés 12, 48, 96, 144, 192 e 240 horas de cultivo para superficie
sem filme condicionante e apds 2, 6, 12 e 24 para superficie com filme
condicionante. Os cupons foram retirados do meio de cultivo, com auxilio de
uma pinga estéril e imersos em 10mL de solugdo salina por 1 minuto, para a
remocao de células planctonicas. Em seguida foram imersos em tubos contendo
volume apropriado de &gua peptonada a 0,1% (p/v) e submetidos ao vortex,
durante 2 minutos para remocdo das células sésseis (PARIZZI et al., 2004).
Diluigoes seriadas foram realizadas e o numero de células viaveis determinadas
em TSA, empregando a técnica de espalhamento em superficie. As placas de

Petri foram incubadas a 32 °C por, aproximadamente 24 horas, e foi realizada a
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contagem padrio em placas, expressa em Log UFC.cm™). Todo experimento foi

realizado em trés repetigdes e as analises em duplicata.

2.6 Procedimento de higienizacao dos cupons com biofilmes

Para elaboracdo das solugoOes sanitizantes a base de 6leos essenciais bem
como a solugdo sanificante controle (sem adicdo de oleos essenciais), foram
utilizados as seguintes propor¢des de oleos essenciais e diluentes (Quadrol). O
Tween 80 foi adicionado com intuito de auxiliar na diluicdo dos oOleos
essenciais. Os 6leos essenciais foram adicionados a solugdo salina (NaCl) 0,85%
com 0,5%(v/v) de Tween 80 e agitado no vortex para homogeneiza¢do do
mesmo. As concentracdes de Oleos essenciais e os tempos de contato foram
baseados em estudos prévios do efeito bacteriostatico e do tempo de agdo
bactericida, respectivamente, sobre células planctonicas de B. cereus (Capitulo

2).

Quadro 1 Composicao das solucgdes a base de 6leos essenciais e solugao controle
utilizadas na determinacdo do tempo Dbactericida, (A) E.
cardamomum, (B) C. citratus, (C) combinagédo e (D) Controle

Solucéo Salina 0,85% (0,5% E.cardamomum  C.citratus Total

Solugdo Tween 80) (uL/mL) (uL/mL) (uL/mL)  (uL)
A 984 16 0 1000
B 992 0 8 1000
C 996 2 2 1000
D 1000 0 0 1000

Os tempos de contatos utilizados foram de 15 e 30 minutos a
temperatura ambiente. O tempo de 15 minutos foi baseado no maior tempo
necessario para a eliminacdo das células planctonicas de B. cereus. O limite de
30 minutos foi escolhido levando-se em consideragdo o tempo de sanitizagdo na

industria de alimentos.
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No tempo de 24 e 240 horas, os cupons de prova foram mergulhados por
1 minuto em 10 mL de solucdo salina, removendo-se assim, as células
planctonicas e, em seguida, imersos em 5 mL de solugo sanificante a base de

oleos essenciais e solugdo controle, durante os tempos de contatos determinados.

2.7 Determinacdo do numero de células aderidas ap6s a sanitizacdo da
superficie

O numero de células aderidas aos cupons de ago inoxidavel foi
determinado apds cada tratamento com as solugdes sanitizantes a base de 6leos
essenciais e a solucdo controle. Visando verificar se a solugdo controle ndo
influencia no nimero de células aderidas, também foram analisados os cupons
sem nenhum tratamento sanificante. Os cupons foram retirados do meio de
cultivo, com auxilio de uma pinga estéril ¢ imersos em 10mL de solugdo salina
por 1 minuto, para a remog¢ao de células planctonicas. Em seguida foram imersos
em tubos contendo volume apropriado de agua peptonada a 0,1% (p/v) e
submetidos ao vortex, durante 2 minutos para remog¢do das células sésseis
(Parizzi, 2004). Dilui¢des seriadas foram realizadas e o numero de células
vidveis determinadas em TSA, empregando a técnica de espalhamento em
superficie. As placas de Petri foram incubadas a 32 °C por, aproximadamente 24
horas, sendo realizada, ao final desse periodo, a contagem padrdo em placas,
expressa em Log UFC.cm™. Todo experimento foi realizado em trés repeti¢des e

as analises em duplicata.
2.8 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Os cupons de provas submetidos aos tratamentos com solugdo

santificante a base de 6leos essenciais e solucdo sanificante controle nos dois

tempos de contato foram avaliadas por MEV. Para tal, os cupons foram imersos
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em solucdo fixadora (Karnovsky modificado: 2,5% glutaraldeido, 2,5%
formaldeido, em 0,05 M de tampdo cacodilato de sédio, pH 7,2 ¢ 0,001 M
CaCl,) por no minimo 24 horas. Em seguida, os cupons foram lavados com
tampao cacodilato de sddio por trés vezes de 10 minutos e pds-fixados em
tetroxido de 6smio 1%, por 1 hora. Apds este periodo foram lavados por trés
vezes em agua destilada e desidratados em gradiente crescente de etanol (25%,
50%, 70% e 90% por 10 minutos; 99,9 por duas vezes de 10minutos).
Posteriormente, foram levados ao aparelho de ponto critico (Bal-Tec CPD 030)
para completar a secagem, montado em Stubs e cobertos por ouro em
metalizador (Bal-Tec SDC 050) (BOSSOLA; RUSSEL, 1998). Ao final desse
procedimento foram obtidas eletromicrografias dos microrganismos aderidos a
superficie de ago inoxidavel, pelo microscopio eletronico de varredura (EVO

040 Leo).

2.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Para analise estatistica no experimento foi adotado um esquema fatorial
4 x 2 (sanificantes x tempos de contato), com o delincamento em blocos
casualizados. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Sisvar versdo 5.1 (Ferreira, 2003) em que empregou-se a analise de variancia por
meio do teste F, para verificar a diferenga entre os tratamentos. Quando
significativos, a comparacdo de médias para os sanitizantes ¢ o tempo foram

realizados por meio do teste Scott e Knott, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises dos angulos de contato

Na tabela 2 sdo representados os valores médios dos angulos de contato
com as superficies de células de B. cereus, cupons de prova com filme
condicionante e cupons de prova sem filme condicionante.

O angulo de contato com a agua € o parametro que permite avaliar a
hidrofobicidade de diferentes superficies. Assim, para angulos de contato
superiores a 50° a superficie é considerada hidrofobica e angulos inferiores a 50°
a superficie € hidrofilica (FAILLE et al., 2001). Assim a estirpe de B. cereus
utilizada neste estudo pode ser considerada hidrofilica ja que forma angulo de
contato com a dgua (Tabela 2). Utilizando o mesmo critério para os cupons de
prova, as superficies de aco inoxidavel sem o filme condicionante foram
consideradas hidrofobicas, no entanto ao adicionar o filme condicionante a
superficie de ago inoxidavel ela se torna hidrofilica.

O carater hidrofilico da superficie de ago na presenca do filme
condicionante de leite pode ser explicado pela interacdo dos diferentes
componentes de superficie tais como proteinas (ogi-caseina, P-caseina ¢ -
lactoglobulina), minerais, fosfolipidios, gorduras e acidos graxos livres
(DICKINSON, 2001), com a superficie do aco inoxidavel.

