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RESUMO

Biofilmes sdo comunidades microbianas que reprasentiscos a
gualidade microbiolégica dos alimentos, uma vez cglalas sésseis podem se
desprender e contaminar produtos durante o prouoessa. Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC)Léesteria monocytogenes merecem destaque dentre as
bactérias envolvidas. EPEC é um dos principaistagezausadores da diarre ia
infantil, enquantd_. monocytogenes é responsavel pela listeriose, infeccéo que,
na forma invasiva, apresenta alta taxa de mortiiddisando eliminar riscos a
salde dos consumidores, novas alternativas aodinoeeto de higienizacédo
convencional vém sendo desenvolvidas. Dentre elesnéram-se a utilizag@o
de 6eos essenciais (OE), metabdlitos secundargetaise com amplo espectro
de acdo antimicrobiana. Na primeira etapa destel@d$bi avaliada a atividade
antibacteriana dos OEs das folhas Melaleuca alternifolia (melaleuca) e
Cymbopogon flexuosus (capim-limdo da india Oriental), e da casca de
Cinnamomum cassia (canela da China), utilizados sozinhos e em coagiio,
sobre células planctdnicas e sésseis de EPHC raonocytogenes. Apos a
realizacdo de unscreening, foram determinadas as Concentracdes Minimas
Inibitérias sobre células planctbnicas e avaliadaagio de diferentes
concentraces sobre células aderidas em micropticasliestireno. O OE de
C. cassia destacou-se e foi selecionado para a elaborac&oldedes a serem
utilizadas no controle de biofilmes formados emangde aco inoxidavel. O
OE deC. cassia (2,0% v/v por 20 minutos) foi capaz de eliminaabmente as
células viaveis do biofilme de ambas as espécietetianas formado em
condi¢des estaticas sobre cupons de aco inoxidBvetedeu-se a segunda
etapa, onde o OE d& cassia e seu constituinte majoritario cinamaldeido foram
testados, em diferentes concentracdes (0-1,0% @/N\OH e 0-0,8% v/v de
cinamaldeido) e tempos de contato (1-21 minutoyesbiofiimes monoespécie
e multiespécie de EPECLe monocytogenes. Estes ensaios foram realizados em
aco inoxidavel e na presenca de leite integralulsindo elevado contetdo de
matéria organica. Foi possivel obter combinacGestet@po de contato e
concentracdo capazes de eliminar as células videditofilme monoespécie de
EPEC e do biofilme multiespécie de ambas as bastéd acdo dos compostos
testados foi, na maioria dos casos, superior oiva@gate a de sanitizantes
quimicos comerciais (cloreto de alquil dimetil biéramdnio, hipoclorito de
sédio e perdxido de hidrogénio). O OEGlecassia e o cinamaldeido sdo opgdes
promissoras para elaboragdo de sanitizantes rataraierem utilizados em
industrias de alimentos, principalmente, em laitsin

Palavras-Chave: Aco inoxidavel. Adesdo bacteridBactérias Patogénicas.
Cinnamomum cassia. Cinamaldeido. Sanitizantes naturais.



ABSTRACT

Biofilms are microbial communities that represensks to the
microbiological quality of foods, as sessile cailn detach and contaminate
products during processing. Among the bacterial cisge involved,
enteropathogeni&scherichia coli (EPEC) and Listeria monocytogenes should
be highlighted. EPEC is a major causative ageribfahtile diarrhea, whild..
monocytogenes is responsible for listeriosis, an infection thatthe invasive
form presents a high mortality rate. With the ini@m of eliminate risks to
consumer health, new alternatives to conventiopgiemization procedure have
been developed. Among them is the use of essamilsa(EQ), plant secondary
metabolites with broad-spectrum antimicrobial astivin the first stage of this
study was evaluated the antibacterial activity ddsEfrom the leaves of
Melaleuca alternifolia (tea tree) andymbopogon flexuosus (lemongrass), and
form the bark ofCinnamomum cassia (Chinese cinnamon), used alone and in
combination, against planktonic and sessile cells EPEC and L.
monocytogenes. After conducting a screening, were determined Mieimal
Inhibitory Concentrations against planktonic cellsd evaluated the action of
different concentrations against cells adhered dtystyrene microplatesC.
cassia EO stood out and was selected for the preparafisolutions to be used
in the control of biofilms formed on stainless $@iponsC. cassia EO (2.0%
v/v for 20 minutes) was able to totally eliminalte thiofilm viable cells of both
bacterial species formed under static conditionstamless steel coupons. In the
second stage of this study the EO @©f cassia and its major constituent
cinnamaldehyde were tested at different concentrat{0-1.0% v/v of EO and
0-0.8% v/v of cinnamaldehyde) and contact time2XIminutes) on single- and
mixed-species biofiims of EPEC and monocytogenes. These tests were
conducted using stainless steel coupons surfacanatite presence of whole
milk, simulating a high content of organic mattdr.was possible to get
combinations of contact time and concentration tizat eliminated the viable
cells of the single-species biofilm of EPEC andhef mixed-species biofilm of
both bacteria. The action of the compounds testesl, Wm most cases, greater
than or equal to thar of commercial chemical samit (alkyl dimethyl benzyl
ammonium chloride, sodium hypochlorite and hydrogeroxide).C. cassia EO
and cinnamaldehyde are promising options for theeld@ment of natural
sanitizers to be used in food industries, espguaialtiairy factories.

Keywords: Stainless steel. Bacterial adhesion. Pathogenic tetiac
Cinnamomum cassia. Cinnamaldehyde. Natural sanitizers.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O termo biofilme surgiu para descrever a forma @ \microbiana
séssil, caracterizada pela adesdo de microrganiansoperficies sélidas, com
consequente producéo de substancias poliméricaacekilares, constituindo
uma rede gelatinosa que imobiliza e protege aslastlCOSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999). Atualmente, mais de 6@bsaapds o
primeiro relato a respeito de biofilmes microbiat@®BELL, 1943), verifica-
se que estas complexas comunidades constituem+sedo prevalente de vida
dos microrganismos na natureza (KIM; FRANK, 1995]K@LAEV;
PLAKUNOV, 2007; WATNICK; KOLTER, 2000) e sao, aindaotivo de
preocupacao em diversas areas, principalmenteceédie alimentos (FLINT;
BREMER; BROOKS, 1997; MAUKONEN et al., 2003; SIHORR; VYAS,
2001; VERAN, 2002).

No que diz respeito, especificamente, as indgstda alimentos,
destaca-se a formacdo de biofiimes em plantas deeggamento de leite e
derivados como problema significativo. Quando aeomontaminacdo de
produtos lacteos, biofilmes microbianos sdo, gezabey um dos principais
responsaveis. Este fato € ainda mais alarmante gist grande numero de
estudos tém indicado a persisténcia de patdégenosrigem alimentar em
superficies que entram em contato com alimentegjeoafeta a seguranca dos
produtos alimenticios (SIMOES; SIMOES:; VIEIRA, 2010

Dentre os diversos microrganismos patogénicosazespde contaminar
o leite e seus derivados, encontrant=sgherichia coli enteropatogénica (EPEC,
do inglésenteropathogenic E. coli) e Listeria monocytogenes. A presenca destas

bactérias ja foi verificada em diversos produtasne leite cru (ALTALHI;
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HASSAN, 2009; KALOREY et al., 2008; VANEGAS et a2009; WEIQIN et
al., 2009), leite pasteurizado (CATAO; CEBALLOS 020 SILVA et al., 2001)
e queijos (ARAUJO et al., 2002; BRANCO et al., 208RITO et al., 2008;
FADEL; ISMAIL, 2009; LOMONACO et al, 2009; NASCIMETO;
SABIONI; PIMENTA, 1998). Outras pesquisas demomstrainda, a ocorréncia
de EPEC eL. monocytogenes em superficies de propriedades leiteiras e
industrias de laticinios (ALESSANDRIA et al., 201DAGRI-MEHMETOGLU

et al.,, 2011; DUFFY et al., 2009; LOMONACO et &Q09; UNNERSTAD et
al., 1996; YOSHIDA et al., 1998). Fato que torntegselatos, ainda, de maior
relevancia é a recente publicacdo de revisGedatatlira que citam diferentes
classes patogénicas e coli, como a enteropatogénica,Le monocytogenes
dentre as espécies bacterianas mais comuns ens sigrtimfeccbes de origem
alimentar (NEWELL et al., 2010; OLIVEIRA et al., 20; SCALLAN et al.,
2011).

Biofilmes usualmente consistem de populacdes haotes mistas, mas
podem apresentar somente uma espécie (ANNOUS; FRATA; SMITH,
2009; DONLAN, 2002; STOODLEY et al.,, 2002). De atmrcom Annous,
Fratamico e Smith (2009), talvez a mais Obvia hghto de muitos estudos
realizados a respeito de biofilmes é que na maglagavezes somente um Unico
microrganismo é estudado. No entanto, pesquisasntex avaliaram o
desenvolvimento e a resisténcia de biofilmes nsp#eie. Rieu et al. (2008),
por exemplo, verificaram que a presenceS@phylococcus aureus CIP 53.156
aumentou o nimero de células sésseid.d@monocytogenes EGD-e. Simdes,
Simdes e Vieira (2009) constataram que a assocamsiespécididseudomonas
fluorescens e Bacillus cereus aumentou a atividade metabdlica, o contelido de
substéncias poliméricas extracelulares e a propate&élulas viaveis de ambas
as bactérias no biofilme, tornando-as mais rediesdes tratamentos quimicos e

mecanicos. Veen e Abeen (2011) observaram quefitnf@omultiespécie dé.
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monocytogenes e Lactobacillus plantarum, em comparagdo com os biofilmes
monoespécies, mostrou-se mais resistente aoszaatds quimicos cloreto de
benzalcbonio e acido peracético.

Em instalacdes de processamento de alimentodim®sfsdo formados
em decorréncia de falhas nos procedimentos deniigigho e sua eliminagéo é
um grande desafio, visto que os mesmos sdo maisterges a agentes
antimicrobianos do que células plancténicas (SIMGESI., 2006; SIMOES;
VIEIRA, 2009). Além deste fato, a emergéncia detdrdms resistentes aos
processos de sanitizagdo convencionais demonstianmente que novas
estratégias de controle sdo necessérias (SIMOBE)ES; VIEIRA, 2010).

Oleos essenciais de plantas condimentares, atasaimedicinais, que
sdo agentes antibacterianos naturais muito potéB#KKALI et al., 2008;
BURT, 2004; OUSSALAH et al., 2007), tém tido sutvidade antibacteriana
sob biofilmes avaliada, visando a possivel utiBzacdesses metabolitos
secundarios ou de seus constituintes como sangzanas industrias de
alimentos (AMALARADJOU; VENKITANARAYANAN, 2011;
CHORIANOPOULOS et al., 2008; LEBERT; LEROY; TALON2007;
OLIVEIRA et al., 2010; PEREZ-CONESA et al., 201Dentre os O6leos
essenciais que se destacam em termos de atividabdlackeriana e que, por isso,
sdo opcdes promissoras a serem utilizadas comdizeatés naturais,
encontram-se 0s Oleos essenciais das folhalldigeuca alternifolia Cheel
(melaleuca, arvore de cha tea tree) e Cymbopogon flexuosus (D. C.) Stapf.
(capim-lim&o da india Oriental okemongrass), e da casca d€innamomum
cassia Blume (canela da Chind)este contexto, destaca-se, ainda, a utilizacdo
conjunta de 6leos essenciais de diferentes espdeipfantas, pratica que vem
sendo empregada com o objetivo de verificar possiateracdes sinergisticas,

0 que aumentaria a eficiéncia individual dessesposhos naturais.
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Diante do exposto, com o0 presente estudo buscoalesncar os
seguintes objetivos:
(i) Avaliar a atividade antibacteriana dos élecseesiais deM. alternifolia, C.
flexuosus e C. cassia, sozinhos e em combinacao, sobre células plametmie
L. monocytogenes e EPEC, por meio da realizagdo dereening e da
determinacédo das Concentra¢gbes Minimas Inibit¢@ads).
(i) Avaliar a capacidade de formacao de biofilnee Ip. monocytogenese EPEC
em cavidades de microplacas de poliestireno.
(iii) Avaliar a atividade antibacteriana de difetes concentracbes dos 6leos
essenciais deM. alternifolia, C. flexuosus e C. cassia, sozinhos e em
combinacao, sobre células sésseisLdeonocytogenes e EPEC aderidas em
cavidades de microplacas de poliestireno.
(iv) Selecionar o 6leo essencial ou combinagcdoaguesentar maior efeito nos
testes iniciais e avaliar a atividade antibacteridm mesmo e do seu constituinte
ou constituintes majoritarios sobre os biofiimesoespécie e mutiespécielde
monocytogenes e EPEC formados em superficie de aco inoxidavéizando
diferentes concentracdes e tempos de contato.
(v) Avaliar a atividade antibacteriana de sanitizanquimicos comumente
utilizados em industrias de laticinios (hipocloritie sodio, peréxido de
hidrogénio e quaternario de amonio) sobre os hiefli monoespécie e
mutiespécie del. monocytogenes e EPEC formados em superficie de aco
inoxidavel e comparar a mesma com a atividade dm d@ssencial ou
combinacdo que apresentar maior efeito nos tesieigis, bem como com a

atividade do constituinte ou constituintes majoigis
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2 REFERENCIAL TEORICO

Esta parte da tese ir4 abordar, inicialmente, @®cags gerais de
biofilmes bacterianos, como definicdo, estruturampgosicdo e etapas
envolvidas em seu processo de formacédo. Em seqachy relatados a respeito
da presenca de biofilmes em inddstrias de leiteraupos lacteos, suas
principais caracteristicas e microrganismos endokli com destaque paka
monocytogenes e EPEC. O procedimento de higienizagéo sera, engsgyritb
como principal ferramenta de controle para a foApadestas comunidades
bacterianas em superficies que entram em contato atiomentos e o0s 0leos

essenciais e seus constituintes como novas e gaassalternativas naturais.

2.1 Biofilmes bacterianos: defini¢éo, estrutura composicéo

Definicbes a respeito do termo biofilmes bactesaforam propostas
por varios autores. Shi e Zhu (2009), por exemgkfinem biofilmes como
comunidades de microrganismos aderidos a supericenfatizam que este é o
modo prevalente de crescimento dos mesmos na patudd para Sauer,
Rickard e Davies (2007), biofilmes séo atualmentientificados como
agrupamentos de células microbianas associadaexfisies, os quais se
encontram envoltos por substancias poliméricameatulares dxtracellular
polymeric substances, EPS) hidratadas. Segundo Annous, Fratamico e Smith
(2009), bactérias formam complexas comunidades gee encontram
intimamente associadas a superficies biodticas idtcds.

Nessa complexa rede de microrganismos que é inieofcélulas agem
menos como entidades individuais e mais como si&stede vida coletivos
(ANNOUS; FRATAMICO; SMITH, 2009). Biofimes madurossao

ecossistemas altamente organizados, onde canaisigda encontram-se
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dispersos e fornecem passagem para troca de nesienetabdlitos, oxigénio e
produtos de excre¢do. A comunidade do biofilme mmaepreender apenas uma
espécie bacteriana ou multiplas espécies, arramjada camadas Unicas de
células ou em estruturas tridimensionais (SAUERCKHRD; DAVIES, 2007).
Donlan (2002), Stoodley et al. (2002) e Vlkova kt(2008) mencionam que
biofilmes podem ser formados por apenas uma espEtietanto, usualmente
mais espécies bacterianas sao isoladas dos meBma@cordo com O'Toole,
Kaplan e Kolter (2000), biofilmes multiespécies dmminam na maioria dos
ambientes e monoespécies sao formados, por exemplosuperficie de
implantes médicos como decorréncia de processesciofos.

No que diz respeito a composicao dos biofiimesywea é a fracdo mais
significativa, podendo variar entre 70% a 95%, oamismda massa total
(CHARACKLIS, 1981; FLEMMING, 1993). Ha relatos de@a razdo massa de
agua/massa de biofilme pode chegar proxima a 99%nesmo, atingir valores
superiores (AZEREDO; OLIVEIRA, 2000). Os microrgsmios, por sua vez,
representam somente pequena parte da massa e dmevalo biofilme
(frequentemente, menos de 10%), embora excretestasudias poliméricas que
representam a fracdo dominante da matéria org&eica (PEREIRA, 2001).
Segundo Flemming (1993), EPS representam de 7(B%0ad@ matéria organica
da massa seca do biofilme.