Em estudos realizados por Aragjo et al. (2009) foram encontrado valores
de hidrofobicidade semelhante aos encontrados nesse estudo para cepa de B.
cereus ATCC 14579. Em tal estudo foi avaliada a hidrofobicidade de quatro
cepas de B. cereus. Dessas, 3 apresentaram valores de angulo de contato de
24,52% 25.41°% 27,98° ¢ uma cepa foi hidrofébica com valor de angulo de

contato de 78,73".
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Tabela 2 Valores médios dos angulos de contato com as superficies de células de
Bacillus cereus, aco inoxidavel com e sem filme condicionante

Superficie de Adesdo Angulo de Contato*
Acgo Inoxidavel sem filme condicionante 64,58+5,4
Aco Inoxidavel com filme condicionante 23,07+8,8
B. cereus ATCC 14579 23,98 £2,6

*média de trés repetigdes
3.2 Adesao de Bacillus cereus ao aco inoxidavel
Os dados relativos ao numero de células vegetativas de B.cereus

aderidas aos cupons de aco inoxidavel sem e com filme condicionante apos

diferentes tempos de adesdo sdo representados nas Figuras 3 e 5,

respectivamente.
Células Sésseis  MCélulas Plancténicas
9,00 - - 9,00
800 1 - 8,00
7.00 - i i i i i - 7,00
= 6.00 - T T 600 4
o 5.00 - T + = 1500 O
5 4.00 - T 3 * 400 B
2 300 | - - 300 2
a3 T A
2,00 + + - 2,00
1.00 - - 1,00
0,00 T T T T T 0,00
12 48 96 144 192 240

Tempo (h)

Figura 3 Logaritimo do ntiimero de UFC.cm™ de células planctonicas e sésseis de
Bacillus cereus em cupons de ago inoxidavel sem filme condicionante
apos 12 horas a 240 horas de adesdo
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Na superficie sem o filme condicionante a cepa de B. cereus apresentou
uma adesdo relativamente boa nas primeiras 48 horas de cultivo,
aproximadamente 3,61 ciclos Log, sendo que o crescimento maximo ocorreu
ap6s 240 horas de adesdo (5,59 Log UFC. cm™). Resultados semelhantes foram
encontrados por Bernardes et al., (2010), onde a adesao foi avaliada ao longo de
10 dias atingindo no 4,43 Log UFC . cm™.

A diferenciag@o entre o que seja biofilme e adesdo tem sido proposta em
fungdo do numero de células aderidas por cm’. Ronner; Wong (1993)
consideram como biofilme um namero de 10° células aderidas por centimetro
quadrado. Assim, segundo esses autores, na superficie de aco inoxidavel sem
filme condicionante, formou-se biofilme ap6s o tempo de contato de 48 horas.
Wirtanen; Husmark; Mattila-Sandholm (1996) e Andrade et al. (1998)
afirmaram ser necessaria uma populagdo de células de 10° ¢ 10 células por cm?,
respectivamente. Entdo de acordo com Wirtanen; Husmark; Mattila-Sandholm
(1996) na superficie de ago inoxidavel foi formado biofilme das células
vegetativas ap6s 192 horas de contato. Entretanto, para diferenciagdo entre
adesdo e biofilme devem ser consideradas as espécies envolvidas, pois sabe-se
que espécies distintas irdo apresentar diferentes comportamentos de adesdo e
formagdo de biofilme.

A adesdo foi avaliada por eletromicrografia obtidas por microscopio
eletronico de varredura (MEV) da superficie submetida ao procedimento de

adesdo bacteriana (Figura 4).
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Figura 4 Imagem obtida por microscopio eletrdnico de varredura mostrando a
adesdao de B. cereus na superficie de aco inoxidavel AISI 304 (+4),
apds 240 horas de contato. (A) superficie sem filme condicionante e
(B) Adesdo de células vegetativas

Na superficie com filme condicionante a cepa de B. cereus aderiu-se a
superficie de ago inoxidavel mais rapidamente que na superficie sem filme

condicionante.
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Figura 5 Logaritimo do nimero de UFC.cm™ de células planctonica de Bacillus
cereus aderido em cupons de ago inoxidavel com filme condicionante
apos 2 horas a 24 horas de ades@o

As células vegetativas, nas primeiras 2 horas atingiram
aproximadamente 4,41 ciclos Log, sendo que o crescimento maximo ocorreu em
12 horas de adesdo (5,71 Log UFC. cm™), ja em 24 horas a adesdo foi de 5,47
Log UFC. cm™. Peng, Tsai ¢ Chou (2001) analisaram o processo de adesdo de
células vegetativas de B. cereus em cupons de ago inoxidavel AISI tipo 304, +4
com filme condicionante de leite. Obtendo uma adesdo entre 3 Log UFC.cm™ a
6 Log UFC.Cm™.

Por MEV (Figura 6) foi possivel observar a formacdo de biofilme de
células vegetativas de B. cereus na superficie do aco inoxidavel com filme

condicionante.
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Figura 6 Imagem obtida por microscopio eletronico de varredura mostrando a
adesdo de B. cereus na superficie de ago inoxidavel AISI 304 (+4),
apos 240 horas de contato. (A) superficie com filme condicionante e
(B) Adesao de células vegetativas

A comparagdo entre a adesdo na condigdo de superficie sem filme
condicionante e na condi¢do de superficie com filme condicionante mostra a
importancia dos procedimentos de higieniza¢do nas superficies que entram em
contato com alimentos, pois se constatou que a formagdo de biofilme na

superficie com filme condicionante pode ocorrer em curto periodo, o que mostra
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a necessidade de se realizar boa higienizagao nas superficies de equipamentos e
utensilios.

O papel dos filmes condicionantes ainda ndo foi muito bem estabelecido
no estudo da formacdo dos biofilmes. Alguns autores consideram que a
formagdo do filme condicionante com leite ¢ favoravel a adesdo (HOOD;
ZOTTOLA, 1995), outros consideram desfavoravel (BOWER; MCGUIRE;
DAESCHEL, 1996; WONG, 1998), mas uma coisa ¢ consenso entre todos,
equipamentos mal higienizados, que permanecem com residuos de alimentos em
sua superficie, servem como fonte de nutrientes para os microrganismos ali
aderir.

No processo de adesdo entre duas superficies, em meio aquoso, ¢ preciso
que o filme de dgua que as separa seja removido, e a hidrofobicidade contribui
para essa remocao, favorecendo a adesao.

A hidrofobicidade celular é considerada por muitos pesquisadores um
fator importante para adesdo bacteriana. Caracteristicas das superficies,
incluindo carga da superficie e da célula bacteriana e a hidrofobicidade tem sido
relatados por afetar o processo de adesdo a varios substratos, desde biomateriais
a diferentes superficies solidas (AHIMOU et al., 2001).

Os cupons de provas de aco inoxidavel sem filme condicionante
possuem superficie considerada hidrofobica e os cupons de provas com filme
condicionante, possui superficie considerada hidrofilica pelas medidas do angulo
de contato com a agua. Ja a superficie do B. cereus utilizada era hidrofilica.
Segundo Aratujo et al.,(2009), tais adesdes (superficie hidrofobica - hidrofilica e
hidrofilica - hidrofilica) sdo termodinamicamente desfavoraveis.

Os resultados encontrados nesse estudo, no entanto, ndo sdo condizentes
com a literatura, ao contradizer a hipdtese de que a hidrofobicidade celular ¢é
importante na adesdo no material testado. Apesar de termodinamicamente

desfavoravel a adesdo ocorreu nas superficies com e sem filme condicionante,
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sendo o processo de adesdo mais rapido na superficie com filme condicionante
(superficie hidrofilica), o que contradiz o relatado por diversos autores. Segundo
estes a adesdo relacionada a hidrofobicidade e hidrofilicidade da superficie de
suporte ¢ a superficie de diversas bactérias, tem mostrado que ¢é altamente
facilitada quando interagem superficies hidrofobicas. Sendo menor, entre
suportes hidrofobicos e bactérias hidrofilicas e dificultadas quando ambas as
superficies sdo hidrofilicas (ASSANTA et al., 2002; LIU et al. 2004).

Pesquisas realizadas por Bernardes et al (2010) demonstraram que em
alguns casos a adesdo ¢ termodinamicamente desfavoravel. No entanto, outros
fatores devem ser considerados durante o processo de adesdo.

Assim este estudo demonstra que o processo de adesdo ¢ “multifatorial”,
envolvendo varias propriedades fisico-quimicas e fatores microbioldgicos. Para
melhor entendimento, seria necessario investigar o papel das proteinas da parede
celular, assim como o papel das fimbrias e flagelos. Além disso, outras
estruturas como polissacarideos, presenga de pili e capsula tém sido relacionadas
a processo de adesdo e formagdo de biofilme. Na (Figura 7) pode-se observar o

EPS produzido por B. cereus.
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Figura 7 Imagem obtida por microscopio eletronico de varredura mostrando
producdo de exopolissacarideos por Bacillus cereus ATCC 14579 na
superficie de aco inoxidavel AISI 304 (+4)

A adesdo bacteriana a superficie ocorre em dois estagios: adesdo
reversivel seguida por adesdo irreversivel. A fase reversivel se caracteriza pela
fraca adesdo da célula a superficie, propiciando facil remogdo das mesmas
(MARSHALL; STOUT; MITCHEKK, 1971). Segundo Deibel, (2003) a adesao
bacteriana irreversivel ocorre na maioria dos casos entre 1 ¢ 8 horas de ades@o.
Ja Chmielewski e Frank (2003) relatam que esse tempo ¢é inferior. Para eles a
adesdo irreversivel pode ocorrem em alguns casos entre 20 minutos € no
maximo 4 horas de contato e apresenta sérios riscos a industria de alimentos,
uma vez que as células aderidas sdo de dificil remocgao.

Outra questdo a ser considerada ¢ a liberagdo de células vidveis para o
alimento, a partir das células aderidas. Neste sentido, a preocupacao maior deve
ser com microrganismos que tenham curto tempo de geracdo mesmo aderido,

pois nos produtos eles terdo maior capacidade para crescer. Esses riscos sdo
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agravados, uma vez que as células bacterianas podem permanecer aderidas apos
os procedimentos de higienizagdo e se desprenderem do biofilme contaminando
os produtos, num processo denominado biotransferéncia.

A contagem das células planctonicas na suspensdo onde os cupons de
aco inoxidavel estavam imersos foi realizada paralelamente a contagem do
numero de células aderidas aos cupons. Vale ressaltar que o meio adicionado
cada dois dias ao Becker contendo o modelo experimental de adesdo de célula
vegetativa, era estéril. Assim sendo a contagem obtida no meio corresponde as
células que se desprendiam dos cupons de ago durante o processo de formacao
de biofilme, esse efeito ¢ denominado potencial de biotransferéncia.

Assim, o potencial de biotransferéncia do microrganismo torna-se uma
medida interessante. As contagens de células planctonicas encontradas (Figura 3
e 5) indicam que o desprendimento das células de Bacillus cereus foi
praticamente constante nas etapas analisadas independente da superficie possuir
ou nao filme condicionante e da maturagdo total do biofilme. Confirmando os
dados obtidos por Breyers; Ratner, (2004) que relatam que ocorre
desprendimento das células durante a fase reversivel do biofilme.

Apesar do meio possuir inicialmente condi¢des adequadas tais como
nutriente e temperatura ideal, para o crescimento do microrganismo, apos 48
horas esses nutrientes possivelmente estavam se esgotando e 0 microrganismo
entrando numa fase de morte ou formagdo de endosporos. Essa tendéncia foi
demonstrada através dos valores encontrados em todas as etapas de formagdo do
biofilme (<8,5 Log UFC. mL", valor esse obtido na curva de crescimento
quando em 7 horas de crescimento o microrganismo atinge o maximo de Log
UFC. mL™). Outro fator a ser analisado ¢ a transferéncia das células da forma
planctonica para forma séssil, reduzindo assim o nimero de células presentes no

meio.
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Cardoso (2000) observaram que em crescimento de B. cereus no leite a
temperaturas de 20 °C a bacteria atingiu em dois dias 7,74 Log UFC. mL" e em
6 dias 9,19 Log UFC. mL™" . Dose infecciosa relatadas na literatura ¢ de 10°
células ou esporos por grama de alimento (RAJKOWSKI; BENNETT, 2003).
Assim a rapida formagao e consolidacdo do biofilme de B. cereus e da adesdo de
esporos na superfice com filme condicionante demonstra a importincia do
processo de limpeza e sanitizacdo ser feito de forma eficiente na industria de
alimentos. Indicando assim, o potencial de risco devido a formacdo rapida do
biofilme e o seu potencial de biotransferéncia atingindo assim doses infectante

em pouco tempo.

3.3 Sanitizag&o do biofilme de B. cereus em superficie de a¢o inoxidavel

A eficiéncia de um produto antimicrobiano ¢ dependente de varios
fatores, entre os quais, concentragdo e tempo de contado com as bactérias, sendo
estes os que mais exigem estudos, de forma a encontrar-se a dose e o tempo de
exposicao adequados. A acdo das solugdes sanitizantes utilizadas pode ser
observada pelas contagens das células sésseis de B. cereus nos cupons de prova
apos seu tratamento com as mesmas. De acordo com analise de varidncia, houve
diferenga significativa (P<0,05) entre os tempos de contato analisados e entre as
solucdes sanitizantes, para ambas as superficies avaliadas (superficie sem filme
condicionante e superficie com filme condicionante) (Anexo B e C).

A Figura 8 representa a eficiéncia da sanitizacdo das superficies com
diferentes 6leos essenciais e sua combinag¢do com e sem camada condicionante.

Observou-se que a solugdo sanitizante a base da combinagdo dos 6leos
essenciais de E. cardamomum e C. citratus foi a mais efetiva para ambas as
superficies. Isso permite hipotetizar o uso dos 6leos essenciais em combinagao

sendo uma estratégia a ser considerada. O segundo melhor resultado foi solucao
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sanitizante constituida por 6leo essencial de C. citratus para superficie sem filme
condicionante. Ja na superficie com filme condicionante ndo houve diferenga
significativa entre a solugdo a base de o6leo essencial de E. cardamomum e C.
citratus (P<0,05). Todas as solugdes sanitizantes diferiram significativamente da

solucdo sanitizante controle (P<0,05) (Figura 8).

M Controle W E Cardamomum M Ccitratus M Combinag&o

(a)
6,00 - (a)
(a) (a)
5,00 -
4,00
E
&)
$ 300
5
b
S 2 © (b) (b)
2,00 T (d)
b
5 (b) ®)
1,00 (b)
(c) @ (c)
. o
0,00 #
15minutos 30 minutos 15 minutos ‘ 30minutos
Semfilme de condicionamento Gom filme de condicionamento

Figura 8 Populagdo de células sésseis de B. cereus, (em superficie sem filme
condicionante e superficie com filme condicionante) apos exposi¢ado
a solugdes sanitizantes a base de 6leos essenciais

Os Oleos essenciais de E. Cardamomum e C. citratus e sua combinagio
foram capazes de reduzir aproximadamente 3,05; 3,19 e 3,63 ciclos Log
respectivamente, o numero de células sésseis da superficie sem o filme
condicionante ap6s 15 minutos de contato e 3,97; 3,96 e 4,97 ciclos Log,
respectivamente ap6s 30 minutos de contato. J& na superficie com o filme

condicionante houve a reducdo de 4,56; 4,72 e 4,88 ciclos Log apds tratamentos
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dos cupons de prova com 6leos essenciais de E. cardamomum e C. citratus e sua
combinagdo, respectivamente apos 15 minutos e 4,60; 4,80 ¢ 5,23ciclos Log,
respectivamente apds 30 minutos.

Observa-se ainda que a reducdo do numero de células aderidas a
superficie apresentada pelo sanitizante compostos pela combinagdo dos o6leos
essenciais de E. cardamomum e C. citratus enfatiza a agdo sinérgica dos 6leos
essenciais estudados. Oliveira et al. (2010) também relataram a acdo sinérgica de
Oleos esséncias de C. citratus e C. nardus sobre L. monocytogenes aderidas em
acgo inoxidavel. A maioria dos estudos encontrados na literatura relacionados ao
sinergismo pela combinacao de 6leos essenciais de diferentes espécies de plantas
¢ realizado in vitro, apresentando resultados promissores (DELAQUIS et al.,
2002; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE. 2008), porém nio
correspondendo a realidade da presenga de microrganismos em ambientes
industriais.

Segundo Bakkli et al (2008) devido a grande variedade de constituintes
quimicos dos 6leos essenciais, ndo existe um alvo especifico na célula. O efeito
toxico apresentado pelos Oleos essenciais sobre os microrganismos pode ser
devido a alta complexidade de sua formula quimica, havendo evidéncias que sua
atividade antimicrobiana seja atribuida aos efeitos aditivos de seus componentes
majoritarios e seus componentes tracos (DORMAN; DEANS, 2000). Os
grupamentos alcoois, fenois, ésteres, acidos, aldeidos e terpenos podem explicar
sua acdo bacteriostatica e/ou bactericida.