A matriz de EPS é responsavel pela estrutura,dooesintegridade
funcional do biofilme. Sua composicdo quimica, twmjénea e complexa
(PEREIRA, 2001) determina a maioria das propriedafisico-quimicas e
biolégicas (FLEMMING; WINGENDER, 1999). Polissaateds, proteinas,
fosfolipideos, acido teicoico e até mesmo acidadenos constituem as EPS
(DONLAN; COSTERTON, 2002). O DNA extracelular (DNjdiberado pela
autdlise de células bacterianas, forma uma imp@tparte da matriz de EPS,

influenciando tanto na estrutura do biofilme, coma adesao inicial célula-
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superficie e célula-célula (HARMSEN et al., 20l6JEERTHANKAR et al.,
2010). No entanto, proteinas e polissacarideoscguespondem de 75 a 89%
da composicdo das EPS, sdo os principais compeanéh&JNEDA et al.,
2003).

2.2 Formacéao de biofilmes bacterianos

Microrganismos, em seu estilo de vida planctbni@gebem algum
estimulo que os leva a aderir as superficies. Eanbsse processo necessite de
maior elucidagédo, alguns fatores passiveis dednéid-lo ja sdo descritos, como
pH, concentracdo e biodisponibilidade de nutrierdesoindutores deguorum
sensing, presenca de compostos organicos, inorganicos nepetatura
(OULAHAL et al., 2008). De acordo com Donlan (20@25imdes, Simdes e
Vieira (2010), a adesdo de microrganismos a supesfie o subsequente
desenvolvimento de biofilmes sdo processos comsplatetados por diversas
variaveis. Caracteristicas da superficie de adesfpazes de influenciar a
formacdo destas comunidades microbianas incluerturge ou rugosidade,
hidrofobicidade, quimica da superficie, carga egmea do filme condicionante.
O liquido circundante, por sua vez, apresenta ccamacteristicas importantes:
velocidade do fluxo, pH, temperatura, presencacdions, existéncia de
antimicrobianos e disponibilidade de nutrientepRedades e caracteristicas
dos préprios microrganismos sdo a hidrofobicidadesdperficie celular, a
presenca de apéndices extracelulares (pili, flageléimbrias), a producao de
EPS e de moléculas sinalizadoras.

Existem vérias teorias propondo etapas para cepsocde formacao de
biofilmes. Dentre todas as teorias consultadasi¢oseomum que este parte de
uma etapa de adesdo inicial, seguindo véarios est&dg desenvolvimento,

finalizando na maturacdo e liberacdo de célulasagregados celulares da
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estrutura do biofilme (LASA, 2006; MELO, 1994; MOBILER; BISHOP,
1993; ZOTTOLA, 1994). Stoodley et al. (2002), peemplo, propdem que o
desenvolvimento de biofilmes vitro envolve os seguintes cinco estagios: (i)
adesao reversivel das células bacterianas a muige(fi) adesédo irreversivel
mediada pela formacdo de material exopoliméricai) (formacdo de
microcoldnias e inicio da maturacdo do biofilmes) (formacdo do biofilme
maduro com uma estrutura tridimensional contendidasem grupos cercados
por canais que permitem o transporte de agua éemigts e a remocdo de
residuos; e (v) desprendimento e dispersdo daksdunicio da formacao de
um novo biofilme, as células liberadas sdo maisefieantes as planctonicas
(ndo aderentes) do que as células do biofilme moadla Breyers e Ratner
(2004) e Simbes, Simdes e Vieira (2010), apresentama concep¢do mais
complexa e mencionam que o processo que goverpareagao de biofilmes
inclui nove etapas: (i) pré-condicionamento da digie de adesdo, tanto por
macromoléculas presentes no liquido circundante ocopor aquelas
intencionalmente colocadas na superficie; (ii)gpamte de células planctdnicas
do liguido circundante para a superficie; (iii) @gso das células sobre a
superficie; (iv) desprendimento de células adsassideversivelmente; (v)
adsorcao irreversivel de células bacterianas salmeperficie, como inicio da
producado de EPS e ocorréncia dos fendmerguadeim sensing; (vi) transporte
de substrato para dentro do biofilme; (viii) met@agdo do substrato pelas
células sésseis e transporte dos produtos de éecpra fora do biofilme,
processos seguidos pela multiplicacéo celularn) (wioducdo da matriz de EPS;
e (ix) desprendimento de células do biofilme (Figly.
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Figura 1 Processos que governam a formacao déntedfi
Fonte: Breyers e Ratner (2004) e Simdes, Simfeasieay(2010)

A formacdo de biofilmes multiespécies, também,edser levada em
consideracdo, visto que esta € a forma prevaleetssad comunidades
microbianas na natureza e em industrias de alimem@kard et al. (2003)
descrevem o processo de desenvolvimento de biafiimeétiespécies em quatro
etapas: (i) colonizadores primarios do substrato aslerem ao filme
condicionante composto de moléculas orgénicascedpente polissacarideos
e proteinas; (ii) ocorre crescimento das célulagsa@b e producdo de EPS,
levando ao desenvolvimento de microcoldnias; @i)coadesdo de células
Unicas, coagregados de células e grupos de céliéliasicas formam o biofilme

multiespécie jovem; (iv) maturacdo e formacao deaimms clonais (Figura 2).
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Figura 2 Diagrama ilustrando o desenvolvimento dgfilime multiespécie
enfatizando os fendmenos de coagregagéo e coadpsi@correm
entre células em suspensdo ou entre células sé&sgdgmctonicas,
respectivamente

Fonte: Adaptado de Rickard et al. (2003)

Outra interessante teoria € proposta por Shi e ZQ09), que
abordaram a formacédo de biofilmes microbianos eafiatlo sua ocorréncia em
indUstrias alimenticias. Segundo os autores, a dciim de biofilmes
microbianos em ambiente de processamento de absénum processo muito
complexo. Inicialmente, moléculas organicas prowetgis do alimento sdo
depositadas sobre a superficie de equipamentosficioro filme condicionante.
Em seguida, microrganismos ativos biologicamenteread a superficie
condicionada atraidos pelas moléculas organicagindds células microbianas
persistem mesmo apds a limpeza e sanitizagdo mnnio crescimento do
biofilme. Por dltimo, forma-se o biofilme maduronc@ ajuda da expressédo de

genes especificosgeiorum sensing.
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Para a industria de alimentos, pode-se afirmarogdesprendimento de
células bacterianas do biofiime é a etapa maigca&rijue, por este motivo,
merece destaque do ponto de vista de segurangangimAlém de ser reflexo
do fluxo do meio aquoso que passa pelo local, prdadimento, usado para
descrever a liberagcdo de células (individuais ougempos) de um biofilme, é
evento ativo, regulado fisiologicamente (STOODLEY a., 2001). No
momento em que o biofilme atinge massa denominaidi@ac o equilibrio
dindmico é alcangado e a camada microbiana maésn@xtle sua estrutura inicia
a producdo de células bacterianas planctdnicas $RA et al., 1987). O
desprendimento de células Unicas ou de fragmemids pcorrer, também, em
virtude do aumento da populag¢édo microbiana, quetorambiente anaerébio no
interior do biofilme, provocando aumento da coneg#o de acidos e gases
insollveis que enfraquecem sua estrutura (CHMIELEW®RANK, 2003;
TRACHOO, 2003). Contudo, ainda que o biofime néoha atingido massa
critica ou se desenvolvido completamente, micrasgaos viaveis aderidos a
superficie irdo apresentar a habilidade de conwmmmodutos alimenticios,
mesmo que o numero de células presentes seja baixeariado dentro de
determinada area (VERRAN, 2002). Este fendmenonérdinado potencial de
biotransferéncia e pode ser definido como a haulkdque o microrganismo
presente na superficie do equipamento, antes og ap@rocedimento de
higienizacdo, possui de contaminar produtos alifoiest durante o
processamento (HOOD; ZOTTOLA, 1995; VERRAN, 2002]RWANEN;
HUSMARK; MATTILA-SANDHOLM, 1996). Os microrganismosiberados
formar&o novos biofilmes ou contaminardo o alimepte passa pelo local.

Estudos iniciais a respeito de biofilmes envolviamavaliacdo da
capacidade de adesdo bacteriana na superficie teriaisa utilizados em
industriais de alimentos colocados em contato cdaremtes substratos, bem

como percepcdes sobre o desenvolvimento destasnideules. Hood e Zottola
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(1997), por exemplo, verificaram quesalmonella Typhimurium, L.
monocytogenes, E. coli 0157:H7,Pseudomonas fragi e P. fluorescens formaram
biofilmes sobre superficie de aco inoxidavel em tatmn com diferentes
substratos, como leite desnatado reconstituido.Gdam et al. (2007),
pesquisando o desenvolvimento do biofilme por monocytogenes sobre
superficie de aco inoxidavel, verificaram que, gleans cupons foram imersos
em emulsbes de peixe ou carne, aproximadamert@(AQJFC/cntf , foram
alcancados apos 2-3 dias de incubacao a 20 °C.

A contaminacao de alimentos por células microlsas@sseis, também,
ja foi demonstrada em diversos estudos. Flint ef{2001) observaram que
células vegetativas e esporos Bcillus stearothermophilus sdo capazes de
aderir em superficie de aco inoxidavel, formaribigd e contaminar o leite que
passa pelo local. Midelet e Carpentier (2002) i@nibm a contaminacdo de
carnes por bactérias, incluindo monocytogenes, presentes em diferentes
superficies. Salustiano et al. (2009) avaliaram ewomtaminacdo pos-
pasteurizacdo do leite p@®. cereus utilizando ribotipagem automatica. Sete
ribogrupos foram identificados e um mesmo ribogrdgioisolado de quatro
superficies e de amostras de leite, indicando guiperficies sao reservatorios
desta espécie.

Pesquisas realizadas mais recentemente envolveforn@acdo de
biofilmes bacterianos em cultivo combinado de doagnais cepas, condicdo
gue, além de afetar o niumero de células aderidde, @iterar a susceptibilidade
dos biofilmes formados a agentes antibacterianiest & al. (2008) estudaram a
formacdo de biofilmes multiespécie sobre a superfile cupons de aco
inoxidavel e verificaram maior nimero de célulasseé dd.. monocytogenes
EGD-e quando na presencaliaures CIP 53.156. Além disso, observacdes por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) revelaramima associacdo entre

estas bactérias quando em biofilme multiespéciaria al. (2009) avaliaram a
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formacéao de biofilme em aco inoxidavel paeromonas hydrophila e S aureus,

em cultivo monoespécie e combinado, usando leitglifarentes temperaturas.
A presenca dé\. hydrophila reduziu a adesdo d& aureus. Simdes, Simdes e
Vieira (2009) constataram que a associacdo dasciespBseudomonas
fluorescens e Bacillus cereus aumentou a atividade metabdlica, o contetdo de
substéncias poliméricas extracelulares e a propate&élulas viaveis de ambas
as bactérias no biofilme, tornando-as mais rediestes tratamentos quimicos e
mecéanicos. Recentemente, Veen e Abee (2011) igeesth a formacdo de
biofiilmes monoespécie e multiespécie de cepad..deonocytogenes e L.
plantarum e verificaram que, quando associadas, as mesmagnsen mais

resistentes aos sanitizantes quimicos cloreto nzahebnio e acido peracético.

2.3 Biofilmes bacterianos na industria de leite erpdutos lacteos

No Brasil, indmeros estudos vém sendo realizados ¢ objetivo de
investigar a qualidade microbiol6gica do leite gpdedutos lacteos. De maneira
geral, os resultados obtidos apontam produtos daidqde insatisfatoria
(FEITOSA et al., 2003; NERO et al., 2005; ROCHA; BUI; SAAD, 2006;
SANGALETTI et al.,, 2009; SILVA et al.,, 2010; TEBAUDet al., 2008;
VALLIN et al., 2009; ZEGARRA et al., 2009). De adorcom Bremer, Fillery e
McQuillan (2006) e Flint, Bremer e Brooks (1997)aqdo os produtos lacteos
sdo contaminados microbiologicamente, evidéncigerstn que os biofilmes
formados nas superficies dos equipamentos de panesito sdo 0s principais
responsaveis.

Nas industrias de laticinios, os biofilmes, aléencdnterem bactérias e
EPS, contém, também, significativa quantidade dsidoes de leite,
particularmente proteinas e minerais, como o fosfig calcio (BREMER,;
FILLERY; MCQUILLAN, 2006; FLINT; BREMER; BROOKS, 197;
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KUMAR; ANAND, 1998; MITTELMAN, 1998). Bremer, Filley e McQuillan
(2006), analisando por Microscopia Eletrénica der&dura (MEV) a formacao
de biofilme na superficie de cupons de aco inoxafjaapods 18 horas de contato
com leite, verificaram que algumas células baateda encontravam-se
associadas a detritos e, provavelmente, a proteicaoidratos.

A contaminacao do leite pode se iniciar na fazeddeante e/ou apés a
ordenha. Diversos fatores s&o responsaveis pelalapela qualidade
microbiolégica nesta etapa, com destaque a inefi@éda higienizacdo de
utensilios e equipamentos, como equipamentos demnleadmecanica, latbes e
tanques de expansdo. Segundo Oliver, Jayaro e @dnf2005), microrganismos
podem se aderir a equipamentos de processamenkeiteleque entram em
contato direto com contaminantes do ambiente dprigaades leiteiras, como
matéria fecal ou Ubere de animais infectados ehdéam pela agua utilizada nas
ordenhadeiras mecénicas. Diversos autores menciongne estes
microrganismos podem formar biofilmes, dificeisedeadicar e que podem agir
como abrigo e/ou substrato para microrganismos spnapensos a formacéo,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia dosmosese a posterior
disseminacdo durante o processamento de alimelfdIDOT; ROMLING,;
YARON, 2006; LEHNER et al., 2005; LOMANDER et a2004; MORETRU;
LANGSRUD, 2004). Falhas no armazenamento e tratespin leite para as
indUstrias, como tempo e temperatura inadequadadenp favorecer a
multiplicacdo dos microrganismos presentes.

Por meio da matéria-prima, do ambiente, dos nudamijores e de outras
fontes, os microrganismos entram na linha de p@aU@OMPERMAYER,;
GAYLARD, 2000). Uma vez dentro do ambiente de psseeento de
alimentos, microrganismos encontram condicfes &weis para a formacao de
biofilmes, como superficies para adesdo, amplariltligfdo de alimentos

(GIBSON et al., 1999), processamento de alimentos producdo em massa e
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operacdo de equipamentos por longo turno (BREMERLLERY;
MCQUILLAN, 2006; LINDSAY; HOLY, 2006). O processcedautomacédo das
indUstrias e o desenvolvimento de equipamentos ww@isplexos propiciam
grande numero de nichos para adesdo e multiplicagianicrorganismos,
contribuindo, assim, para o aumento da formacadidéimes (BREMER;
FILLERY; MCQUILLAN, 2006; FLINT; BREMER; BROOKS, 197).

Na industria de laticinios a contaminacdo do leitprodutos lacteos,
apés a pasteurizacdo ocorre, principalmente, ematunios equipamentos de
envase (DOGAN; BOOR, 2003; WAAK; THAM; DANIELSSONHAM,
2002). Biofilmes podem se desenvolver na lateraljdatas dos equipamentos,
sendo, também, fonte de contaminacdo dos alimespos a pasteurizacao
(AUSTIN; BERGERON, 1995). A contaminacao do leitstgurizado, também,
pode ocorrer pela adesdo de bactérias nas plasapadteurizadores de leite
(FLINT; BREMER; BROOKS, 1997). Superficies do anmtée(pisos e paredes)
podem ser fontes indiretas de contaminacdo, exemgiste fato sdo a
transferéncia de microrganismos aos alimentos gtmres, como o ar, pessoas e
sistemas de limpeza (GIBSON et al., 1999; HOLAH2)9

Superficies de aco inoxidavel sdo reconhecida®domportantes fontes
de contaminacdo microbiana durante o0 processamatdgo alimentos
(CHMIELEWSKI; FRANK, 2003). Na induastria de latiéfs, diversos
equipamentos sdo compostos por aco inoxidavel, damgues de expansao,
tanques para fabricacdo de queijos, batedeiras dpteiga, iogurteiras,
homogeneizadores e pasteurizadores de leite. Ddaacom Andrade, Pinto e
Rosado (2008a) ha diversos tipos de aco inoxidéwas, os que contém 18% de
cromo e 15% de niquel sdo os mais utilizados. Ngstpo estdo as ligas da
classe 300, por exemplo, 304 e 316, muito utilizaata indUstrias de alimentos
apos serem submetidas ao polimento 4. Segundo Sthiue(2009), o aco

inoxidavel tipo 304, utilizado nas industrias degassamento de alimentos, é
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ideal para fabricagdo de equipamentos em virtudestibilidade fisico-quimica
e elevada resisténcia a corrosdo. Mattila-Sandhelmwirtanen (1992)

mencionam que superficies de aco inoxidavel podesn facilmente

higienizadas, além de serem resistentes contrdesggnimicos.

A formacao de biofilmes em superficies de indastde laticinios pode
levar a sérios problemas de salde publica e a pe&wtandémicas mediante a
deterioracdo de alimentos e a danificacdo de eougiptos (BREMER,;
FILLERY; MCQUILLAN, 2006; GRAM et al., 2007). Micrganismos em
biofilme catalisam reac¢des quimicas e biolégicas gausam a corrosao de
metais de tubulacbes e tanques (MITTELMAN, 1998EMRIA; MELO;
PINHEIRO, 1993), processo este denominado de bios®o ou corroséo
microbiologicamente influenciadaM{crobially Influenced Corrosion, MIC)
(BEECH; SUNNER, 2004; MANSFELD, 2007). A eficacia ttansferéncia de
calor pode ser reduzida se biofilmes se tornardiimientemente espessos em
placas de trocadores de calor e tubulacbes (MITTENM1998; VIEIRA,
MELO; PINHEIRO, 1993). Em consequéncia, ha pediagnergia e despesas
acrescidas de limpeza e manutencdo por meio dditeigé® de pecas dos
equipamentos precocemente deterioradas, bem camiauifdo da qualidade
dos produtos (CHARACKLIS, 1990).

Varios sdo os géneros e espécies bacterianasesapgazse aderir e
formar biofilmes em superficies que entram em d¢ontam leite ou produtos
lacteos. Sharma e Anand (2002) verificaram a pgessafe bactérias em
biofilmes multiespécie na superficie de diferensegmentos das linhas de
pasteurizacao de leite de uma planta de processammercial Lactobacillus,
Sreptococcus, Lactococcus e Saphylococcus foram os principais géneros de
bactérias Gram-positivas encontradas. Ja para @Gegakivos houve
predominancia deShigella, E. coli, Enterobacter aerogenes, Citrobacter,

Flovobacterium e Proteus. Segundo Vlkova et al. (2008), em propriedades
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leiteiras e na industria de laticinios, biofilmesdpm consistir de bactérias
patogénicas, comi. coli, L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica, S. aureus,
Salmonella spp.e B. cereus.

A existéncia de bactérias patogénicas em alimemtesperficies que
entram em contato com 0S mesmos aumenta o risqueidia da seguranca
alimentar (SHI; ZHU, 2009), pois células em biofimpodem se desprender e
contaminar o alimento que passa pelo local (MIDELEARPENTIER, 2004).
A contaminacdo do leite e de seus derivados paetias patogénicas pode
ocasionar a veiculacdo de Doencgas TransmitidasAforentos (DTAS). Este
fato é ainda mais relevante em virtude da compodicéimica destes produtos,
pH préximo a neutralidade e alta atividade de a@wp caracteristicas que
propiciam ambiente favoravel para o desenvolvimeetgtes microrganismos e
alcance de niveis de risco. Segundo Oulahal €2@08), o leite € exemplo de
substrato heterogéneo, apresentando complexa anideumumerosos tipos de
proteinas, gorduras, carboidratos e minerais. rg@003) menciona que, por
sua composicdo completa e balanceada, o leite étrath ideal para o
desenvolvimento de diversos grupos de microrgardismoomo fungos
filamentosos, leveduras e Dbactérias. Para Rieded92)1l diversos
microrganismos patogénicos podem ser encontradogromando o leite e

dentre eles podem-se destacar as bactr@si e L. monocytogenes.

2.4Escherichia coli enteropatogénica

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e sado bacilo
Gram-negativos de 1,1 a 1,5 x 2,0 a 6 pum. Algums & capacidade de
motilidade possuindo flagelos peritriquios, sao eablicos facultativos e
fermentam a glicose com formacao de acido e gad {H& al., 1994). Pode
crescer entre pH de 44 a 9 (INTERNATIONAL COMMIES ON
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MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICSMF,0Q0),
porém é conhecida sua capacidade de tolerar arabiedtidos, que |he
permitem sobreviver no trato intestinal (SAINZ ¢t 2005). Em condi¢cbes
Otimas, pode se multiplicar em atividade de agug éxima de 0,95. A
temperatura de crescimento varia de 7 a 48 °C0s@ndC a temperatura 6tima
(VARNAM; EVANS, 1991). No entanto, diversos autor&&m observado
crescimento em alimentos de algumas cepds deli a temperaturas menores,
como 4 °C, por vérios dias (ANANG et al., 2007; GONEZ-MONTALVO

et al., 2007).

A espéciekE. cali inclui cepas ndo virulentas, que tém como hébitat
trato entérico de humanos e animais sadios, e cap@mente patogénicas,
responsaveis por provocar surtos de doengcas emnogma animais com
consideravel taxa de mortalidade. A presen¢ca dasce@o patogénicas em
alimentos indica contaminacdo direta ou indireta atgem fecal, sendo
considerado o indicador classico da possivel pgesete microrganismos
patogénicos. Contagens elevadasEdeoli, também, relacionase a falta de
higiene e falhas no processamento de alimentosMF;S2000; YUCEL;
ULUSOY, 2006).

Cepas dekE. coli diarreiogénicasdarrheagenic E. coli, DEC) s&o
classificadas em seis categorias: EPEC, enter@toixig énterotoxigenic E cali,
ETEC), enterohemorragicanterohaemorrhagic E. coli, EHEC), enteroinvasiva
(enteroinvasive E.coli, EIEC), enteroagregativaertteroaggregative E. cali,
EAQQEC) e de aderéncia difusaiffdsely adherent E.coli, DAEC) (CHEN;
FRANKEL, 2005; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATAROKAPER,
1998).

EPEC foi a primeira cepa dE. coli a ser descrita, quando foi
incriminada como causa de surtos de diarre iafihfaa década de 40 (BRAY,

1945). Uma das principais caracteristicas da ide@pr esta bactéria é a diarre
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ia do tipo aquoso contendo muco, mas ndo sangagagle ocorrer em diversos
graus de intensidade. Além disso, € comum que &8cas infectadas
apresentem vomito e febre (NATARO; KAPER, 1998).EEPinduz uma
alteracdo histopatoldgica no intestino conhecidanacdesdo de aderéncia e
eliminacéo #éttaching and effacing, A/E). A lesdo ocorre mediante complexo
mecanismo de viruléncia, que induz 4 degeneracgmiaovilosidades e altera
a morfologia normal da regido apical dos enteréci® modelo de patogénese
por EPEC pode ser dividido em trés fases: (i) améméinicial a célula do
hospedeiro; (ii) producéo e translocacdo de pratebacterianas por meio de
um sistema de secrecdo do tipo Il e (iii) contddimo da bactéria com
formacdo de uma estrutura semelhante a um pedpstalproteinas do
citoesqueleto (inclusive actina) (CHEN; FRANKEL,0&) JAY, 2005; VIDAL

et al., 2007) (Figura 3).

A proteina intimina é necessaria a adesdo bacteritn célula ao
hospedeiro, enquanto a formacao de tufos de pasponsavel pela aderéncia
localizada, caracterizada pela habilidade da baotén formar microcolénias na
superficie das células epiteliais intestinais pald@o-aglutinacdo das células
(CHEN; FRANKEL, 2005; JAY, 2005; OCHOA et al., 2Q0&€epas atipicas de
EPEC néo possuem o gelogfA, formador de tufos de pili, apenas o geae
produtor de intimina (OCHOA et al., 2008).
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Figura 3 Eletromicrografias de varredura e transads ilustrando as
caracteristicas chaves da lesdo histopatologicaadkréncia e
eliminacdo causada pefacherichia coli enteropatogénica (EPEC).
(A) Formagéo de estrutura semelhante a um pedéBjdbestruicéo
localizada das microvilosidades. (C) Adesdo baateri com
perturbacdo grosseira da arquitetura das microdddes

Fonte: Frankel et al. (1998)

A presenca dE. coli enteropatogénica em leite e derivados lacteos, bem
como em superficies de industrias de laticiniosfojaverificada em alguns
estudos. Altalhi e Hassan (2009) verificaram, eB8a&epas d&. coli isoladas
de amostras de leite cru, que 9,1% continham o egde relacionado a EPEC.
Silva et al. (2001) isolaram 208 cepas He coli de amostras de leite
pasteurizado, entre as quais 46 (22,1%) foram sgpagas como EPEC. O
sorogrupo mais frequente foi o O55 (15,2%), contudiversos outros
sorogrupos foram encontrados, como 026, 0126, O022,1 e O114. De
acordo com Trabulsi et al. (1996), o sorogrupo @8FEPEC é um dos mais
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prevalentes em diarre ias infantis no Brasil. foat al. (2002), analisando 45
amostras de queijo, isolaram EPEC de 21,1% e e@r@in que 0S SOrogrupos
mais frequentes foram 0127, seguidos por O55 e @@8cimento, Sabioni e
Pimenta (1988), pesquisando a incidéncia de EPE®G@ncepas dé&. coli
isoladas de 51 amostras de queijo tipo Minas ftesmanstataram que a
percentagem de isolamento foi de 9,8%, quando derslo o nimero de
amostras. Os sorogrupos isolados foram 086, 01225 @ 026. Duffy et al.
(2009) detectaram EPEC atipica no ambiente de Uamdapde processamento
de leite em po, pela presenc¢a dos genel e escV, o Ultimo responsavel pela
codificacdo de componentes do aparato de secripgblt Varios locais foram
amostrados, como drenos, calhas e superficies mh §egundo Kaper, Nataro
e Mobley (2004), em paises industrializados cefpipicas de EPEC s&@o mais

frequentemente isoladas de casos de diarreia.

2.5 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva, anaerdbica
facultativa, catalase positiva, oxidase negatiegtblerante, ndo formadora de
esporos e desprovida de capsula. Possui morfottegtzacilo, diametro de 0,4-
0,5 pum, comprimento de 0,5-2,0 um, extremidadesdandadas e flagelos
peritriquios que permitem sua motilidade (ADAMS; B8 2004; ROCOURT,
1999). Os sorotipos encontrados séo 1/2a, 1/2b, 3& 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d,
4e e 7 (JAWETZ;, MELNICK; ADELBERG, 1998). A faixaedpH para
crescimento desta bactéria situa-se entre 5,6 &SWAMINATHAN, 2001),
embora tenha sido constatado crescimento em pkoatai4,0. A atividade de
agua (@) 6tima é maior que 0,97, porém, a minima variaee®90-0,93 (LOU;
YOUSEF, 1999). Possui capacidade de se desenvehlretemperaturas que

variam de -0,4° a 50 °C, apresentando crescimetitmo éentre 30 e 37 °C
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(SEVERINO, 2006). Sua natureza psicrotréfica pernsieu desenvolvimento
em alimentos refrigerados (BORUCKI et al., 2003).

Denomina-se listeriose a doenca causada pela &mgek alimentos
contendd.. monocytogenes (SWAMINATHAN, 2001). O periodo de incubacéo
da listeriose varia de horas a semanas, contuttisainfectante necessaria para
causar a doenca, ainda, ndo esta bem definidasé aloroximada, relatada de
casos, varia de 1@ 10 UFC/g ou mL (DALTON et al., 1997), mas ha relatos
de surtos com contaminag@o muito baixa (MEAD ¢t1&99). A manifestacdo
clinica da doenca é descrita de duas formas, itiseergastrintestinal (ndo-
invasiva) e listeriose invasiva (SWAMINATHAN, 2001A listeriose nao-
invasiva pode causar infec¢Ges brandas, semelhante®m gripe, até surtos de
gastrenterite febril em individuos saudaveis, nasnalmente ndo evolui para
6bito (CARRIQUE-MAS et al., 2003; GAHAN; HILL, 2005Ja a listeriose
invasiva € uma doenca severa, pois, a taxa de lidada é alta (20 a 30%),
principalmente, para pessoas susceptiveis a adgunfec¢do, como gestantes,
recém-nascidos, idosos, pacientes submetidos a di@iee, a terapias
prolongadas e individuos com sistema imunologico pridedo
(SWAMINATHAN, 2001). As manifestacdes mais comuréo smeningite,
meningoencefalite, septicemia e aborto (DONELLYQR0

Dados de novembro de 2011 do Centers for DiseasdrdCcand
Prevention - CDC (2011) reportam um importante csude listeriose,
envolvendo, até o momento, 139 individuos de difexe estados dos Estados
Unidos, em razdo do consumo de meldes cantaloupementes de fazendas
do Colorado. Vinte e nove mortes e um aborto foralatados. Os individuos
atingidos apresentavam idade variando de <1 a 86, aam média de 77 anos.
Individuos mais afetados apresentavam idade acien®0danos. A grande
maioria dos afetados foi hospitalizada. Entre agempas idades estavam entre

48 e 96 anos, com média de 81 anos. Cinco das @amestavam relacionadas
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com a gravidez, dois recém-nascidos e trés mulhgmwwidas foram
diagnosticados com listeriose.

Os estagios do ciclo de vida intracelular dariisge invasiva podem ser
observados na Figura 4.

I*
g LLO and @

PLCs

I % A , }_ . h ..

Flgura 4 Eletromlcrograflas de transmlssao e de;seimls estaglos do CIC|O de
vida intracelular delisteria monocytogenes. (1) A penetracdo no
epitélio intestinal ocorre pela atuacédo de duasefitas de superficie:
internalina A (InlA) e internalina B (InIB). (2) Aactéria é fagocitada
por macrofagos do hospedeiro. (3) A lise da mensbrfagocitica
ocorre pela atuacdo da listeriolisina O (LLO) e fdsfolipases C
(PLCs). (4) A bactéria ganha acesso ao citoplasetalac. (5) O
movimento inter e intracelular ocorre pela polima¢io de uma cauda
de actina no citoplasma do hospedeiro, pela aca@rdieina de
superficie ActA. A bactéria se dissemina pela cteesanguinea,
ganhando acesso a diferentes 6rgaos

Fonte: Adaptado de Portnoy, Auerbuch e Glomski 22@0Tilney e Portnoy (1989)
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Espécies ddiseria foram inicialmente isoladas do solo, poeira, agua,
esgoto, vegetais e silagem (HOFER; POVOA, 1984)efanto, na atualidade,
0s representantes patogénicos do génresteria adquiriram extraordinaria
importancia, em virtude de sua veiculacdo por aloe (HOFER, 2001;
SEVERINO, 2006). Pesquisas indicam a presenda denocytogenes em leite
cru (CATAO; CEBALLOS, 2001; KALOREY et al., 2008;ANEGAS et al.,
2009; YOSHIDA et al., 1998), leite pasteurizado {G¥0; CEBALLOS, 2001),
queijo de coalho (BRANCO et al., 2003; DUARTE et, &2005), queijo
artesanal (ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007) e queijonas frescal (BRITO
et al., 2008; CARVALHO; VIOTTO; KUAYE, 2007; SILVAI. et al., 2003).

Microrganismos do géneldsteria, também, tém sido encontrados em
diferentes superficies de propriedades leiteirgdartas de processamento de
leite e derivados. Yoshida et al. (1998), por eXempencontraramL.
monocytogenes em diferentes locais de tanques de expansao, qarede
interna e externa, valvula de descarga e agit@kautores verificaram, ainda,
que estes equipamentos eram fonte de contaminagdeitd cru por esta
bactéria. Alessandria et al. (2010), empregando odeét moleculares,
verificaram a presenca de monocytogenes em equipamentos que entram em
contato com queijo, durante o processamento e agdral e em algumas
superficies foram encontrados valores d&1D UFC/cnt. Pelos resultados da
caracterizacdo molecular, os autores observaram ogpas presentes na
salmoura eram geneticamente relacionadas as eagastnos equipamentos e
nos produtos finais, sugerindo a rota de contardimageste patdégeno no
laticinio. Neste contexto, Simdes, Simdes e Vi¢k@10) mencionam quk.
monocytogenes é capaz de sobreviver por longos periodos emlagsis de
processamento de leite e derivados. Unnerstad. ef1896), por exemplo,
verificaram quel. monocytogenes persistiu no ambiente de uma industria de

laticinios por sete anos.
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2.6 Higienizacao na industria de leite e produtogitteos

As principais fontes de contaminacdo do leite edpios derivados
ocorrem comumente, por causa da limpeza e sarditzagapropriada de
equipamentos (GIBSON et al., 1999; JESSEN; LAMMERU03). Na cadeia
de producédo de alimentos h& correlacé@o positive éathas nos procedimentos
de higiene e formacdo de biofilmes bacterianoss,poavendo condicbes as
células aderidas evoluem para microcolbnias e,edosinente, ao biofilme
maduro (ZOTTOLA, 1994). Desta forma, é de estremgortincia a
higienizacdo dos equipamentos de processamentmdevam consideracédo
tanto a composicdo organica e inorganica dos degésiomo também a
microbiota constitutiva da superficie (FLINT; BRERE BROOKS, 1997;
MITTELMAN, 1998). Atualmente, verifica-se que mettas na limpeza e
sanitizacdo tém ajudado a reduzir a persisténaaadebactérias, que sdo mais
resistentes a processos fisicos e agentes quidvoapse suas respectivas formas
plancténicas (ANNOUS; FRATAMICO; SMITH, 2009).