Os Oleos essenciais de E. cardamomum e C. citratus apresentaram
terpenoides como seus principais constituintes quimicos. No dleo essencial de E.
cardamomum os componentes encontrados foram o 1,8-cineol, a-terpinil
acetato, a-pineno, terpine-4-ol, sabineno, limoneno, o terpineol e mirceno. No
0leo essencial de C.citratus os componentes foram o neral e o geranial que

isomericamente formam o citral, o mirceno, o geraniol, o linalol, (E) B-ocimeno
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e (Z) p-ocimeno além de outros componentes nio identificados em ambos os
oleos.

De acordo com Knobloch et al. (1986); citados por DORMAN; DEANS,
2000 os efeitos de terpenoides isolados em membranas bacterianas sugerem que
sua atividade ¢ uma funcdo das propriedades lipofilicas dos terpenos
constituintes, da poténcia dos seus grupos funcionais e sua solubilidade em agua.
Seu site de agdo parece ser a bicamada fosfolipidica, causada por mecanismos
bioquimicos catalisada pela bicamada de fosfolipidio da célula. Esses processos
incluem a inibicdo de transporte de elétrons, a translocag¢do de proteinas, etapas
fosforilagdo e outras reagdes enzimaticas dependentes (SIKKEMA: BONT;
POOLMAN, 1995). No entanto o mecanismo de a¢do dos monoterpenos nio ¢
completamente compreendido, sendo sua atividade na células como um todo,
muito mais complexo (KNOBLOCH et al. 1989). Embora seu carater lipofilico
seja tendéncia observada, declaragGes especificas sobre a agdo de terpenoides in
Vivo tém que ser avaliados individualmente, tendo em conta ndo s6 a estrutura
dos terpenoides, mas também a composi¢do quimica da parede celular
(Knobloch et al., 1989). Estudos realizados por Dorman; Deans (2000)
demonstram claramente as propriedades antibacterianas, embora os processos
dos mecanismos ndo sejam bem entendidos.

Varios estudos tém demonstrado que os terpenoides sdo um dos
principais contribuintes para agdo antimicrobiana dos 6leos essenciais, seguindo
em maior potencial de atividade dentro do grupo dos terpenoides os que
possuem alcoois, seguido pelos aldeidos e por ultimo os que possuem grupos
cetonicos (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995).

Com relacdo ao tempo de contato utilizado, observou-se que o
incremento do tempo de contato bactéria séssil - solucdo sanitizante a base de
oleos essenciais, mostrou diferenga significativa, com o aumento de tempo de

contato (P < 0,05), para ambas superficies avaliadas (superficie sem filme
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condicionante e superficie com filme condicionante), indicando que a eficiéncia
do sanitizante responde a incrementos do tempo de tratamento.

Na superficie sem filme condicionante, com o aumento do tempo de
contato da solucdo sanitizante a base de dleos essenciais, ocorreu reducdo
significativa no numero de células. No tempo de 30 minutos ocorreu um
aumento 71%, 78% e 82 % da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de E.
cardamomum, C. citratus e da combinagdo respectivamente, com rela¢do ao
tempo de 15 minutos. Ja na superficie sem filme condicionante, com o aumento
do tempo de contato da solucdo sanitizante a base de 6leos essenciais, no tempo
de 30 minutos ocorreu um aumento 59%, 46% e 57 % da sua atividade
antibacteriana dos Oleos essenciais de E. cardamomum, C. citratus e da
combinagdo respectivamente, com relagdo ao tempo de 15 minutos. A acdo do
oleo essencial se estende durante todo o tempo de contato com o microrganismo,
melhorando assim a atividade antimicrobiana do mesmo.

Como a agdo biocida dos o6leos essenciais, pode promover aumento da
permeabilidade da membrana citoplasmatica e posterior extravasamento do
conteudo celular. Apesar das bactérias suportarem pequenos danos na membrana
e possuirem capacidade de reparagdo dos mesmos, o aumento do tempo de
contato com solug@o sanitizante aumenta a extensdo do dano inviabilizando o
reparo da membrana celular. Assim, quanto maior o tempo de contato da solugdo
sanitizante a base de o6leo essencial, possivelmente maior sera a capacidade do
mesmo de se deslocar em direcdo a célula bacteriana, afetando assim seu
funcionamento.

Nas eletromicrografias foi possivel observar a a¢do antibacteriana dos
oleos essenciais presentes nas solucdes sanitizantes sobre B. cereus. As
eletromicrografias de varreduras revelaram as alteragdes estruturais na superficie
celular. As células de B. cereus apresentaram superficie disforme, com

aparéncia superficial rugosa e em consequéncia desse fato, possivel
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comprometimento das atividades biologicas da célula. Tais alteracdes
estruturais, provavelmente, causadas pela atuagdo dos oOleos essenciais
inicialmente na membrana celular, provocando alteragdes nos mecanismos de
transportes, permeabilidade e com posterior extravasamento dos constituintes
intracelulares. Foi evidénciado, para ambas as superficies utilizadas (sem filme
condicionante e com filme condicionante), 0 mesmo comportamento das células

frente aos 6leos essenciais presentes no sanitizante utilizado (Figura 9 e 10).

10 pm

Figura 9 Imagem obtida por microscépio eletrdnico de varredura de células de
B. cereus aderidas em superficie de ago inoxidavel sem filme
condicionante (A) e tratadas com 0leos essenciais de C. citratus (B),
E.cardamomum (C) e combinac¢éo (D).
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Figura 10 Imagem obtida por microscopio eletronico de varredura de células de
Bacillus cereus aderidas em superficie de aco inoxidavel com filme
condicionante (A) e tratadas com Oleos essenciais de C. citratus
(B), E.cardamomum (C) e combinagao (D)

Sendo B. cereus uma bactéria Gram-positiva, entende-se que a parede
celular deste ndo funciona como barreira para que esses compostos com
atividade antibacteriana ndo tenham acesso a membrana. Assim a membrana
externa tem sido reportada como protecdo a acdo de agentes sanificantes. No
entanto, os terpenoides devido a suas caracteristica lipofilicas e a capacidade de

* atuaram destruindo a estrutura da

complexar cations como Ca’" e Mg *
bicamada lipidica e quebrando a permeabilidade da membrana (GRIFFIN,

1979), permitindo que os 6leos essenciais atuem como agentes antibacterianos.
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que apesar da
influéncia da hidrofobicidade da superficie no processo de adesdo, como
caracteristicas fisioldgicas do microrganismo, bem como outros fatores fisico-
quimicos prevalecem durante a formacao do biofilme.

As solugdes sanitizantes a base de 6leos essenciais de E. cardamomum e
C. citratus apresentaram eficiéncia na remocéo de células de B. cereus aderidas.
O tempo de contato deve ser mais bem estudado para potencializar a agdo do uso
de sanitizantes a base de 6leos essenciais. Solucdes sanitizantes a base de 6leos
essenciais podem ser potencial alternativa no uso como sanificantes no

procedimento de higienizagdo na industria de alimentos.
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CAPITULO 4 Bacillus cereus: ADESAO DE ENDOSPOROS E
RESISTENCIA A SANITIZANTES A BASE DE OLEOS ESSENCIAIS



RESUMO

Nesta pesquisa foi avaliada hidrofobicidade de cupons de prova de ago
inoxidavel AISI 304#4 sem e com filme condicionante correlacionando com a
capacidade de adesdo de endosporos de B. cereus utilizando modelo de adesdo,
além de avaliar a eficiéncia de solugOes sanitizantes a base de 6leos essenciais
de Elettaria cardamomum e Cymbopongon citratus, individuais e em
combinagao, e solucao controle, em dois tempos de contato, sobre os enddsporos
aderidos. A adesdo de endosporos de B. cereus a superficies de aco inoxidavel
sem e com filme de condicionante atingiu 3,70 e 3,29 Log UFC.cm™, no tempo
de 240 e 24 horas, respectivamente. As solugdes a base de oleos essenciais
mostraram-se efetivas em ambas as condicdes de superficies e tempos de contato
avaliados, sendo o tempo de contato de 30 minutos mais efetivo que o de 15
minutos. Pela microscopia eletronica de varredura foi possivel observar
alteragdes na estrutura do endosporo. Assim, o procedimento de sanitizacdo
utilizando solucdes sanificantes a base de oleos essenciais reduziu
significativamente o nimero de enddsporos aderidos a superficies de ago
inoxidavel, apesar da resisténcia dos mesmos a grande maioria dos sanitizantes
tradicionais.