O aumento da resisténcia de bactérias em biofilode ser causado por
varios fatores, além da expressdo de genes eneslvid resposta geral ao
estresse e bombas de efluxo (DRENKARD, 2003; IT@.e2009; STEWART,
2002). O EPS limita a difusdo de sanitizantes eepmalsar a inativagdo dos
mesmos e a emergéncia de uma arquitetura espedifica como a alta
densidade bacteriana no interior do biofilme paretambém estar envolvidas
(ITO et al., 2009; STEWART, 2002; VIDAL; RAGOT; TBAULT, 1997,
WIRTHLIN; CHEN; HOOVER, 2005). Bactérias localizadas na perferia do
biofilme possuem melhor acesso a oxigénio e nua&senenquanto que as
presentes nas camadas internas, em virtude daagéith limitada destas
substancias, demonstram reduzida taxa metabdlicacoasequentemente,

crescimento em fase estacionaria, sendo menos\agess, até mesmo, menos
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susceptiveis a antimicrobianos, agentes que, megtass, possuem como alvo a
producdo de algum tipo de macromolécula (STEWARD022 XU;
MCFETERS; STEWART, 2000). Biofiimes formados pofedéntes espécies
representam um desafio a mais, pois, elas podetegamoumas as outras
durante a aplicacdo de agentes quimicos. Esteéfatausado pela diferente
resisténcia de uma respectiva espécie microbianaacos agentes utilizados
(VIDAL; RAGOT; THIBAULT, 1997; WIRTHLIN; CHEN; HOO\ER, 2005).
Por utltimo, doses subletais de agentes biociddisadps em células em
biofiilmes podem ocasionar resisténcia (GILBERT; ARON; MCBAIN,
2002), em industrias de alimentos; este fato sEacterizado pela utilizacdo
incorreta de produtos empregados no procedimenhigéEnizacéo.

A higienizacéo inclui as etapas de limpeza e igag#io das superficies
de alimentos, ambientes de processamento, equipasnerutensilios,
manipuladores e ar de ambientes de processamentomp&za tem como
objetivo principal a remocéo de residuos organ&adeorganicos aderidos as
superficies, constituidos, principalmente, por gaiatos, proteinas, gorduras e
minerais. Os detergentes acidos controlam depdsitosrais, como fosfato de
célcio. Os detergentes alcalinos apresentam a dudea saponificar acidos
graxos, pela liberacdo de ions hidroxila (DHA\ solubilizacdo de proteinas,
também, é funcdo dos agentes alcalinos e ocorresuma do aumento do pH
ocasionado pela liberacdo dos ions hidroxila. Enmefgdado, os residuos prote
icos apresentam carga hegativa, repelem-se, ergramsuspensdo e sao
facilmente arrastados pela solucéo. Dentre osimdsalinclui-se o hidréxido de
sédio (NaOH), que libera 100% de alcalinidade déaise é amplamente
empregado pelo método de limpeza em circuito femhamhis conhecido como
Cleaning In Place (CIP). Este método de higienizagédo permite o esagkntes

ou formulagbes que liberam alta alcalinidade céastiemperaturas mais
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elevadas e maior tempo de contato das solucesmgezZa (ANDRADE;
PINTO; ROSADO, 2008b).

Apesar da etapa de limpeza ser capaz de remoggmsaldos
microrganismos presentes na superficie, observgume a maioria, ainda,
permanece aderida, principalmente, quando biofilpaeserianos maduros estao
presentes. Esta afirmacéo foi comprovada no trabedhlizado por Bremer,
Fillery e McQuillan (2006), que avaliaram o efeita lavagem acida e caustica
na remogédo de biofilmes bacterianos formados erarfoe de ago inoxidavel
em contato com leite. As 18 horas de formacéo dfilrbe, 0 nimero de células
aderidas foi de, aproximadamente, 5 Log UFC/erap6s a utilizacdo de NaOH
(1%) durante 10 minutos a 65 °C e 1,5 m/s notoa-seducdo de apenas 1,8
Log.

Geralmente, sanitizantes ndo agem em residuosati&ianorganica e
inorganica, que permanecem na superficie apés sgosale limpeza realizados
incorretamente, e ndo penetram na matriz do biefilmdo sendo capazes de
destruir totalmente as células sésseis viaveis (&S et al., 2006). Portanto,
pode-se afirmar que a limpeza é a primeira etapaigienizacdo, sendo de
realizacdo obrigatéria e de fundamental importapeia o sucesso do processo
de sanitizacdo dos equipamentos (FORSYTHE et 888)1 A realizacdo da
etapa de limpeza inadequadamente, também, podeefavoa adesédo de
microrganismos e formacdo de biofilmes. De acordm dMlaukonen et al.
(2003) é importante remover efetivamente os ressalimentos e outros
residuos que podem conter microrganismos Ou promavecrescimento
microbiano. Segundo Kumar e Anand (1998), protefimdeite, as quais se
ligam as superficies das indUstrias de procesgandenalimentos, usualmente
condicionam as superficies para sedimentacdo @ades células microbianas.
Gram et al. (2007) mencionam que o processo deelimpode remover 90% ou

mais dos microrganismos associados com a superfités ndo pode ser
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utilizado com o intuito de inativd-los. As bactérisemovidas podem se
depositar novamente em outros locais e obterem, agitaente e o0 tempo
necessario para a formacdo de biofilmes. Assim,amitizacdo deve ser
obrigatoriamente realizada.

Com a sanitizacdo objetiva-se eliminar microrgais patogénicos e
reduzir o nimero de microrganismos deteriorantesa péveis considerados
seguros. Os sanitizantes quimicos mais utilizados superficies de
equipamentos e utensilios nas industrias alimestiziasileiras séo aqueles que
possuem principios ativos dos grupos: quatern@&oamonio, como o cloreto
de alquil dimetil benzil aménio; compostos inorgési liberadores de cloro
ativo, como o hipoclorito de sddio e de calcio; postos organicos liberadores
de cloro ativo, como o dicloroisocianurato de spgerdxido organico (acido
peracético); peréxido inorganico (peréxido de hidmio); iodo e seus derivados
(ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b; BRASIL, 1988, 199%99).

Dentre os fatores que mais interferem na eficiémns sanitizantes
guimicos, utilizados em indastrias de laticinicstaea presenca de residuos de
leite e seus derivados. Uma das caracteristicagagess para estes compostos é
serem ativos mesmo na presenca de matéria orgdhicentanto, verifica-se
que a inativacdo do efeito antimicrobiano na presatestas substancias pode
ndo ocorrer, ou pode ocorrer em maior ou menonsidade dependendo do
principio ativo utilizado. Assim, é pratica comundesafiadora da eficiéncia de
sanitizantes quimicos a avaliacdo da atividadebactériana em elevado
contetdo de matéria organica. Souza e Daniel (200%)pararam o efeito do
hipoclorito de sédio e do acido peracético na vagtio deE. cali, colifagos e
Closrtidium perfringens em dgua com elevada concentracéo de matéria cagani
O &cido peracético foi mais efetivo que o hipottode sddio na inativacao dos
microrganismos, mesmo na presenca de elevada c¢oag@n de matéria

organica. Ja Kich et al. (2004) verificaram queirdetantes a base de amdnia
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guaternéria, hipoclorito de sédio (0,1%), glutaeddid/cloreto de benzalcbnio e
iodoforo tiveram sua atividade contgalmonella Typhimurium prejudicada na
presenca de matéria organica (soro bovino estétdsta condicdo somente
hipoclorito de sddio (1%), fenol e acido peracéfmam eficazes.

2.7 Oleos essenciais e seus constituintes: novasrahtivas para o controle

de biofilmes bacterianos

Oleos essenciais sd0 compostos naturais volateisoraplexos,
caracterizados por forte odor e formados pelastgdarmromaticas como
metabdlitos secundarios. Sao liquidos, limpidoaramente coloridos, sollveis
em lipideos e solventes organicos, apresentandeiddele, geralmente, menor
gue a da agua. Podem ser sintetizados por todirg@ss vegetais, como brotos,
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutdses, cascas; e sdo armazenados
em células secretoras, cavidades, canais, célidagpiierme ou tricomas
glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Esses compostos tém sido amplamente utilizadoduegdio de suas
propriedades ja observadas na natureza, como atasd antibacteriana,
antifingica e inseticida. Atualmente, aproximadameh000 6leos essenciais
sdo conhecidos, 300 dos quais sdo comercialmeiptertamtes, especialmente
para as industrias farmacéutica, agronOmica, dmealios, sanitaria, de
cosmeéticos e perfumaria (BAKKALI et al., 2008).

Os componentes dos Oleos essenciais incluem éslseeate dois
grupos de origem biossintética distinta. O grupmgipal € composto pelos
terpenos e o outro por fenilpropanoides, todosctaiaados por baixo peso
molecular (BAKKALI et al., 2008; BETTS, 2001; BOWIS: 2003; CARSON,;
HAMMER, 2011; CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000; PICHEY;
NOEL; DUDAREVA, 2006). De acordo com descricdesGirson e Hammer
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(2011) e Santos (2007), a origem de todos os migtab&ecundarios pode ser
resumida a partir do metabolismo da glicose, via daermediarios principais:
0 acido chiquimico e o acetato. O acido chiquinocigina os aminoacidos
aromaticos, fenilalanina e tirosina, precursoresntiioria dos metabdlitos
secundarios aromaticos, como os fenilpropanoidesac€ato, por sua vez,
fornece as unidades acetila que compdem o inteamedeativo, acetil-CoA, o
verdadeiro precursor de varios grupos de subsEncamo o0s terpenos,
polimeros de isopreno {8s) conhecidos como terpenoides quando contém
oxigénio. Ainda segundo Wanke, Skorupinska-TudeBvdezewska (2001),
uma rota via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS)témbém, responsavel pela
biossintese de terpenos.

Considerando que os 6leos essenciais sdo formpdosdiversos
constituintes, torna-se dificil atribuir a eficada atividade antimicrobiana a
apenas um deles. O mecanismo de acdo de um dastituinte pode diferir
guando comparado ao de outros, sendo relatadossvatvos na célula
microbiana (AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR; DEL-TORO-
SANCHEZ, 2009). A interacdo inicial entre os comgues dos Oleos
essenciais e a célula microbiana parece ser aaddifpassiva da molécula
componente, por meio da parede celular de bac@ram-positivas e fungos ou
membrana externa de bactérias Gram-negativas (HARIMEARSON, 2011).
Contudo, pode ocorrer, também, interacao de cuaimés dos 6leos esssenciais
com a membrana externa de bactérias Gram-negatiwafyrme demontrado
recentemente por La Storia et al. (2011), quezatdim carvacrol contra
diferentes espécies bacterianas. Oleos essemsé&iaisompostos tipicamente
lipofilos e, por isso, sdo capazes de passar petde celular e se acumular na
membrana citoplasmatica bacteriana, causando aardanpermeabilidade por
danificar a estrutura de diferentes camadas degamlarideos, 4cidos graxos e
fosfolipideos (BAKKALI et al., 2008). O aumento daidez da membrana
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parece estar entre os primeiros efeitos antimiarals causados pelo tratamento
com o6leos essenciais. A expansdo e aumento dae#luth membrana
citoplasmatica podem levar aquebra da integridate consequente perda de
pequenos componentes intracelulares, como hidrogémitassio e sodio. A
perda destes ions esta associada ao decréscimutadwinl de membrana, pH
intracelular epool de ATP, causado pelo dano ao gradiente de ion®apree
entre o interior e exterior da célula. Concentragélevadas de 6leos essenciais
ou longos tempos de exposicdo podem acarretar dan@es a membrana
citoplasmatica, ocasionando perda de macromoléottamso DNA e proteinas,
extritamente relacionada a morte celular (HAMMERRSON, 2011). Ainda,
segundo Ayala-Zavala, Gonzalez-Aguilar e Del-Toam&ez (2009) e Burt
(2004), o mecanismo de acdo dos Oleos essenc@idmEno complexo e
diversificado, pode incluir: destruicdo da paredelular e membrana
citoplasmatica, danificacdo de proteinas de merabrilveracdo de contetdo
celular, coagulacdo do citoplasma, deplecao daafpréton motiva, inativacédo
de enzimas essenciais e perturbacdo da funciodalidi@ material genético. Os
principais mecanismos de acdo dos 6leos essemciaiglula bacteriana, bem
como os locais onde estes ocorrem, encontramsteaiflos na Figura 5.
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Figura 5 Principais locais e mecanismos de aca®dlbus essenciais na célula
bacteriana
Fonte: Adaptado de Burt (2004)

A atividade antibacteriana dos Oleos essenciaismé caracteristica
importante destes compostos que ja foi relatadaitro inUmeras vezes
(HAMMER; CARSON; RILEY, 1999; OUSSALAH et al, 2007
PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006; TRAANO
et al., 2009). Por causa desta caracteristicahamado “consumismo verde”,
caracterizado pelo apelo por parte dos consumigmes reducdo da utilizacdo
de conservantes quimicos, e a necessidade de dbsemnto de novos
antimicrobianos visando sanar o problema de resistémicrobiana, as
alternativas convencionais, estudos vém sendazagl@ls sobre o emprego de
Oleos essenciais no controle de microrganismos kmertos (CARSON;
HAMMER, 2011; FISHER; PHILLIPS, 2006; KOTZEKIDOU;
GIANNAKIDIS; BOULAMATSIS, 2008; SOLOMAKOS et al., @08; SOUZA

et al.,, 2009). Utilizacdo ainda mais recente, cumbe&m corrobora com a
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necessidade do desenvolvimento de antimicrobiantgais, € a utilizacdo de
Oleos essenciais no controle de biofilmes. Leldestpy e Talon (2007), por
exemplo, constataram efeito significativo do 6lesemcial desatureja thymbra
na reducdo do nuamero de células dos biofilmes mepdmée e multiespécie de
Pseudomonas fragi, E. coli, S aureus, L. monocytogenes, Saphylococcus
equorum, Staphylococcus succinus e Lactobacillus sakei. Ja Chorianopoulos et
al. (2008) verificaram que o 6leo essencial e odtétlo deS. thymbra possuem
efeito contra os biofilmes monoespécies e multigisgéde Saphylococcus
simulans, Lactobacillus fermentum, Pseudomonas putida, Salmonella enterica e

L. monocytogenes. Oliveira et al. (2010), por sua vez, constataram agl 6leos
essenciais deCymbopogon citratus e Cymbopogon nardus, sozinhos e em
combinacédo, sdo novas alternativas para a saritizag superficies industriais
de aco inoxidavel contaminadas far monocytogenes. Em estudo realizado
recentemente por Amalaradjou e Venkitanarayanarll2@® biofiime de
Cronobacter sakazakii, formado sobre superficies abioticas, foi inibido
inativado por trans-cinamaldeido.

A combinacao de Oleos essenciais de diferentegiespde plantas pode
representar alternativa para potencializar a agdontesmos (PEREIRA et al.,
2008). O termo sinergismo € definido como o aumeddo atividade de
compostos ou fatores quando aplicados em conjoatoparada a atividade dos
mesmos, quando utilizados individualmente (CEYLANUNG, 2004;
WILLIAMSON, 2001). Tratando-se de Oleos essenciaigyios estudos
realizadosin vitro, utilizando a combinacédo de 6leos essenciais fdeedies
espécies de plantas, alcancaram resultados praessgd.-BAYATI, 2008; FU
et al., 2007; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 200&LIVEIRA et
al.,, 2011), o que demonstra que esta é uma alteanaével a ser utilizada no

controle de biofilmes microbianos.
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2.8 Espécies vegetais produtoras de 6leos essesciai

Inlmeras sdo as espécies vegetais nas quais ac@oodie Oleos
essenciais ja foi relatada. A seguir serdo descafacarcteristicas gerais das
espécies vegetais utilizadas neste estudo e das @Glens essenciais, com
destaque ao potencial antibacteriano dos mesmos.