Palavras-chave: Elettaria cardamomomum. Cymbopogon citratus. Sanitizantes.
Endosporos.



ABSTRACT

This research assessed the hydrophobicity of stainless steel coupons
AISI 304#4 both with and without conditioning film, and that of the B. cereus
endospore, relating it to adhesion capabilities through an adhesion model; and
the sanitizing potential of Elettaria cardamomum and Cymbopongon citratus
essential oil based sanitizing solutions, assembled through both combination
and isolation of such oils, as well as that of a control solution, at two contact
times, against mature biofilm. The adhesion of endospore to stainless steel
surfaces with and without conditioning film reached 3,70 and 3,29 Log UFC.cm’
2, at times of 240 and 24 hours, respectively. The essential oil based sanitizing
solutions proved themselves effective under all evaluated superficial conditions
and contact times. Contact times of 30 minutes were observed to be more
effective than those of 15 minutes. Thus, the sanitation procedures using
sanitizing solutions based on essential oils significantly reduced the number of
endospores attached to stainless steel surfaces, despite the resistance of these the
vast majority of traditional sanitizers.

Keywords: Elettaria cardamomomum. Cymbopogon citrates. Sanitizers.
Endospore.
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1 INTRODUCAO

Bacillus cereus é uma bactéria Gram - positiva encontrada na natureza
em duas formas diferentes: célula vegetativa, isto €, metabolicamente ativa,
sendo capaz de se reproduzir e na forma dormente denominada endosporo.

Endosporos bacterianos sdo tipos diferenciados de células com
estruturas especiais para sobreviver em condigdes adversas (HENRIQUES;
MORAN Jr., 2007). Em adi¢do, enddsporos de B. cereus possuem superficie
altamente hidrofobica, coberta por varios e longos apéndices, caracteristica que
lhe confere capacidade de aderir eficientemente em diferentes superficies
(HUSMARK; RONNER, 1992; KLAVENES, et al., 2002). Assim, ¢ motivo de
preocupacdo constante na industria de alimentos. Uma vez que sdo altamente
resistentes e dotados de capacidade de adesdo, podem permanecer no alimento
apos seu processamento (FAILLE; FONTAINE; BENEZECH, 2001) e aderidos
as superficies industriais apds o processo de limpeza e sanitizacdo (PENG;
TSAIL; CHOU, 2002).

Cuidados com o controle e eliminagdo de B. cereus tém aumentado nos
ultimos anos, pois em condigdes favoraveis os enddsporos germinam dando
origem a células vegetativas capazes de produzir toxinas apresentando riscos a
saude publica, uma vez que B. cereus responsavel por gastroenterites de origem
alimentar. As toxinas podem ser proteinas instaveis ao calor, produzidas apos a
ingestdo do alimento contaminado por células vidveis (toxina diarreica), ou por
peptideos estaveis ao calor, formado pelo microrganismo no alimento (toxina
emética). Além disso, pode dar origem a deterioracdo de varios alimentos, como
na industria de laticinios, onde pode causar coagulagdo doce ¢ desenvolvimento
de diversos sabores estranhos em leite (FAILLE; FONTAINE; BENEZECH,
2001; PENG; TSAIL; CHOU, 2002).
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Para combater este crescente problema, grandes esfor¢os concentram-se
na realizacdo de um processo de higieniza¢do adequado, ou seja, que siga
corretamente as normas de limpeza e sanitizagdo determinadas, como a
determinagdo de solugdes sanitizantes eficientes, tempo e temperatura de
aplicacdo, fluxo da solucdo (ANDRADE, 2008). Além disso, para se obter
limpeza eficaz ¢ essencial o conhecimento sobre os mecanismos de adesdao dos
enddsporos. Assim, pelo fato de enddsporo bacteriano possuir maior capacidade
de adesdo que células vegetativas, devido a sua alta hidrofobicidade e
morfologia ¢ importante a escolha de santificantes eficientes, capazes de atuar
sobre os endosporos. Atualmente, a maioria dos sanitizantes tradicionais
utilizados, possuem acdo bactericida e esporostatico, mas raramente sao
esporicidas. Logo, novos métodos capazes de simultaneamente eliminar células
vegetativas e endosporos bacterianos sdo desejados em uma variedade de
industria de alimentos. Recentemente a atenc¢do tem sido voltada para produtos
naturais, como 6leos essenciais que tem agao bactericida e esporicida.

Varias pesquisas buscam a utilizagdo de novos compostos
antimicrobianos em alternativa aos tradicionais, devido principalmente pelo
declinio do numero de aprovagdes de novos farmacos e perda iminente de
protecdo de patentes e importantes farmacos. Além disso, observa-se um
aumento do nimero de bactérias que se mostram resistentes aos agentes
sanitizantes, tanto na area médica quanto na industria de alimentos. Dessa forma,
os 6leos essenciais passaram a ter atengdo dos pesquisadores visando a obtengdo
de compostos ou misturas deles a fim de utiliza-los com agentes
antimicrobianos.

Oleos essenciais sio compostos organicos de estrutura quimica
heterogénea encontrados, em varios géneros de plantas. Sao liquidos viscosos e
podem ou ndo exalar odor (SARTARATTO et al., 2004). Trabalhos realizados
em todo o mundo (BAYDAR et al, 2004; DELAMARE et al., 2007;
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NICKAVAR; MOJAB; DOLAT-ABADI, 2005; VIUDA-MARTUS et al., 2007)
e na Universidade Federal de Lavras (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2011; PEREIRA et al., 2008) mostram que varios 6leos essenciais possuem
atividade bactericida. Apesar do grande numero de pesquisas com células
vegetativas, ainda existe poucos estudos com endosporos bacterianos.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a hidrofobicidade de cupons de
prova de aco inoxidavel AISI 304#4 sem e com filme condicionante
correlacionando com a capacidade de adesdo de endodsporos de B. cereus
utilizando um modelo de adesdo, além de avaliar a acdo sanitizante de o6leos
essenciais sobre endosporos de Bacillus cereus aderidos em cupons de prova de
um modelo de formagdo de biofilme e fornecer subsidios & industria para

controle deste microrganismo.
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2 MATEIRAL E METODOS

2.1 Locais de execucdo do experimento

O experimento foi realizado nos locais descritos no capitulo 3 item 2.1.

2.2 Microrganismo

O microrganismo neste trabalho foi Bacillus cereus ATCC 14579

conforme descrito no capitulo 3 item 2.2.

2.2.1 Padronizacéo, estocagem e preparo do inéculo da célula vegetativa

A padronizagdo, estocagem e preparo do indculo da célula vegetativa

foram realizadas como descrito no capitulo 2 item 2.3.1.

2.2.2 Padronizacéo, estocagem e preparo do inéculo do Endésporo

A padronizagdo, estocagem e preparo do indéculo do endosporo foram

realizadas como descrito no capitulo 2 item 2.3.2.

2.3 Superficies

As superficies utilizadas foram as mesmas descritas no capitulo 3 item

2.3.
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2.3.1 Procedimento de higienizacdo dos cupons e do suporte de acgo
inoxidavel

O procedimento de higienizagdo dos cupons e do suporte foi realizado

conforme descrito no capitulo 3 item 2.3.1.

2.3.2 Condicionamento da superficie dos cupons

O condicionamento da superficie dos cupons foi realizado conforme

descrito no capitulo 3 item 2.3.2

2.3.3 Medidas de angulo de contato

As medidas do angulo de contato foram realizadas conforme descrito no

capitulo 3 item 2.3.3.

2.4 Adesao de enddsporos de Bacillus cereus a cupons de aco inoxidavel sem
e com filme condicionante

Em béquer de vidro de 1000 mL contendo uma barra magnética foi
adicionado 800 mL de suspensdo de endosporos com aproximadamente 5,36
Log endosporo.mL™. Em seguida os cupons de ago inoxidavel sem ou com filme
condicionante foram acoplados no suporte de ago inoxidavel e dispostos no

interior do béquer, o qual foi lacrado e incubado, a 32 °C, sob agitagdo de 70

rpm.
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2.5 Determinacgdo do numero de células aderidas

O numero de enddsporos aderidos aos cupons de ago inoxidavel foi
determinado apos 12, 48, 96, 144, 192 e 240 horas de cultivo para superficie sem
filme condicionante e apdés 2, 6, 12 e 24 para superficie com filme
condicionante. A principio, os cupons foram retirados do meio de cultivo, com
auxilio de uma pinga esterilizada e imersos em 10mL de solugdo salina por 1
minuto, para a remog¢ao de enddsporos ndo aderidos. Em seguida foram imersos
em tubos contendo volume apropriado de agua peptonada a 0,1% (p/v) e
submetidos ao vortex, durante 2 minutos para remog¢do das células sésseis
(Parizzi, 2004). Dilui¢des seriadas foram realizadas e o numero de células
viaveis determinadas em TSA, empregando a técnica de espalhamento em
superficie. As placas de Petri foram incubadas a 32 °C por, aproximadamente 24
horas, sendo realizada, ao final desse periodo, a contagem padrdo em placas,
expressa em Log UFC.cm™). Todo experimento foi realizado em trés repeti¢des

e as analises em duplicata.

2.7 Tensao superfacial dos dleos essenciais

A tensdo superficial dos 6leos essenciais foi medida conforme descrito

no capitulo 2 item 2.2.2.

2.8 Procedimento de higienizacéo dos cupons aderidos com endGsporos

O procedimento de higienizacdo dos cupons aderidos com enddsporos

foi realizado como descrito no capitulo 3 item 2.7.
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2.9 Determinagdo do namero de end6sporos apdés sanitizagdo da superficie

O numero de enddsporos aderidos aos cupons de aco inoxidavel foi

determinado conforme descrito no capitulo 3 item 2.8.

2.10 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As imagens obtidas pelo microscopio eletronico de varredura foram

realizadas conforme descrito no capitulo 3 item 2.8.

2.11 Delineamento experimental e andlise estatistica

Para analise estatistica no experimento foi adotado um esquema fatorial
4 x 2(sanificantes x tempos de contato), com o delineamento em blocos
casualizados. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Sisvar versdo 5.1 (Ferreira, 2003) em que empregou-se a analise de variancia por
meio do teste F, para verificar a diferenca entre os tratamentos. Quando
significativos, a comparagdo de médias para os sanitizantes e tempos foram

realizados por meio do teste Scott e Knott, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do angulo de contato

Na Tabela 1 estdo representados os valores médios dos angulos de
contato da 4gua com os cupons de prova com e sem filme condicionante.

O angulo de contato com a dgua € um critério de avaliacdo qualitativa de
hidrofobicidade que permite avaliar o carater hidrofébico ou hidrofilico de uma
superficie com base no valor do angulo de contato formado. Assim, para angulos
superiores a 50° a superficie ¢ considerada hidrofobica. Caso contrario, se o
angulo é inferior a 50° a superficie sera hidrofilica (FAILLE; FONTAINE;
BENEZECH, 2001).

Assim os cupons de prova de ago inoxidavel sem o filme condicionante
foram considerados hidrofobicos, no entanto ao adicionar o filme condicionante
a superficie de ago inoxidavel ela se torna hidrofilica. A hidrofobicidade do aco
inoxidavel € controversa na literatura: alguns trabalhos o citam como sendo um
material hidrofilico (MORETRO et al., 2003) outros, relatam que é hidrofobico
(PENG; TSAIL; CHOU, 2001; BERNARDES et al., 2010). Contudo Boari (2009)
explica que o ago AISI 304, o mais utilizado na industria de alimentos,
corresponde a uma liga de ferro e cromo e esta liga contém de 18 a 20% de
cromo; 8,0 a 10,5% de niquel e o restante de ferro. Por um fenomeno
denominado passivacdo, o cromo, devido a sua alta afinidade com o oxigénio,
tende-se a combinar com este formando uma fina camada de 6xido de cromo,
com aproximados 40 Angstron de espessura. Esta camada passiva ¢ a
responsavel pela resisténcia a corrosao e pela hidrofobicidade do aco inoxidavel.
Como a maioria dos trabalhos foi feita com o mesmo material (agco inox AISI

304), chegando a resultados opostos com relagdo a hidrofobicidade, € possivel
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que haja diferengas em varios aspectos como em relagdo ao acabamento final ou
manufatura do produto, ou mesmo em relagao a tipificagdo do material.

O carater hidrofilico da superficie de ago na presenga do filme
condicionante de leite pode ser explicado entre outros fatores, pela presenga de

cargas das proteinas presentes no mesmo.

Tabela 1 Valores médios dos angulos de contato com as superficies de células de
Bacillus cereus, aco inoxidavel com e sem filme condicionante

Superficie de Adeséo Angulo de Contato*
Aco Inoxidavel sem filme condicionante 64,58+5,4
Aco Inoxidavel com filme condicionante 23,07+8,8

*média de trés repetigdes

Segundo Araujo et al. (2009) a determinacdo da hidrofobicidade de
superficies ¢ uma medida importante, pois entre duas superficies hidrofébicas, a
adesdo pode ser termodinamicamente favoravel, visto que sera mais facil
remover a agua presente entre as duas superficies para a adesdo ocorrer.

A propriedade fisico-quimica responsavel pela capacidade de
molhamento de superficies é chamada tensdo superficial. Neste trabalho foram
encontrados baixos valores de tensdo superficial para os oleos essenciais de E.
Cardamomum, C. Citratus e combinagdo, 29,86; 32,33 e 30,22 mN/m,
respectivamente. A tensdo superficial ¢ a forca existente entre as moléculas de
uma superficie e a substincia que se encontra em contato com esta superficie,
isto ¢, o efeito fisico-quimico que faz com que uma gota de liquido quando
colocado sobre uma superficie, se espalhe ou fique concentrada em um local.
Como os solidos, no caso as superficies de aco inoxidavel, exercem forga de
atracdo sobre as moléculas dos liquidos, quando essa forca ¢ maior do que a
tensdo superficial dos liquidos, ocorre o molhamento da superficie. Portanto,
quanto menor a tensdo superficial de uma substincia, maior sera sua capacidade

de penetracdo, aumento a efetividade da sanitizagdo (GIARDINO et al., 2006).
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3.2 Adesao de enddsporos Bacillus cereus ao aco inoxidavel

Os dados relativos ao nimero de enddsporos de B.cereus aderidos aos
cupons de ago inoxidavel e endosporos livres no meio nas duas condi¢des de
superficies avaliados apos diferentes tempos de adesdo estdo representados na
Figura 1 e 2. Observou-se que os enddsporos de B. cereus apresentaram
capacidade de adesdo nos cupons de prova de ambas as condi¢des de superficies
(superficies sem e com filme condicionante), porém, ndo houve diferencga

significativa (p=0,05) entre eles nos tempos de adesdo avaliados.
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Figura 1 Logaritimo do niimero de UFC.cm™ de enddsporos de Bacillus cereus
aderido em cupons de ago inoxidavel sem filme de condicionante no
tempo de 12 horas a 240 horas de adesio

O meio contendo endoésporos ndo foi reposto ao longo de todo
experimento. Sendo os endosporos metabolicamente inativos, ndo ocorre
alteracdo da sua quantidade, nem seu crescimento ou morte durante o

experimento. No entanto observou-se oscilagdes no niimero de endosporos livres
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presentes no meio. Isso é devido a mudanga dos endosporos da forma livre para
forma séssil.

A adesdo de endodsporo atingiu 2,32 Log UFC. cm™ no periodo de 12
horas, mantendo-se sem grandes variagdes até o tempo de 144 horas. Atingindo
o maximo de adesdo em 240 horas, 3,.29 Log UFC. cm™ (Figura 1). A boa
capacidade de adesdo (64%) no ultimo tempo testado, aliada ao fato de que os
enddsporos sao mais resistentes ao calor, pode resultar em problemas na
industria de alimentos, ja que pode haver endésporos resultantes nas etapas de
processamento térmico, € consequente adesdo nos equipamentos. Com o passar
do tempo, esses endosporos podem germinar e dar origem a um biofilme, que
podera servir como fonte constante de contaminacao.