2.8.1Melaleuca alternifolia Cheel (melaleuca, arvore de cha oiga tree)

A espécie M. alternifolia (Myrtaceae) é uma arvore de até 5 m,
conhecida internacionalmente cortea tree. Possui casca fina, semelhante a
folhas de papel, e folhas afiladas de aproximadtam2® mm de comprimento
(Figura 6), florescendo no ver&o. E nativa da cestiropical nordeste, regido
de New South Wales, Austrdlia, crescendo em regifes pantanosas oinmas a
rios (RIEDL, 1997). Seu principal produto € o O6lessencial, de grande

importancia medicinal, pelo fato de possuir compdas acdo bactericida e

antifingica contra varios patégenos humanos, samiizado em muitas
formulacdes tépicas (GUSTAFSON et al., 1998; RIEDR97).

Vil s . P 0 3 . £ o fudit BT i

Figura 6Mdaleuca alternifolia. (A) Aspecto do cultivo. (B) Detalhe dos ramos

e folhas
Fonte: Biasi e Deschamps (2009)
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O 6leo essencial dél. alternifolia € um dleo volatil obtido por
destilacdo por arraste a vapor ou hidrodestilag&ofalhas. O rendimento é de
aproximadamente 1 a 2% do peso fresco da plafitzadd (CARSON; RILEY,
1993) e sua composicdo quimica é complexa, apegkese como uma mistura
de hidrocarbonetos terpénicos, principalmente newpehos, sesquiterpenos e
seus alcobis associados (CARSON; HAMMER; RILLE2D06; SILVA, N. et
al., 2003). O Oleo essencial das plantas Me alternifolia, cultivadas na
Austrdlia, caracteriza-se pela mistura aproximasl@@compostos, a maioria ja
identificada. Os principais constituintes sdo ompostos terpinen-4-ol, 1,8-
cineol, a-terpineno,y-terpineno, a-pineno, B-pineno, a-terpineol, pcimeno e
alcoois sesquiterpénicos, que representam cer@@%edo 6leo (BROPHY et
al., 1989; MURTAGH; SMITH, 1996). Ja no Brasil, \&i] N. et al. (2003)
verificaram como constituintes quimicos do 6lecersil de plantas cultivadas
em Vicosa (MG): terpinen-4-ol (46,38%),-chmeno (16,52%),y-terpineno
(9,74%), o-terpineol (4,35%) e 1,8-cineol (3,72%). As estrasuquimicas dos
principais constituintes do 6leo essencial Mealternifolia encontram-se na
Figura 7.
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Figura 7 Constituintes majoritarios do 6leo essdrd® Melaleuca alternifolia.
(A) Terpinen-4-ol. (B) p-cimeno. (G}terpineno. (D) 1,8-cineol

Em funcéo de suas propriedades farmacolégicagmeadsencial dil.
alternifolia é utilizado em formulacdes farmacéuticas de vrioslutos como
xampus, sabonetes, cremes dentais, anti-séptiazsbuepelentes de insetos,
produtos veterinarios, dentre outros (RIEDL, 199)ssui comprovada ac¢éo
antimicrobiana sobre bactérias e fungos filamerstosketeriorantes e/ou
patogénicos, alguns virus, microrganismos resiseat antibidticos além de
forte atividade repelente (CARSON; HAMMER; RILLEZ006; RIEDL, 1997;
SILVA, N. et al., 2003). Silva, N. et al. (2003), por exemplo, vegfiam,
utilizando a técnica de difusdo em disco, que o éksencial d#l. alternifolia
apresentou atividade sobre microrganismos de Bderena indlstria de
alimentos: S aures, E. coli, P. fluorescens, Enterococcus faecium, L.
monocytogenes e B. cereus. Carson et al. (1995), por sua vez, testaram a
atividadein vitro do 6leo sobre 66 cepas 8eaureus, sendo 64 delas resistentes
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a meticilina (MRSA). Observaram que todas as cdpesm sensiveis e 60
apresentaram Concentracdo Minima Inibitéria (CM)025% e Concentracéo
Minima Bactericida (CMB) de 0,50%.

2.8.2Cymbopogon flexuosus (D. C.) Stapf. (capim-lim&o da india Oriental)

O géneroCymbopogon pertence a familia Poaceae (Gramineae), sendo
originario do Sul da Asia, Sudeste Asiatico e Adlgir Este género foi
perfeitamente adaptado no Brasil e € comumenten&acio nos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais, Para, Pernambuco, Maranh@oBalklia ao Rio de Janeiro
(MAY et al., 2008).

O capim-limdo lemongrass) apresenta duas espécies, com
caracteristicas diferentes. A primeira delas, dmengientificoC. flexuosus, é
conhecida como capim-limao da india Oriental ourodpm&o gigante (Figura
8), ja o segundoCymbopogon citratus (D.C.) Stapf, € muito conhecido no
Brasil como capim-liméo, capim-cidreira, erva-cidag capim-santo, capim-
cidrao, erva-cidreira, dentre outras denominacBERENZI; MATOS, 2002).

C. flexuosos é pouco conhecido e cultivado no Brasil (CASTRGMOS,
2003).
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Figura 8 Detalhe das folhas @gmbopogon flexuosus.
Fonte: Lorenzi e Matos (2002)

Quando comparado ao 6leo essenciaCdetratus, o 6leo essencial de
C. flexuosos apresenta maior teor de citral (CASTRO; RAMOS, 30&umar
et al. (2009) pesquisaram o teor de citral em 18vares deC. flexuosos e
constataram como valores méaximos e minimos de 92,64 82,87%,
respectivamente. Chao et al. (2008) obtiveram cprimzipais componentes do
O6leo essencial deC. flexuosos geranial (39,50%) e neral (29,5%), que
isomericamente formam o citral, seguidos por getgdi9%) e geranil acetato
(2,5%). Oussalah et al. (2007) citam como prinsig@mpostos geranial (46%)
e neral (31%). Anaruma et al. (2010) verificarammoo constituintes

majoritarios do 6leo essencial @eflexuosos trans-geraniol (27,02%), citronelal
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(23,30%), nerol (13,47%), geranial (12,60%) e ndab4%). As estruturas
guimicas dos principais constituintes do Oleo edaénde C. flexuosus

encontram-se na Figura 9.
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Figura 9 Constituintes majoritarios do 6leo esssrae Cymbopogon flexuosus.
(A) Neral. (B) Geranial

O ¢6leo essencial de. flexuosos vem apresentando grande demanda em
todo o mundo. Este fato ocorre, em razdo de suadeagama de aplicacbes em
diferentes tipos de industrias, como de perfunmdasméticos, onde se destaca
por seu aroma de limdo; de alimentos e bebidase a@nditilizado como
condimento e/ou agente de conservagdo; na agraulaomo repelente de
insetos; em sabdes, detergentes e produtos fartitasgipor sua propriedade
antimicrobiana; bem como na aromaterapia por swepripdades curativas
(BARATTA et al., 1998; KUMAR et al., 2009; LAWLES3995)

A atividade antibacteriana do 6leo essencial Gleflexuosos ja foi

verificadain vitro contra diferentes espécies, coba@oli O157:H7,Salmonella
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Typhimurium, S aureus e L. monocytogenes (OUSSALAH et al., 2007). Chao
et al. (2008) estudaram a atividade antibacteriEn81 6leos essenciais contra
S. aureus meticilina resistente (MRSA) e verificaram queleobessencial d€.
flexuosos promoveu a maior zona de inibicdo na técnica fles@d em agar.
Kumar et al. (2009) constaram o efeito antibaaterido 6leo essencial d&
flexuosos contra diversas bactérias, coieocoli e Pseudomonas aeruginosa. Ja
Kim, Marshall e Wei (1995) pesquisaram com sucesatividade antibacteriana
do citral, principal constituinte do 6leo essendalC. flexuosus, contrak. cali,

E. coli 0157:H7 S Typhimurium,L. monocytogenes e Vibrio vulnificus.

2.8.3Cinnamomum cassia Blume (canela da China)

A canela é uma arvore originaria da Asia, cultiviaé mais de quatro
milénios pelos chineses. Pertence a familia daadeas, onde as duas espécies
mais conhecidas sdo a canela do Ceidonamomum zeylanicum) e a canela da
China Cinnamomum cassia), que se diferenciam por peculiaridades, como, por
exemplo, a auséncia de suber &n zeylanicum e as concentracbes de
constituintes quimicos, como o eugenol (BENARROI)7), que se apresenta
praticamente ausente éncassia (ARCHER, 1988).

C. cassia (Fgura 10), também, chamada de falsa carielaativa da
China, Indonésia, Laos e Vietnd (BISSET; WICHTL02D E comumente
utilizada na medicina chinesa para tratamento sigegsia, gastrite, distlrbios
da circulacdo e doencas inflamatéri@s.cassia € uma das especiarias mais
antigas do mundo e vem sendo utilizada em ind&stigaalimentos, bebidas e
cosméticos. A parte da planta utilizada é a cadeagnde é extraido o dleo
essencial, que pode ser encontrada em tubos, pExyEUacos ou em pod
(KWON; YU; PARK, 2003). O cinamaldeido é o compadieemajoritario do

Oleo essencial da casca@ecassia. Ooi et al. (2006), por exemplo, encontraram
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85,06% de trans-cinamaldeido no Oleo essencialadaacdeC. cassa. A
estrutura quimica do principal constituinte do Okessencial deC. cassia

encontra-se na Figura 11.
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Figura 10Cinnamomum cassia. (A) Aspecto do cultivo. (B) Detalhe dos ramos,
folhas e inflorescéncias
Fonte: Ribeiro e Diniz (2008)
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Figura 11 Cinamaldeido, constituinte majoritario ddeo essencial de
Cinnamomum cassia
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Quanto a atividade antibacteriana do 6leo essemigaC. cassia,
diversos estudos ja foram realizados e indicamdgrqootencial, tanto do 6leo
essencial em si, como do cinamaldeido individuatene@oi et al. (2006)
verificaram que o 6leo essencial @ecassia, bem como o cinamaldeido puro,
foram igualmente efetivos na inibicdo do crescimet¢ S aureus, E. cali,
Enterobacter aerogenes, Proteus wulgaris, P. aeruginosa, Vibrio cholerae,
Vibrio parahaemolyticus e S Typhymurium. Kwon, Yu e Park (2003)
constataram que o cinamaldeido possui efeito heickzre foi capaz de inibir a
divisdo celular quando testado conBacereus. Gill e Holley (2004) notaram
rapida inibicdo do metabolismo energético ldemonocytogenes e L. sakel
guando as células foram expostas a concentracétsibalas de cinamaldeido.
Os possiveis mecanismos responsaveis pela inillgdgeracdo de energia
bacteriana foram atuacdo na absorcdo e utilizagi@lidose e efeitos na

permeabilidade da membrana citoplasmatica.



53

3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos trabalhos consultados, tornam-se ewddens prejuizos e
riscos que biofilmes bacterianos podem ocasionandistrias de alimentos,
bem como aos consumidores. Dentre as bactériagépitas capazes de aderir
sobre superficies de equipamentos e utensiliosnsgquentemente, contaminar
produtos alimenticios que passam pelo local, dastesel. monocytogenes e
EPEC, pela sua presenca constante em alimentos, letime seus derivados, e
superficies de indUstrias de laticinios.

O estudo de novas alternativas de controle delmiedi bacterianos é
uma linha de pesquisa relativamente nova e em s&paentre as op¢des mais
recentemente propostas encontram-se 0s 6leos egsemcseus constituintes,
alternativas promissoras para a elaboracdo de&sganitizantes naturais.

Neste contexto, estudos preliminares devem serizadak para
selecionar os 6leos essenciais e constituintes pfetsvos contra as cepas
bacterianas alvo. Por fim, estudos que busquemizatina concentracdo e o
tempo de contato destas solugcbes devem ser conduzidm intuito de obter
uma maior eficiéncia da acdo antimicrobiana.
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ABSTRACT

The antibacterial potential of essential oils (E®gjn Cinnamomum cassia bark
and Melaleuca alternifolia and Cymbopogon flexuosus leaves was evaluated in
planktonic and sessile cells ehteropathogeni&scherichia coli (EPEC) and
Listeria monocytogenes. The EOs were tested singly and in different
combinations of equal proportions. The initial seghplicated the EO o€.
cassia as potential candidate, and their effect was studin sessile cells after
the formation of biofilms under stirred and statimnditions. In the assays on
stainless steel coupons of both bacterial speai@8o (v/v) solution of the EO
from C. cassia was effective at wholly eliminating viable bactdrcells after
biofilm formation under static conditions. Althougthe biofilm of L.
monocytogenes showed a decreased number of adhered cells uridengs
conditions (p<0.05), it was surprisingly more remi$ to the EO®f C. cassia
than the biofilm formed under static conditions ®B5). All of the EOs and
combinations tested presented a certain degreatitfaaterial activity against
planktonic cells, however, the EO @Gf cassia showed the most promise as a
potential agent for the production of sanitizers Biofilm control in food
industries.

Keywords. Escherichia coli; Listeria monocytogenes; Bacterial biofilms; Natural

sanitizers; Essential oil§jinnamomum cassia
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1. Introduction

There are over 200 microbial, chemical or physagdnts that are capable of
causing diseases when ingested (Acheson, 1999)présent, food-borne
bacterial agents are the most well studied and tm@u causes of intestinal
infectious diseases (Newell et al., 201@®scherichia coli and Listeria
monocytogenes are one of the most frequently involved bactespécies in
food-borne diseases (Newell et al., 2010; Scallaah. £2011).

Strains of intestinal disease-causkgcoli, including enteropathogenic
E. cali (EPEC), enterotoxigeniE. coli (ETEC), enteroinvasiv&. coli (EIEC),
enteroaggregativ&. coli (EAggEC), diffusely adherinde. coli (DAEC) and
verotoxigenicE. coli (VTEC) or shiga toxin-producing. coli (STEC), were
isolated and separated into at least six diffegeatips of diarrheageni. coli
(DEC) on the basis of specific virulence factorsl @menotypic characteristics
(Newell et al., 2010). The EPEC are characterizethéir ability to colonize the
intestinal mucosa and produce attaching and effaME) lesions known as
(Chen and Frankel, 2005). In addition, the EPECfabad in foods, such as
cheese (Araujo et al., 2002) and raw milk (Altadimd Hassan, 2009), and are
related to outbreaks of food-borne infections (thret al., 2007).

L. monocytogenes is the causal agent of listeriosis, a food-borne
infection that occurs mainly in elderly people, grant women, newborn babies
and immunocompromised individuals; in its invasigem, L. monocytogenes is
able to cause death in 25-30% of cases (Doganad3;2®atson, 2009).
Classified as a psychrotrophic bacteria and ablesuovive the adverse
conditions found in food industries, such as high and low pH and water
activity (Lado and Yousef, 2006). Because of thédiquitous distribution in
nature, these bacteria were originally discoverefbods of animal (Lomonaco
et al., 2009; Pesavento et al., 2010) and veg€rtdano and Jacquet, 2009)
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origins and have been involved in a number of aatks of food-borne
infections (Koch et al., 2010; Jackson et al., 3011

The source of microbiological contamination in doonight be the
formation of microbial biofilms as a result of tivesufficient hygienization of
equipment and utensils. The cells on biofilm aregemesistant to cleaning and
sanitization procedures than planktonic bacterlaciwmakes their elimination a
great challenge (Shi and Zhu, 2009; Simbes e2@l0). Thus, the study of new
tools for the control and eradication of bactebaifiims has become a new
research interest. One of the more promising amgralaalternatives is the use
of essential oils (EOs) or of their constituentsaasbacterial agents (Oliveira et
al., 2010a; Amalaradjou and Venkitanarayanan, 2011)

EOs, including those dfinnamomum cassia bark (Chinese cinnamon)
and Melaleuca alternifolia (tea tree) andCymbopogon flexuosus (lemongrass)
leaves, are known for their antibacterial activaty planktonic cells (Burt, 2004;
Oussalah et al., 2007; Bakkali et al., 2008) aratetfore are excellent options
for the development of sanitizing solutiofi$wus, there has been an emphasis on
the combinatorial use of EOs from different plaqtecdes to uncover a
synergistic antibacterial action. Research condlicteitro on planktonic cells
have shown promising results (Fu et al., 2007; édav et al., 2011), which
demonstrates that this is an interesting alteradtivbe tested in the control of
microbial biofilms. The focus of this study was ¢waluate the antibacterial
activity of the EOs ofC. cassia, C. flexuosus andM. alternifolia, either single or
in combination in the planktonic and sessile ceté EPEC andL.
monocytogenes.
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2. Materials and methods
2.1. Bacterial species utilized, standardization, storage and inoculum
preparation
Listeria monocytogenes ATCC 19117 (serotype 4d) was purchased from the
Culture Collection Section of the Medical Biologyvision of the Adolfo Lutz
Institute (S&o Paulo, Sao Paulo, Brazil). EPEC GII26 was provided by the
Reference Materials Laboratory of the Nationalitog of Quality Control in
Health of the Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Yan&io de Janeiro, Brazil).