Na superficie com filme condicionante os enddsporos de B. cereus
aderiram a superficie de aco inoxidavel mais rapidamente que na superficie sem

filme condicionante.
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Figura 2 Logaritimo do nimero de UFC.cm™ de endésporos de Bacillus cereus
aderido em cupons de ago inoxidavel com filme condicionante no
tempo 2 horas a 24 horas de adesao
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A adesdo de enddsporo atingiu rapidamente, apds 2 horas de contato, 3
ciclos Log, na superficie com filme condicionante, atingindo a maxima adesao
ap6s 24 horas, 3,7 Log Endésporo . cm™ (Figura 2).

Varios trabalhos constataram a capacidade de adesdo de enddsporos em
superficies inertes, como aco inoxidavel, plastico, borracha entre outros
(ANDRADE, 1998; BOWER et al., 1996; TE GIFFEL et al., 1995). De acordo
com Faille, Fontaine e Beanzech (2001) B. cereus demonstra maior capacidade
de adesdo de enddsporos comparada a outras espécies de Bacillus. Em estudos
de adesdo de endosporos com varias cepas de Bacillus em ago inoxidavel AISI
304, 4 partindo de uma suspensio de endosporos de 7 Log UFC.mL", a adesdo
da cepa de B. cereus foi de 4,86 Log UFC. cm™, sendo aproximadamente 3 Log
UFC.cm™ das outras espécies.

Cabral e Andrade (2000) pesquisaram a adesdo de enddsporos de B.
cereus em cupons de prova e obtiveram em média 22,08% de adesdo, apods
contato com uma suspensao, em agua destilada esterilizada, contendo cerca de 6
Log. endésporos de B. cereus.mL™" durante 12 horas a 8°C.

Sendo os enddsporos produzidos por B. cereus altamente hidrofobicos,
resultando em uma profunda habilidade de aderir em superficies inertes
comparada as células vegetativas (PARKAR; FLINT; BROOKS, 2004; PENG;
TSAI; CHOU, 2002).

3.3 Sanitizacdo dos endésporos aderidos em superficie de aco inoxidavel

De acordo com analise de varidncia, houve diferenca significativa
(P<0,05) entre os tempos de contato avaliados e entre a eficiéncia das solugdes
sanificantes a base de Oleos essenciais de E. cardamomum, C. citratus e a
combinacdo dos mesmos (Anexo C e D) nas duas condigdes de superficies de

aco inoxidavel avaliadas (sem filme condicionante e com filme condicionante).
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A Figura 3 demonstra a eficiéncia da santizag@o das superficies com
diferentes oleos essenciais e sua combinagdo na superficie com e sem filme
condicionante.

Observou-se que a solucdo sanitizantes a base da combinagdo dos oleos
essenciais de E. cardamomum e C. citratus foi a mais efetiva para as condi¢des
de superficies sem filmes de condicionamento, a segunda melhor solucdo
sanitizante foi a base do 6leo essencial de C. citratus e a menos efetiva a de E.
cardamomum. Ja na superficie com filme condicionante ndo houve diferenca
significativa entre as trés solugdes testadas (solucdo a base de 6leo essencial de
E. cardamomum, C. citratus e combinagdo) no tempo de 15 minutos e no tempo
de 30 minutos a solug@o sanitizante a base da combinacdo de dleos essenciais
ndo diferiu significativamente (P<0,05) do sanitizante a base de 6leo essencial
de E. cardamomum, sendo as mais eficiente. Todas as solugdes sanitizantes

diferiram da solug¢do sanitizante controle (P<0,05) (Figura 3).
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Figura 3 Ntimero Log UFC.cm™ de em populagdo de enddsporos, (em superficie
sem filme condicionante e superficie com filme condicionante) apos
exposic¢ao a solugdes sanitizantes a base de 6leos essenciais
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A efetividade de sanitizantes ¢ frequentemente determinada pela redugéo
do numero de endoésporos aderidos a superficie, tal resultado pode ser observado
pela contagem padrdo em placas e pela MEV. As contagens padrdes em placas
obtidas a partir de cupons de ago inoxidavel tratadas com solugdo sanitizante
controle (sem Oleo essencial), foram utilizadas para verificar a redug¢ao do
numero de enddsporos de B. cereus aderidas a superficie de ago inoxidavel, apos
tratamentos com as solugdes sanificantes a base de 6leos essenciais. Os cupons
tratados com solugdo controle foram comparados aos cupons com células
aderidas sem nenhum tratamento, ndo encontrando diferengas entre eles
(P<0,05).

Os Oleos essenciais de E. cardamomum ¢ C. citratus e sua combinagio
foram capazes de reduzir aproximadamente 1,56; 1,69 e 2,30 ciclos Log
respectivamente, da superficie sem o filme condicionante apds 15 minutos de
contato e 2,17; 2,74 e 3 ciclos Log, respectivamente ap6s 30 minutos de contato.
Ja na superficie com o filme condicionante houve a reducgio de 1,3; 1,49 ¢ 1,56
ciclos Log apds tratamentos dos cupons com os oOleos essenciais de E.
Cardamomum , C. citratus e sua combinagdo, respectivamente apds 15 minutos
de contato e 2,09; 1,55 e 1,95 ciclos Log, respectivamente para o apds 30
minutos de contato. Observa-se ainda que houve efeito sinergético entre os 6leos
essenciais de E. cardamomum, C. citratus, uma vez que o tratamento dos cupons
com a combinacdo dos 6leos essenciais promoveu maior redu¢do do nimero de
endosporos aderidos do que aqueles com apenas oOleos essenciais de E.
cardamomum ou de C. citratus.

Os dados com relacdo a sanificagdo de superficies aderidas com
enddsporos com sanitizantes a base de Oleos essenciais s3o escassos na
literatura. Entretanto, para efeciéncia da sanificagdo com agentes quimicos como
compostos clorados sdo mais faceis de serem obtidos. Te Gifeel et al., (1995)

verificaram que endosporos aderidos a discos de ago inoxidavel e borracha
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tratados com solugdes cloradas apresentaram alta resisténcia, sendo observadas
as redugdes decimais de 0,4 ¢ 0,7-0,8; para as superficies de borrachas e ago
inoxidavel, respectivamente.

A resiténcia pode estar relacionada com o meio envolvendo a bactéria e
a natureza da superficie, as quais possuem fissuras e ranhuras que as protegem,
devido a pouca penetragdo do sanificante. Ja os resultados superiores
encontrados, empregando solucdes a base de oleos essencias, podem ser
explicados pelo potencial de pentragdo dos oOleos essenciais devido as suas
baixas tensdes superficiais. Quanto mais baixo o valor da tensdo superficial,
maior sera a capacidade da solugdo em penetrar na superficie, melhorando a
capacidade de molhamento (GIRARDINO et al., 2006).

Para haver eliminacdo de endosporos ha necessidade da ocorréncia de
alteragdes da sua capa. Essa € dentre as camadas concéntricas dos constituintes
do endodsporo, aquela que o protege, mas também, é o alvo dos agentes
sanificantes. Essa apresenta estrutrura rigida e se caracteriza pelo alto conteudo
de cistina. Esse aminoacido ndo ¢é passivel de oxidagdo e dificulta a acdo dos
agentes quimicos tradicionais (MORAES, et al., 1997).

Os oleos essenciais de E. cardamomum e C. citratus apresentaram
terpenoides como seus principais constituintes quimicos. No 6leo essencial de E.
cardamomum os componente encontrados foram o 1,8-cineol, a-terpinil acetato,
a-pineno, terpine-4-ol, sabineno, limoneno, a terpineol e mirceno. No o6leo
essencial de C. citratus os componentes foram o neral ¢ o geranial que
isomericamente formam o citral, o mirceno, o geraniol, o linalol, (E) f-ocimeno
e (Z) B-ocimeno além de outros componentes ndo identificados em ambos os
oleos.

Estudos realizados por Lawrence; Enzo (2009) demonstraram a
efetividade esporicida de 6leo essencial de cardamomo em endoésporos livres,

reduzindo o numero de enddsporos viaveis em 3 Log. Neste mesmo estudo,
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testando os componentes majoritarios dos o6leos essenciais individualmente
(terpinen-4-ol, a-terpinil acetato, 1,8- Cineole) e em combinagdo (terpinen-4-ole
a-terpinil acteato; 1,8- Cineole e a-terpinil acetato) verificou-se efeito inferior ao
encontrado utilizando o Oleo essencial, demonstrando assim que a acdo
antimicrobiana ¢ dependente dos compostos majoritarios € minoritarios.