For the standardization, the strains were inocdldate 150 mL of
Tryptone Soya Broth (TSB), which was incubated &f@. The growth curves
were determined by performing periodic absorbareadings (600 nm) and
serial dilutions in 0.1% peptone water (m/v). Thigam the peptone water, and
using Tryptone Soya AganTSA) as culture medium, spread plating
methodology was improved to determine the Log CHU/m

The strains were frozen at -18 °C in TSB contair686 (v/v) glycerol.
For utilization, an aliquot of cells was transferte a test tube containing TSB
and incubated at 37 °C for 24 hours. Subsequehtyculture was transferred to
150 mL of TSB and incubated at 37 °C until theundtreached the required cell
density. ForL. monocytogenes, an absorbance of 0.895 corresponded to 9.17
Log CFU/mL, and for EPEC, an absorbance of 1.2%¥7esponded to 9.09 Log
CFU/mL. Dilutions were performed in an approprigigostrate to obtain the
desired concentrations.

2.2. EOs

The EOs ofC. cassia bark andC. flexuosus and M. alternifolia leaves were
purchased from Ferquima Industria e Comércio Lfdargem Grande Paulista,
Sao Paulo, Brazil). The primary components of ti@sEas specified by the

technical appraisal of the supplying company, wanmamic aldehyde (81%)
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for C. cassia; citral (70%) forC. flexuosus; and terpinen-4-ol (40%y;terpinene
(22.3%),0-terpinene (10.8%) and cineol (3%) fdr alternifolia.

2.3. Antibacterial activity of the EOs on the planktonic cells
The EOs were tested singly and in different contimna of equal proportions
(mixtures of two and three EOSs), totaling sevenfediént experimental

conditions.

2.3.1. Screening

The agar diffusion technique (adapted from Gullecal., 2007) was employed.
Aliquots (100 uL) of TSB containing the bacterialltare (8 Log CFU/mL)
were deposited onto the surface of the Petri digl9€s mm in diameter)
containing approximately 20 mL of TSA and spreaidgis Drigalski loop until
the culture was completely absorbed. A volume &68®(v/v) Tween 80 was
previously added to the TSA. Far monocytogenes, the culture medium was
supplemented with 0.6% (m/v) yeast extract (TSA-Ylter paper discs (6 mm
in diameter) were placed on the surface of theucellmedium at the center of
the dish. The EOs and their combinations were ad@gd.) to the filter paper
discs, and the dishes were sealed with polyvinybrade film (PVC) and
incubated at 37 °C for 24 hours. The inhibition edrsurrounding the filter
paper discs were measured using a digital paquim&tee average of two
diametrically opposite measurements was calculateti the result was
expressed in millimeters (mm).

2.3.2. Minimum Inhibitory Concentrations (MICs)
Broth microdilution was utilized. The bacterial sps, EPEC andL.
monocytogenes, were cultured in TSB and TSB supplemented wi@#0(m/v)

of yeast extract (TSB-YE), respectively. The follow concentrations of EOs
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were prepared in flat-bottomed 96-well polystyreméroplates: 0.00; 0.01;

0.03; 0.06; 0.12; 0.25; 0.50 and 1.00% (v/v). Themcentrations were obtained
by homogenizing the EOs or their combinations andpecified culture medium,
containing 0.5 % (v/v) Tween 80 in a final volume 1&0 uL per well. The

bacterial inoculum (8 Log CFU/mL) was added to wWwdls at a volume of 10

uL. Three repetitions were performed. For all coticions, wells were

prepared without the bacterial inoculum, containimdly the EOs diluted in the

culture medium. The microplates were capped andbiaied at 37 °C for 24

hours. The absorbance was measured at 620 nm noplate reader (Anthos
2010) prior to the incubation (time zero) and aff¥ hours. From the

absorbance value obtained at 24 hours was suldrétatereading of the time
zero, discounting from the same ones the absorbenceerning the culture

medium and EOs. The MICs corresponded to the loe@stentrations of EOs
that resulted in the complete inhibition of bactegrowth.

2.4. Antibacterial activity of the EOson sessile cdls

2.4.1. Polystyrene microplate assays

Initially, we evaluated the ability of each bac&species to form a biofilm in

flat-bottomed 96-well polystyrene microplates. TBBTSB-YE, depending on

the bacteria utilized, was added at a volume of k0 and the bacterial

inoculums (8 Log CFU/mL) were added at a volum&®fiL. Negative controls

were represented by wells containing only 200 pLthed substrates. Eight
repetitions for each experiment were performed. ifbabation was performed

at 37 °C for 48 hours. Subsequently, the liquid as@irated, and the wells were
washed three times with a 0.85% saline solutiornvnThe sessile cells were
stained with crystal violet (0.1% ml/v, in sterilestiled water) at a volume of

200 pL. After 10 minutes, the crystal violet wasnoved and the wells were

washed with saline solution. After drying for 1 ho@00 pL of 95% ethanol
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(v/v) was added to detach the biofilms. After 1amtés, the content of the wells
was homogenized and transferred to a new micrqpdaie: the absorbance was
read (620 nm) (adapted from Merritt et al., 2008)e following classification
was utilized: biofilm non-formers (Doa Docn), weakly formed biofilm (Docn
< Doa< 2xDocn), moderately formed biofilm (2xDocn < DsadxDocn) and
strongly formed biofilm (4xDocn < Doa). Doa is tloptical density of the
biofilm, and Docn is the optical density of the adge growth control
(Stepanon et al., 2000).

To evaluate the susceptibility of the bacterialfiits to the EOs, 150
uL of TSB for EPEC or TSB-YE foL. monocytogenes was added to flat-
bottomed 96-well polystyrene microplates. The haatteinoculum (8 Log
CFU/mL) was added at a volume of 50 pL per welleTihcubation was
performed at 37 °C for 48 hours to allow biofilnrdmtion. The culture media
was removed, and the wells were washed three timibs saline solution to
remove the non-adhered cells. Similar to the ev@mmaof the antibacterial
activity against planktonic cells, the EOs weretaéssingly and in different
combinations of equal proportions (mixtures of tewod three EOSs), totaling
seven different experimental conditions. The EQd #eir combinations were
added to microtubes containing saline solution Wits% (v/v) Tween 80 and
homogenized by vortexing until complete dissolutigapproximately 2
minutes). The following concentrations of EOs web¢ained: 0.00; 0.01; 0.03;
0.06; 0.12; 0.25; 0.50 and 1.00% (v/v). The EO thohs were added (200 pL)
to the wells, and the samples were maintained f@rn#nutes at room
temperature. Subsequently, the wells were washeek ttimes with saline
solution to remove any residual EO. The appropriatéure medium (TSB or
TSB-YE) was added at a volume of 200 uL to eacH,weld the microplates
were incubated at 37 °C for 24 hours. Three rdpetitwere performed. The

absorbance was measured at 620 nm prior to theation (time zero) and after
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24 hours. The results were obtained by subtra¢tiageading at time zero from

the value obtained after the incubation period.

2.4.2. Sainless steel coupon assays
Stainless steel coupons AISI 304 (#4) (1 x 8 x 18)nwere previously
hygienized and sterilized according to Rossoni @agllarde (2000), as cited by
Oliveira et al. (2010a, 2010b). The coupons werarged in Petri dishes (150
mm in diameter), and 60 mL of either TSB or TSB-¥d&htaining the bacterial
inoculum (8 Log CFU/mL) was added. The incubaticaswonducted at 37 °C
for 48 hours and under static conditions. Subsetyyethe coupons were
removed, washed three times with saline solutiometmove the non-adhered
cells and submitted to the following treatmentsartd 2% (v/v)C. cassia EO
diluted in saline solution containing 0.5% (v/v) @@n 80 and 0.5% (v/v)
solution of a commercial chemical sanitizer basedn o
alkyldimethylbenzylammonium chloride (Diprol badtéde A-764). The EO of
C. cassia was the most effective for inhibiting the growth lmth bacterial
species in previous assays. The treatments wenetaived for 20 minutes at
room temperature under static conditions. The cospeere washed three times
in a saline solution to remove residual EOs or dbalrsanitizer. The sessile
cells were collected using swabs, transferred tanlOof peptone water and
stirred in a vortex for 2 minutes. The sessilesctibt were not submitted to any
treatment were also removed from the coupons, wiéphesented the biofilm
count. Serial dilutions of up to TOvere performed in 9 mL of peptone water.
Plating was performed in triplicate using the métap technique (10 uL). The
bacteria were cultured in TSA or TSA-YE accordingthe bacterial species.
The incubation was performed at 37 °C for 14 hours.

To verify the influence of stirring on the fornmi of the bacterial

biofilms and their susceptibility to the EO ©f cassia, an additional experiment
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was performed where Petri dishes containing thelsets steel coupons and the
bacterial inoculum were submitted or not to stgriat 50 rpm during the
incubation period. The number of adherent viablds gen the stainless steel
coupons was determined before and after the tredtwieh 2% (v/v)C. cassia
EO. The formation of the biofilm, treatment with E@lution, removal of the
sessile cells and microbiological analysis was cetetl in the same way as

discussed in the previous paragraph.

2.5. Experimental designs and statistical analyses

For the screening step a 2 x 7 (bacterial speciE®s or their combinations)
factorial scheme in a Completely Randomized DeffRD) was performed in
three repetitions, and significant differences (08) were calculated using the
variance analysis (ANOVA). The averages were coetpdry the Scott-Knott
test at a 5% probability. The response variable iwpsesented by the diameter
of the inhibition halos in mm.

The CRD was also utilized for the stainless steeipon assays under
static conditions and for evaluation of the inflaerof stirring in the formation
of the bacterial biofilms and their susceptibility the EO solution. Each
bacterial species was analyzed individually. Theegxnents were performed in
three repetitions, and significant differences weetected (p<0.05) using the
variance analysis (ANOVA). The means were compérsethe Scott-Knott test
at a 5% probability. The response variable wasesgad in Log CFU/cth

The Sisvawsoftware version 4.6 was utilized.

3. Results and discussion
3.1. Antibacterial activity of the EOs on planktonic cells
The agar diffusion technique revealed thatlfomonocytogenes, the EOs with

higher and lower antibacterial action (p<0.05) wé@m C. cassia and M.
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alternifolia, respectively. For EPEC, the largest inhibitiomoka(p<0.05) were
found for the combinatio€. cassia + M. alternifolia and forC. cassia alone,
while the smallest inhibition halos (p<0.05) wetataoned whenC. flexuosus
andM. alternifoilia were used in combination or singly. For bacteriec#gs, no
synergistic effects were observed using a comlinatf EOs from distinct
species (p>0.05). Synergistic effects are chairaetrby an increase of the
effects of these compounds when they are utilizeddmbination. We also
observed that EPEC was more resistant to the E@stlagir combinations
compared with_. monocytogenes (p<0.05). This observation was consistent for
all of the experimental conditions, with the exdeptof the EO of M.
alternifolia, whereL. monocytogenes was more resistant (p<0.05) and for the
combination of C. flexuosus + M. alternifolia, for which there were no

differences (p>0.05) among the bacterial speciabI€rl).

Table 1 - Average diameter of the inhibition hatosmed by the antibacterial
activity of essential oils (EOs) and their combioas on enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) and.isteria monocytogenes.

EOs and their combinatic EPEC L. monocytogenes
M. alternifolia 550 + 0.6 1.94 +0.2%

C. flexuosus+M. alternifolia 5.05 + 0.5™° 7.88+1.2M

C. flexuosus 7.00 +1.2"2 17.15 + 4.6°¢

C. cassia+C. flexuosus+M. alternifolia ~ 9.85 + 0.4”° 16.86 + 2.5°¢

C. cassia+C. flexuosus 11.51+1.7"  18.37 +0.5%¢

C. cassia+M. alternifolia 14.68 + 1.4%¢ 18.23 + 0.4°¢

C. cassa 13.72 +1.7"°  22.42 +0.0%

The results are expressed as the average of peétions of the diameters of
the inhibition halos in millimeters (mm) + the stiand deviation. The equivalent
capital letters in the rows and the lowercase rietite the columns do not differ
as determined by the Scott-Knott test at 5% prdiyahbin combination, the EOs
were used in equal proportions.

The smallest MIC fok.. monocytogenes was ascribed to the EO &f
cassia, while the greatest was obtained when the E®.dlternifolia (Table 2)
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was utilized. This result is consistent with thétaoned in the agar diffusion
technique (Table 1), which demonstrates the coritinti of these two
methodologies for evaluating the antimicrobial &tti of EOs in vitro. For
EPEC, the smallest MIC was obtained when the EO. chssia was tested, and
the greatest MICs were obtained when the EOsCofflexuosus and M.
alternifolia were tested (Table 2). This result is consisterih hat obtained
using agar diffusion (Table 1), which emphasizes sbreening is an effective
and practical manner for selecting EOs or combimati with increased
antibacterial effect.

The MICs of the EOs and their combinations obuhife@ EPEC were
generally higher than those obtained fior monocytogenes, which again
demonstrates the highest resistance of the Grartimegspecies utilized. For
EPEC, the combination of the EOs@fflexuosus andM. alternifolia enhanced

their individual efficiency, and a decreased MIQueawas observed (Table 2).

Table 2 - Minimum inhibitory concentration (MICs) %6 (v/v) of the essential
oils (EOs) and their combinations on enteropathmgEscherichia coli (EPEC)
andListeria monocytogenes.

EOs and their combinatiol EPEC L. monocytogenes
M. alternifolia 0.2t 0.5C
C. flexuosus + M. alternifolia 0.12 0.1Z2
C. flexuosus 0.2t 0.12
C. cassia+ C. flexuosus + M. alternifolia  0.12 0.12
C. cassia+ C. flexuosus 0.12 0.0¢
C. cassia+ M. alternifolia 0.12 0.0¢
C. cassia 0.0¢ 0.0z

When in combination, the EOs were used in equalqutmns.

The differences among the antibacterial activittdsEOs of distinct
plant species can be ascribed to the chemical csitipms of secondary
metabolites. In general, what is found in the ditare is that the

phenylpropanoid-rich EOs are more active againstcraorganisms
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(Prabuseenivasan et al., 2006; Oussalah et al7) 286 example of this fact is
observed with the EO @. cassia, a prominent chemical used in this study due
to its high antibacterial activity against plankitorells, in which the cinnamic
aldehyde may reach concentrations above 80% (Ooalet 2006). The
antibacterial activity of EOs obtained from the lbaf plants of the genus
Cinnamomum, such asC. cassia, C. zeylanicum and C. verum, has previously
been demonstratenh vitro on different species of pathogenic bacteria with
importance to food microbiology, such as Gram-pasiand Gram-negative
bacteria, includind-. monocytogenes, Bacillus cereus, Saphylococcus aureus,

E. coli andPseudomonas aeruginosa (Ooi et al., 2006; Gupta et al., 2008; Unlu
et al., 2010).

Other factors thaimpact the antibacterial activity of EOs are the
characteristics of the bacterial species on whiuky tact. Normally, Gram-
negative bacteria, such as EPEC, are more restetamthe Gram-positive ones
because their outer membrane serves as an adtitiamder, making the
diffusion of the constituents of the EOs into tteeterial cell difficult (Mann et
al., 2001; Burt, 2004). The nucleus and the O entig the lipopolysaccharide
of the outer membrane of Gram-negative bacteriae Fm\nydrophilic nature,
which prevents the accumulation of EOs in the badteytoplasmic membrane
(Bezic et al., 2003). The EOs are typically lipdighcompounds and, therefore,
are capable of diffusion through the cell wall acygtoplasmic membrane,
causing an increase in the damage of the strua@rdifferent layers of
polysaccharides, fatty acids and phospholipids kBhlet al., 2008) as a result
of permeability. The mechanism of the EOs in thetdxgal cells is complex and
diversified and includes the destruction of thel aghll and cytoplasmic
membrane, damage to the membrane proteins, relgasiee cell content,
depletion of the proton motive force, cytoplasm gidation, inactivation of

essential enzymes and disturbance of the functtgrafl genetic material (Burt,
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2004, Ayala-Zavala et al., 2009). Recently, Di Rasqt al. (2010) discovered,
through proteomic analyses, that phenylpropanogmth altered different

metabolic pathways iSalmonella enterica serovar Thompson.

3.2. Antibacterial activity of the EOs on sessile cells

Both of the bacterial strains utilized were capabfeadhering and forming
biofilm on the polystyrene surface. EPEC was cfigbias a strong biofilm
former andL. monocytogenes was a moderate biofilm former. Rodrigues et al.
(2010) verified that isolates df. monocytogenes, Listeria welshimeri and E.
coli, isolated from a poultry slaughterhouse, were lolgpaf forming biofilms at
different intensities in TSB on the surface of mbjyene microplates. The
majority of the isolates of the genlussteria presented themselves as weakly or
moderately capable of forming biofilm, while thos& E. coli were weakly,
moderately or strongly capable of forming biofil&ccording to the authors, the
capacity for forming biofilm can affect the persiste of bacteria in food
processing plants, which consequently affects rhiotogical contamination
risks, compromising consumers’ health.

The sessile cells were more resistant to the riadntédacterial products
than were the planktonic cells, and only the mdsvated concentrations of
some EOs or combinations reduced the viabilityhef bacteria present in the
biofilms. Nevertheless, the antibacterial behavidr the EOs and their
applications on sessile cells was similar to thatttte planktonic cells. Fdr.
monocytogenes, the EO ofC. flexuosus at 0.5 and 1.0% (v/v) caused the highest
reduction in bacterial growth, followed by the candiion C. cassia + C.
flexuosus and C. cassia alone which were also effective at the highest
concentrations (0.5 and 1.0% v/v). The other coatinns of EOs showed some
antilisterial effects against the bacterial cells the biofilm at thehighest

concentration (1.00% v/v), and the EOMYf alternifolia, when utilized singly,
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was not effective. EPEC was more resistant thanGhem-positive species
utilized, and at 1.00% (v/v) the antimicrobial actiof theC. cassia EO is
prominent, followed by the combination €f cassia + C. flexuosus and C.
flexuosus when utilized singlyM. alternifolia and the combination of the three
EOs demonstrated no effect against the biofimREE (Fig. 1 and Fig. 2).

12

08
né

f o *'"'ﬂ
02
1 .

a 0.01 0.03 0.05 012 als 0s 1 o 001 0.03 0.06 0.12 025 0.3 1

Abscrbange (620 nm)

Ab
=

Essential oil % fv/v) Essential oil % (viv)

C 14 D
T 12
F—s—s = g
: 2t e N
H
: N £ 06 ’/}N\I
i ooa| ~—
1.2 0z \
a 0
0 001 003 005 012 0I5 05 1 ] 001 003 006 042 025 G5 1
Essentizl oil % (v/v) Esscntial oil % (v/v)
E 14 F
T 12
._a———‘—ﬁ_g_i‘_[_[ 8 1
T 08
£ e e £
£ o4 —F
02
a o

a 0.0 0.03 0.05 012 0.2s 05 1 o (10} 0.03 0.06 0.12 025 0.5 1

Essential oil %a (viv) Essential oil % (v/v)
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94

Several factors have been cited as responsiblehtrresistance of
biofilms to antimicrobial agents. Bacteria on bin6, particularly those present
on the innermost layers, present reduced metabaolic growth rates, and are
present at high population densities; the matriexifacellular polymers acts as
an adsorbent, reducing the amount of antimicrohggnt available to interact
with the biofilm cells. In addition, the matrix ofxtracellular polymeric
substances could physically reduce the penetrafidhe antimicrobial agent or
cause its inactivation, and cells on the biofilra ghysiologically distinct from
planktonic cells and express specific protectiootdes (Vidal et al., 1997
Gilbert et al., 2002).

For the development of EO-based natural sanitifersuse in food
industries, it is essential for them to be testadh® surfaces of the materials
utilized in these places. Stainless steel is usemtjuipment and utensils utilized
in food processing, such as tanks, pasteurizers pgpelines, and is easily
hygienized and highly resistant to corrosion.

Early assays of stainless steel surfaces were dédons the formation of
biofilms under static conditions and their susd#fity to antibacterial
treatments. Fok. monocytogenes, the solution containing 2.00% (v/@) cassia
EO and the chemical sanitizer presented the gteatetbacterial effect
(p<0.05), totally eliminating the viable cells dfet biofilm. However, 2.00%.
cassa EO (v/v) was a highly effective antimicrobial ageagainst EPEC
(p<0.05). Although alkyldimethylbenzylammonium ctidte is frequently
utilized in food industries, it might not be asesffive against Gram-negative
bacteria (Table 3).



95

Table 3 - Reductions in the numbers of viable eqathogenidscherichia cali
(EPEC) andListeria monocytogenes adhered to stainless steel obtained after
exposition to solutions containing the essentib(BO) of Cinnamomum cassia
and an alkyldimethylbenzylammonium chloride-badeeihgical sanitizer.

Treatment EPEC L. monocytogenes

Log CFU/cn® % Log CFU/cn® %
EOQ(1% v/v) 0.83%0.0° 12.67+0.7.  2.33+1.57 33.23+21.5
Sanitizer 2.72+0.4" 41.33+6.81  7.02+0.0¢ 100.00+0.0
EQ(2% viv) 6.57+0.0€ 100.00+0.0  7.02+0.0( 100.00+0.0

The results represent the average of three repwtitin Log CFU/cr + the
standard deviation. The values were obtained biracting the number of cells
present in the stainless steel coupons treatedtigtantibacterial solutions from
the average number of cells of the coupons wittemyt treatment. For each
bacterial species, the equivalent letters do ndferdifrom each other as
determined by the Scott-Knott test at 5% probahilit

When evaluating the influence of stirring upon thenation of bacterial
biofilms, we discovered thdt. monocytogenes was more capable of forming
biofilms under static conditions than under stgri(p<0.05). However, for
EPEC, there was no difference among the conditiifized from formation of
the biofilms (p>0.05) as determined by the analysisvariance (ANOVA)
(Table 4).

Table 4 - Numbers (Log CFU/&yof enteropathogeni€scherichia coli (EPEC)
and Listeria monocytogenes adhered to stainless steel obtained after incoati
under static and stirring conditions.

Bacterit Static conditio Under stirring (50 rpn
EPEC 5.71+0.9: 5.31+01¢
L. monocytogenes 6.56 +0.0° 5.83+0.2¢

The results are expressed as the average of #ypettions in Log CFU/ci
the standard deviation. Fbr monocytogenes, the equivalent letters do not differ
from each other as determined by the Scott-KnettG& probability.

The biofilms formed under stirring and static cdiwis presented
different behaviors in terms of susceptibility @ cassia EO. For EPEC, the

number of viable sessile cells was lower (p<0.08¢rathe treatment of the
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biofilm formed under stirring. Nevertheless, itinsportant to note that for both
of the biofilms, under static and under stirringnditions, a reduction of
100.00% of the adhered viable cells was obtaintat srteatment with a solution
of C. cassia EO (Table 5). Interestingly, despite lower numbérells in the
biofilm formed under stirring conditions (Table 4),monocytogenes was more
resistant to the EO df. cassia (p<0.05); only 2.33 Log CFU/chzells were
inactivated after the treatment with the antibaatesolution (Table 5). Recent
studies demonstrated that the biofilms laf monocytogenes formed under
constant flow conditions present distinct gene esgion when compared with
that of biofilms formed under static conditions. fSequent changes in the
architecture were also observed. These observatioodd result from an
increase of the resistance to antibacterial treatsnevhich could vary according
to the agent used (van der Veen and Abee, 20108p20

Table 5 - Reductions in the numbers of enteropathiagEscherichia coli
(EPEC) and.isteria monocytogenes adhered to stainless steel during incubation
under static and stirring conditions obtained aféeposition to a solution
containing the essential oil (EO) Gfnnamomum cassia.

EFEC
Treatment Static condition Under stirring (50 rpn
Log CFUlen® % Log CFU/lcn® %
0,
5/3)(2/" 571#0.06  100.00:0.00  5.31:0.80  100.00+0.00
L. monocytogenes
Treatment Static condition Under stirring (50 rpn
Log CFU/cn® % Log CFU/cn® %
0,
5/3)(2 % 6.56+0.00 100.00+0.00 2.33+0.63 40.00+10.86

Results are expressed as the mean of three repstith Log CFU/crh +
standard deviation. The values were obtained biracting the number of cells
present on the stainless steel coupons with thibaatérial solutions from the
average number of cells of the coupons withoutteggtment. For each bacterial
species, the equivalent letters do not differ fremsh other as determined by the
Scott-Knott test 5% probability.
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Although all of the EOs and combinations presemtegrtain degree of
antibacterial activity, at least against planktocedis, the effect of the EO @.
cassa is significant when utilized singly. This EO shaw@romise for the
production of a sanitizing solution for the contadl bacterial biofilms in food
industries, and further studies should be conduictexgbtimize the variables that
could interfere in the efficiency of these soluiprauch as concentration, time of
contact and temperature. At present, studies it \the anti-biofilm action of
EOs in the food industry are scarce.

Before results are obtained specifically farmonocytogenes, another
area of interest concerns the influence of the &ion of biofilms in different
conditions, such static and constant flow, on thedsistance to natural
compounds through the evaluation of the expressibrresistance genes
involved in the response to bacterial stress. Minalystrial food-processing
conditions occur under constant flow, which dematet that the formation of
biofilms under these processing conditions aretantial problem that must be
researched and understood to develop adequat®kaitérnatives.
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ARTIGO 2

Cinnamon essential oil and cinnamaldehyde in the adrol of bacterial
biofilms formed on stainless steel surfaces

Versao preliminar submetida ao periddRiofouling, sendo preparada de
acordo com suas normas de publicacéo.
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The antibacterial effects o€Cinnamomum cassia essential oil (EO) and
cinnamaldehyde were evaluated against single- areldaspecies cultivation of
enteropathogeniEscherichia coli (EPEC) and.isteria monocytogenes attached
to stainless steel. A Central Composite Rotatiddasign (CCRD) with two
variables and eleven assays was used to optingzeoticentrations (0.00-1.00%
v/v for the EO and 0.00-0.80% v/v for cinnamaldetlydnd contact times (1-21
min). The models generated were validated and the efawss ofC. cassia
EO and cinnamaldehyde was compared with that ofnoarmially available
chemical sanitizers. Cinnamaldehyde a&hdcassia EO proved to be efficient
alternatives to commercial chemical sanitizershim ieduction or elimination of
sessile bacterial cells. The activity of these ratgeompounds was, in most
cases, superior or equivalent to that of the chalhsanitizers tested. However,
L. monocytogenes was more resistant than EPEC @ cassa EO and
cinnamaldehyde, and the bacterial association kedispecies biofilms made

them more susceptible to these compounds.

Keywords: foodborne pathogens; enteropathogétstherichia coli (EPEC);
Listeria monocytogenes, bacterial adhesion; natural sanitizers
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Introduction

Essential oils (EOs) are volatile, natural, compglermpounds characterized by a
strong odor and are formed by aromatic plants esrglary metabolites. They
consist of terpenes, terpenoids and aromatic congmuderived from
phenylpropane. Generally, two or three major corepts are present at fairly
high concentrations compared to others, which aeegmt in trace amounts. In
most cases, these major components determine alagigial properties of the
EOs (Bakkali et al., 2008).

These secondary metabolites have been largely ogetbl for their
properties observed in nature, i.e., antibactematifungal and insecticidal
activities. As typical lipophiles, they pass thrbuthe bacterial cell wall and
cytoplasmic membrane, disrupt the structure of thifferent layers of
polysaccharides, fatty acids and phospholipids @ertheabilize them (Bakkali
et al., 2008). The use of EOs to control bactgg&@hogens has been shoim
vitro (Chorianopoulos et al., 2004; Rota et al., 2004 EO ofCinnamomum
cassia, which is obtained from a plant species commontpwn as China
cinnamon, is one of the most effective EOs (Oussat al., 2007). An
interesting feature of the EO from the bark of #pgcies is the elevated content
of cinnamaldehyde (Ooi et al., 2006), which is &mpfipropanoid with a high
biological potential (Gill and Holley, 2006; Ooi &, 2006).

In recent years, a search for antibacterial agémés can control
foodborne pathogenic bacteria has been performied) sessile cells (Ronner
and Wong, 1993; El-Ziney and Jakobsen, 2009). Besslils are used for three
main reasons: (i) adherence to surfaces with camsedcpiofiims formation is
the prevalent mode of microbial life (Watnick andlter, 2000; Nikolaev and
Plakunov, 2007), (ii) sessile bacteria presenthmn durface of equipment and
utensils can detach and contaminate food duringgssing (Flint et al., 2001;
Midelet and Carpentier, 2002) and (iii) when présenthese complex and
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heterogeneous communities, microorganisms becomee nresistant to
antimicrobials than when they are in the planktofdiem (Norwood and
Gilmour, 2000; Ryu and Beuchat, 2005).

Listeria monocytogenes is a pathogenic bacterium found in foods of
animal origin, such as milk and cheese (Lomonacal.e2009; Vanegas et al.,
2009), and izommonly involved in outbreaks of food-borne infens that are
characterized by a high mortality rate (Dorozyn&Ki00). Strains of this species
are psychrotrophic, resistant to some adverse tiondi found in food
processing (Jay et al., 2005; Lado and Yousef, 806 able to persist for years
in food processing environments through biofilmnfiation (Unnerstad et al.,
1996). Another pathogenic species of great impodais enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC), which is a major causative agent of chitthdiarrhea
(Chen and Frankel, 2005) and has been linked tbreaks of food-borne
infections (Ibram et al., 2007). EPEC has beenrtedan raw milk (Altalhi and
Hassan, 2009) and in the environment of a dairydesviactory (Duffy et al.,
20009).

Given the public health problem that these badtepacies represent,
studies have been performed to identify new comgsuwith antibacterial
activity for use in the food industry. Promisingdamatural alternatives are EOs
and their constituents, whose antibacterial effegsinst bacterial cells in
biofilms have been successfully demonstrated ierrestudies (Oliveira et al.,
2010a; Amalaradjou and Venkitanarayanan, 2011)th&n current study, the
antibacterial activity of theC. cassa EO and cinnamaldehyde were evaluated
against EPEC ant. monocytogenes biofilms on a stainless steel surface after

single- and mixed-species cultivation.
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Material and methods
Bacterial species, standardization, storage and inoculum preparation
Listeria monocytogenes ATCC 19117 (serotype 4d) was purchased from the
Culture Collection Section of the Medical Biologyision of the Adolfo Lutz
Institute (S&o Paulo, Sao Paulo, Brazil). EPEC GDI26 was provided by the
Reference Materials Laboratory of the Nationalitog of Quality Control in
Health of the Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Yan&io de Janeiro, Brazil).

For standardization, the strains were inoculate#i5® mL of Tryptone
Soya Broth (TSB), which was incubated at 37 °C. ©hewth curves were
determined by performing periodic absorbance regdif600 nm) and serial
dilutions in 0.1% peptone water (m/v). Using peptomater as a diluent and
Tryptone Soya AgafTSA) as the culture medium, spread plating methapo
was implemented to determine the Log CFU/mL.

The strains were frozen at -18 °C in TSB contairidfépo (v/v) glycerol.
The cells were thawed for use by transferring &juat of frozen cells to a test
tube containing TSB and incubating at 37 °C forh@irs. Subsequently, the
culture was transferred to 150 mL of TSB and intedbeat 37 °C until the
culture reached the required cell denditymonocytogenes absorbance of 0.895
corresponded to 9.17 Log CFU/mL, and an EPEC absosh of 1.217
corresponded to 9.09 Log CFU/mL. The dilutions wpesformed using an

appropriate substrate to obtain the desired corat@ms.