Messager et al. (2006) encontraram resultados satisfatorios utilizando
oleos essenciais de arvore de cha na redu¢do do nimero inicial de enddsporos
livres.

Viérios estudos foram realizados com antimicrobianos com efeito
bacteriostatico, isto €, evitando a germinacdo de endosporos (EI MALTI;
MOUNTASSIF; AMAROUCH, 2007; MORRIS; HANSEN, 1981;
CORTEZZO, SETLOW; SETLOW, 2004; MIKSUSANTI et al., 2009), porém
raros sdo os estudos dos efeitos esporicidas dos 6leos essenciais (LAWRENCE;
ENZO, 2009).

A importancia de encontrar um sanitizante que seja capaz de eliminar os
endosporos presentes consiste no fato, de que esses enddsporos aderidos na
superficie de equipamentos que resistem aos processos de higienizagdo, podem
vir, posteriormente, a germinar ¢ comprometer a qualidade dos produtos. Por
isso, ¢ importante encontrar um sanitizante que tenha além de uma boa
eficiéncia bactericida, uma eficiéncia esporicida.

Dentre os fatores que determinam a eficiéncia dos sanitizantes encontra-
se o tempo de contato, assim neste estudo foi avaliado dois tempos de contatos
determinados em estudos preliminares. Consta-se que o tempo de contato dos
sanificantes a base de Oleos essenciais mais efetivo foi o de 30 minutos
(P<0,05), para as duas condi¢gdes de superficies avaliadas (superficie sem filme
condicionante e superficie com filme condicionante).

Na superficie sem filme condicionante, com o aumento do tempo de

contado da solucdo sanitizante a base de dleos essenciais, ap6s 30 minutos de
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contato ocorreu aumento de 28%, 58% e 58% da atividade esporicida das
solugGes de oleos essenciais de E. cardamomum, C. citratus e da combinagéo
respectivamente, com relacdo ao tempo de contato de 15 minutos. JA na
superficie sem filme condicionante, com o aumento do tempo de contato da
solucdo sanitizante a base de 6leos essenciais, no tempo de 30 minutos ocorreu
aumento de 52%, 11% e 51 % da atividade esporicida das solucdes dos 6leos
essenciais de E. cardamomum, C. citratus e da combina¢do respectivamente,
com relagdo ao tempo de contato de 15 minutos. Como a superficie do
endosporo ¢ altamente resistente a maioria dos compostos biocidas, o aumento
do tempo de contato, permite maior efetividade dos mesmos.

As eletromicrografias foram utilizadas para visualizar o efeito dos 6leos
essenciais na morfologia dos endosporos de B. cereus (Figura 4). Endésporos
ndo tratados se mostraram de forma oval e com ligeiros cumes (Figura 4 A). Ja
aqueles tratados com as solugdes contendo 6leos essenciais apresentavam-se

murchos e com sulcos pronunciados (Figura 8 B, C e D).
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Figura 4 Imagem obtida por microscopio eletronico de varredura de enddsporos
de B. cereus aderidas em superficie de ago inoxidavel. Solugdo
controle (A) e tratadas com Oleos essenciais de C. citratus (B),
E.cardamomum (C) e combinagao (D)

A MEV evidenciou que a exposi¢cdo aos 0leos essenciais resultou em
danos visiveis na superficie dos endosporos. Apesar do teor de agua nos
enddsporos ser muito baixa (YOUNG; SETLOW, 2003), ainda assim algum
material intracelular pode ser perdido pelos endosporos tratados, fato sugerido
pela sua morfologia danificada. Estudos com células vegetativas sugerem
perturbagdes na estrutura da membrana, aumento da fluidez e rompimento da
mesma (GRIFFIN, 1979; CRISTANI et al.,, 2007). O enfraquecimento da
estrutura da capsula do endésporo poderia dessa forma, ser explicado pelo

colapso dos endosporos tratados com 6leos essenciais.



141

4 CONCLUSAO

A superficie do aco AISI 304, #4 utilizado, sem camada condicionante
apresentou-se hidrofobico e com camada condicionante hidrofofilica. Essa
diferenca nao influenciou na adesdo dos endosporos de B. cereus, que foi
semelhante nas duas superficies.

As trés solucdes sanitizantes testadas promoveram reducdo significativa
dos numeros de enddsporos sésseis.

O procedimento de sanitizagdo utilizando solugdes sanificantes a base de
oleos essenciais reduziu significativamente o numero de endosporos aderidos a
superficies de ago inoxidavel, apesar da resisténcia dos mesmos a grande
maioria dos sanitizantes tradicionais. A observagao de que a atividade esporicida
de oleos essenciais foi reforcada pelo aumento do tempo sugere que mais
pesquisas devem ser destinadas a investigar a potencializagdo do tempo de
contato. Os testes poderiam ser ampliados para outras bactérias em forma de
endosporos que constituem uma ameaga para industria de alimentos, tais como
Clostridium. Em geral, este estudo forneceu evidencias claras para a atividade de
6leos essenciais de E. cardamomum e C. citratus contra enddsporos de B.cereus
ATCC 14579.
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TABELA 1A Resumo da analise de variancia do diametro dos halos de inibicéo,
em milimetros (mm), em fun¢do dos tratamentos avaliados

Fv Gl Qm
Oleos essenciais (O) 2 319,285528%*
Concentragdes (C) 9 192,906848**
OoxC 18 33,543188**
Repeticao 2 2,49841**
Erro 58 1,065055**
Total 89

CV (%) 23,06

Média Geral 4,4705556

GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro;** = significativo ao nivel de
1% (P <0,01), pelo teste de F

TABELA 2A Resumo da andlise de varidncia para o numero de células
vegetativas de B.cereus aderidas aos cupons de ago inoxidavel
sem filme condicionante, transformado por Log (x), em funcdo
dos tratamentos aplicados

Fv Gl Qm
Sanitizante (S) 3 48,449074**
Tempos de contato(T) 1 12,638269**
SxT 3 1,587097**
Blocos 2 0,054265%*
Erro 38 0,015694**
Total 47

CV (%) 5,90

Média Geral 2,1235417

GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro;** = significativo ao
nivel de 1% (P < 0,01), pelo teste de F
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TABELA 3A Resumo da andlise de varidncia para o numero de células
vegetativas de B.cereus aderidas aos cupons de aco inoxidavel
com filme condicionante, transformado por Log (x), em fun¢do
dos tratamentos aplicados

Fv Gl Qm
Sanitizante (S) 3 64,723774%*
Tempos de contato(T) 1 5,747752%*
SxT 3 0,447280**
Blocos 2 0,001477**
Erro 38 0,075532%**
Total 47

CV (%) 11,90

M¢édia Geral 2,3102083

GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro;** = significativo ao nivel de
1% (P <0,01), pelo teste de F

TABELA 4A Resumo da analise de variancia para o nimero de enddsporos de
B.cereus aderidas aos cupons de ago inoxidavel sem filme
condicionante, transformado por Log (x), em funcdo dos
tratamentos aplicados

Fv Gl Qm
Sanitizante (S) 3 16,354572**
Tempos de contato(T) 1 2,650800**
SxT 3 0,553772%**
Blocos 2 0,115658**
Erro 38 0,026093
Total 47

CV (%) 9,62

Média Geral 1,6783333

GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro;** = significativo ao nivel de
1% (P <0,01), pelo teste de F.
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TABELA 5A Resumo da analise de varidncia para o nimero de enddésporos de
B.cereus aderidas aos cupons de ago inoxiddvel com filme
condicionante, transformado por Log (x), em funcdo dos
tratamentos aplicados

Fv Gl Qm
Sanitizante (S) 3 8,327972%*
Tempos de contato(T) 1 1,562408**
SxT 3 0,552714%**
Blocos 2 0,358431**
Erro 38 0,051944**
Total 47

CV (%) 13,33

Média Geral 1,71

GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro;** = significativo ao nivel de
1% (P <0,01), pelo teste de F