Bacterial biofilm formation

Stainless steel coupons, AISI 304 (#4) (1 x 8 x &), were sterilized
according to the protocol of Rossoni and Gaylagf®Q), as cited by Oliveira et
al. (2010a, 2010b). The coupons were arranged in Bishes (150 mm in
diameter), and 60 mL of TSB containing the bactenculum (8 Log

CFU/mL) was added. The single-species biofilm héaitenoculums were
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composed exclusively of EPEC d&r monocytogenes. However, the mixed
species biofilm bacterial inoculum was composedath bacteria, each at a
concentration of 8 log CFU/mL. The incubation wasducted at 37 °C for 48
hours while stirring at 50 rpm. Subsequently, tbepons were removed and
washed three times with 0.85% (m/v) saline solutimrremove non-adherent
cells. To simulate the presence of high organictenatontent on the surface,
stainless steel coupons were quickly dipped in nstituted whole milk (13
g/100 mL of sterile distilled water) and then plddaside a sterile empty Petri
dish (150 mm diameter). After 1 hour at 37 °C, th@pons were subjected to
antibacterial treatment. Each portion of 13 g ofblehmilk (Embaré IndUstria
Alimenticia S.A., Lagoa da Prata, Minas Gerais, zByacontained 5 g of
carbohydrate, 3.4 g of protein, 3.45 g of tota)] #& mg of sodium and 237 mg

of calcium.

Experiment conduction

The experiment was conducted in two stages. In fitet stage, Central
Composite Rotational Design (CCRD) was used tontipd the concentrations
and contact times of the antibacterial solutiond &m determine maximum
antibacterial activity against cells in biofilmét this stage, the antibacterial
solutions were composed 6f cassia EO or cinnamaldehyde. The second stage
was performed with the values that were validatgd GCRD, and the
effectiveness of the natural sanitizing solutionaswcompared with that of

commercially available chemical sanitizers.

First stage: CCRD
A CCRD with two variables was used. Five levelscoftact time (1-21 min)
and a concentration @. cassia EO (0.00-1.00% v/v) or cinnamaldehyde (0.00-

0.80% v/v) were selected. Eleven assays were coedlas follows: four with
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the full factorial design "2n=2), four axial points and three repetitions lué t
central point. The variation range for the two ipeledent variables is presented
in Table 1.

Table 1. Variables and experimental design.

Variable: -1.41 -1 0 1 1.4]
Contact time (x1 1 4 11 18 21
Cinnamomum cassia

essential oil (% v/v) (x2) 0 0.15 0.5 0.85 1

Cinnamaldehyc (% v/v) (x3 0 0.11 0.4 0.6¢ 0.€

For each antibacterial agent (EO and cinnamaldghymeterial strain
(EPEC and.. monocytogenes) and condition of biofilm formation (single- and
mixed-species cultivation) a statistical analysiaswerformed, which totaled
eight CCRDs. The response variables were the vituesg CFU/cni of EPEC
or L. monocytogenes. The results of the analyses were evaluated wétpBnse
Surface Methodology (RSM) using Statistica 8.0 wafe. Variance analysis
was used to test the fit of the models. The sigaifce of the regression was
evaluated by the F-test and determination coefficie

Antibacterial solutions were prepared by homogdionaof the EO or
its constituent in sterile distilled water contaigi0.5% (v/v) Tween 80. The
solutions were prepared in test tubes and agitdtedortexing for 2 min. The
EO of C. cassia bark was purchased from Ferquima Industria e Coiméitda.
(Vargem Grande Paulista, S&o Paulo, Brazil) andoraing to the company,
contained 81% cinnamaldehyde. Cinnamaldehyde (>9886) purchased from
Sigma Aldrich. The amount of cinnamaldehyde ingh&bacterial solutions was

determined based on its concentratiofircassia EO.
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To apply treatments, stainless steel coupons weaaged inside Petri
dishes and placed in contact with 20 mL of the letierial solution for the

indicated contact time. Static conditions and aperature of 40 °C were used.

Second stage: comparison of the antibacterial activity of C. cassiaEO and
cinnamaldehyde with that of commercial chemical sanitizers

The stainless steel coupons were exposed to swutiontainingC. cassia EO
or cinnamaldehyde. These solutions were preparedcoordance with the
concentrations and contact times that showed tts &etibacterial activity
during the first stage, as detailed in Table 2. 3tletions were diluted in sterile
distilled water with 0.5% (v/v) Tween 80, and thgpkcation was performed
under static conditions at 40 °C.

The following commercial chemical sanitizers wersed: sodium
hypochlorite (0.01% v/v, pH 7.00, Vetec), hydrogeroxide (3% v/v, pH 4.00,
Vetec) and Diprol bactericidal A-764, which consisf alkyl dimethyl benzyl
ammonium chloride(0.5% v/v, pH 10.00, Diprol), a quaternary ammonium
compound. The commercial chemical sanitizers wétged in sterile distilled
water, and 20 mL of the solutions were applied thintess steel coupons at
room temperature under static conditions for 20. min

A statistical analysis was performed to determifiethere were
differences between the bacterial biofilms of tlve species and if the biofilms
formation was influenced by single- and mixed-segctultivation. A 2 x 2
(bacterial species x single- or mixed-species \atitbn) factorial scheme in a
Completely Randomized Design (CRD) was performedr the statistical
analysis of the solutions antibacterial effectghebacterial species (EPEC and
L. monocytogenes) and biofilm condition (single- and mixed-speciedtivation)
was analyzed individually and CRD was also usee@. &xperiment was repeated

three times, and significant differences were deieed (p<0.05) using the
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variance analysis (ANOVA). The means were compénethe Tukey test at a
5% probability. The response variable was expressdcdg CFU/cm. Sisvar

software version 4.6 was utilized for all statiatianalysis of this stage.

Microbiological analysis

The coupons were washed three times in a salingi@olto remove residuél.
cassa EO, cinnamaldehyde or the chemical sanitizer. $bssile cells were
collected using swabs, transferred to 10 mL of geptwater and stirred on a
vortex mixer for 2 min. At the second stage, uriedasessile cells were
removed from the coupons and used as the contrahéobiofilm count. Serial
dilutions of up to 18 were performed in 9 mL of peptone water. Platirapw
performed in triplicate using the microdrop techmq(10 pL). EPEC was
cultured in Eosin MethylenBlue Agar (EMB)andL. monocytogenes in Oxford
Agar. The incubations were performed at 37 °C #rahd 24 hours for EPEC

andL. monocytogenes, respectively.
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Results

First stage

The results of the initial stage of this study &m@m the evaluation of the
antibacterial activity ofC. cassia EO and cinnamaldehyde against single- and
mixed-species biofilms formed by EPEC adndmnonocytogenes and are shown

in Tables 3 and 4. These results were obtained &TRD.

Table 3. Central Composite Rotational Design (CCRM@trix with real and
coded levels of independent responses (Log CFf)/amd variables obtained
after biofilms were subjected to different concatitns ofCinnamomum cassia
essential oil (EO).

x1 X2
Assays cT EC? Y13 y2* Y3® Y4°
(min) (% viv)
1 -1 (4) -1(0.15  5.7¢€ 4.6¢ 6.14 4.8¢
2 1(18 -1(0.15  4.0Z 3.87 5.71 5.44
3 -1 (4) 1(0.85 3.87 0.0C 5.0€ 3.5¢
4 1(18 1(0.85 0.0 0.0C" 3.8¢ 0.0C’
5 -1.41 (1 0 (0.5 4.32 4.0€ 6.22 5.84
6 1.41 (21 0(0.5 0.0C’ 0.0C" 5.7¢ 0.0C’
7 0(11 -1.41(0  5.0¢ 5.3¢ 6.14 5.2(
8 0(11 1.41(1  o.0C 0.0C" 3.8¢ 0.0C’
9 0(11 0 (0.5 o.oC 0.0 6.2¢ 4.3;
10 0 (11 0(0.5 0.0C’ 0.0C" 5.7¢ 3.7¢
11 0(11 0(0.5 0.0C’ 0.0C" 5.91 4.4(

'Contact time.“Essential oil.*Counts of enteropathogenigscherichia coli
(EPEC) cells present in a single-species bioff@ounts of EPEC cells present
in a mixed-species biofilm formed witkisteria monocytogenes. *Counts ofL.
monocytogenes cells present in a single-species biofilfCounts of L.
monocytogenes cells present in a mixed-species biofilm formedhwEPEC.
Value assigned to the tests where no viable cedieevdetected by the plate
count method.
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Table 4.Central Composite Rotational Design (CCRD) matrithweal and
coded levels of independent and response (Log GRl)/eariables obtained
after biofilms were subjected to different concatitms of cinnamaldehyde
(CN).

x1 x3
Assays cT CN? Y53 Y6* Y7° Yg°
(min) (% viv)
1 -1 (4) -1(0.11  5.7¢ 4.8¢ 4.4¢ 5.1F
2 1(18 -1(0.11  5.2C 4.81 6.07 4.6¢
3 -1 (4) 1 (0.68 3.7¢ 0.0C" 4.3z 4.97
4 1(18 1(0.68 0.0 0.0 5.2( 0.oC’
5 -1.41 (1 0(0.4 4.71 3.97 6.07 4.9¢
6 1.41 (21 0(0.4 0.0C’ 0.0C" 4.21 0.0C’
7 0(11 -1.41(0  5.97 4.7¢ 5.5¢ 4.6¢
8 0(11 1.41 (0.8 o0.0C 0.0C" 4.0¢ 0.0C’
9 0 (11 0(0.4 0.0C’ 0.0C" 5.8¢ 4.4¢
10 0 (12) 0(0.4 0.0C’ 0.0C" 6.1F 4.9¢
11 0(11 0(0.4 0.0C’ 0.0C" 5.4¢ 3.57

'Contact time.“Essential oil.*Counts of enteropathogeniEscherichia coli
(EPEC) cells present in a single-species bioff@ounts of EPEC cells present
in a mixed-species biofilm formed witkisteria monocytogenes. *Counts ofL.
monocytogenes cells present in a single-species biofilfCounts of L.
monocytogenes cells present in a mixed-species biofilm formedhwiPEC.
Value assigned to the tests where no viable cedieevdetected by the plate
count method.

All three variables (x1, contact time; X2, cassia EO concentration and
x3, cinnamaldehyde concentration) had a signifiedfetct on the viability of the
adherent bacterial cells in the following condigo(Y1) counts (Log CFU/cth
of EPEC cells present in a single-species biofiftarareatment withC. cassia
EO, (Y2) counts of EPEC cells present in a mixegeggs biofilm formed with
L. monocytogenes after treatment withC. cassia EO, (Y3) counts ofL.
monocytogenes cells present in a single-species biofilm afteatment withC.
cassia EO, (Y4) counts oL. monocytogenes cells present in a mixed-species
biofilm formed with EPEC after treatment with cassia EO, (Y5) counts of

EPEC cells present in a single-species biofilm rafteeatment with
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cinnamaldehyde, (Y6) counts of EPEC cells preser mixed-species biofilm
formed withL. monocytogenes after treatment with cinnamaldehyde, and (Y8)
the counts of.. monocytogenes cells present in a mixed-species biofilm formed
with EPEC after treatment with cinnamaldehyde. Thatact time (x1) and
concentration of cinnamaldehyde (x3) had no sigaift effect on the
antibacterial activity of cinnamaldehyde agairst monocytogenes single-
species biofilms (Y7).

In most trialsthe independent variables (x1, x2 and x3) had athag
linear effect and a positive quadratic effect. An#icant negative effect
between the independent variables x1 and x2 forgbponse variable Y4 and
the variables x1 and x3 for the response variabteand Y8 were verified.

Regression models of the second order were gedeeate contained
linear terms, quadratic terms and the binary imtésas of two independent
variables (x1 and x2 or x1 and x3). The models warbjected to variance
analysis. For all models, the calculated F value higher than the tabulated F
(5%) value and the determination coefficients wgneater than 89% (Tables 5
and 6). The models were a good fit to the data,camtour curves (Figure 1 and
2) were generated. Regression coefficients of tlelels generated in coded

variables are listed in Tables 7 and 8.



117

Table 5. Variance analysis of regression modebtirgl the response variables
Y1to Y4.

Response SV S DF MS' Fca® Ftab* R
Y1 Regressio  58.(6 5 11.61 23.91 3.4t  95.9¢
Residu 2.4 5 0.4¢
Total 60.4¢ 10
Y2 Regressio  49.3¢ 5 9.87 15.0¢ 3.4t 93.7¢
Residu 3.27 5 0.6t
Total 52.6: 10
Y3 Regressio 7.51 5 1.51 17.5¢ 3.4t 94.61
Residui 0.4< 5 0.0¢
Total 8.01 1C
Y4 Regressio  47.3¢ 5 9.47 9.8t 3.4t 90.7¢
Residui 4.81 5 0.9¢
Total 52.1¢ 10

'Source of variation’Sum of squaresiDegrees of freedoniMean squares.
®Calculated values of F. *Tabulated values of F &b. Coefficient of
determination.

Table 6. Variance analysis of regression modeking the response variables
Y5, Y6 and Y8.

Response SV* S DF MS' Fca® Ftab* R

Y5 Regressio  70.4: 5 14.0¢ 24.5¢ 3.4t 96.0¢
Residus 2.8¢ 5 0.57
Total 73.2¢ 1C

Y6 Regressio  49.41 5 9.8¢ 9.8¢ 3.4 90.7¢
Residu 5.0Z 5 1.0
Total 54.4¢ 10
Y8 Regressio  44.2¢ 5 8.8¢ 8.6¢ 3.4 89.6¢

Residui 5.11 5 1.0Z
Total 49.3¢ 1C

'Source of variation’Sum of squaresiDegrees of freedoniMean squares.
®Calculated values of F. *Tabulated values of F &b. Coefficient of
determination.
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Figure 1. Contour curves obtained as a functiothefcount (Log CFU/cf of
enteropathogeni&scherichia coli (EPEC) sessile cells present on the stainless
steel surface after treatment with antibacteridutgmns. (A) Treatment of a
single-species biofilm witiCinnamomum cassia EO. (B) Treatment of a mixed-
species biofilm consisting dfisteria monocytogenes co-culture withC. cassia

EO. (C) Treatment of a single-species biofilm witmnamaldehyde. (D)
Treatment of a mixed-species biofilm containingteria monocytogenes with
cinnamaldehyde.



119

0.85

=
>
3

C. cassia essential oil (% /)
o =
o
E

>4
<4
<2

<0

£
<-4

<35 0
<3 1.00 1.00 7.50 11.00 14.50 1800 21.00
Contact time (min.) Contact time (min.)

0
1.00  4.00 7.50 11.00 14.50 18.00 21.00

T

0.80

C

0.68

Cinnamaldehyde (% */,)

0.11

0
1.0 4.0 7.5 110 145 180 210

ShaEs

Contact time (min.)

Figure 2. Contour curves obtained as a functiothefcount (Log CFU/cf of
Listeria monocytogenes sessile cells present on a stainless steel sudfiee
treatment with antibacterial solutions. (A) Treatrnef a single-species biofilm
with Cinnamomum cassia EO. (B) Treatment of a mixed-species biofilm
consisting of enteropathogenigscherichia coli (EPEC) co-culture withC.
cassa EO. (C) Treatment of a mixed-species biofilm camitaj EPEC with
cinnamaldehyde.

Table 7. Regression coefficients for the respors@bles Y1 to Y4.

Variable: Y1 Y2 Y3 Y4

Mear -0.0041¢ 0.0008¢ 5.991662 4.16548
x1 -1.467358 -0.82076 -0.281847 -1.40789
x12 1.35195 0.96486’ -0.07142: -0.4452¢
X2 -1.63913 -2.01631 -0.777909 -1.75750°
x2? 1.54353 1.28530 -0.584401 -0.6073¢
x1.x2 -0.5312: 0.2042° -0.18800 -1.04926

*Significant (p<0.05).
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Table 8. Regression coefficients for the respomrs@bles Y5, Y6 and Y8.

Variable: Y5 Y6 Y8

Mear -0.0039: -0.0008t 4.32901
x1 -1.36934: -0.7067- -1.55477:
x12 1.43439 1.05266° -0.6031¢
x3 -1.95331: -2.05695* -1.43139
x3? 1.75118 1.25710° -0.6788
x1.x3 -0.80989 0.0110¢ -1.12587:

*Significant (p<0.05).

The values of the response variables (Y1 to Y6¥8)ddecreased as the
contact time (x1) and concentration ©f cassia EO (x2) or cinnamaldehyde
(x3) increased (Figures 1 and 2). However, the E®sC. cassia and
cinnamaldehyde were more effective against EPE@ thamonocytogenes.
Lower concentrations of these compounds and lowmrtact times were
required to obtain lower values of response vaemhlelated to the gram-
negative species used (Y1, Y2, Y5, Y6).

For EPEC, we observed regions that had intervalsonfact time (x1)
and concentrations df. cassa EO (x2) or cinnamaldehyde (x3) where the
response variables (Y1, Y2, Y5 and Y6) were optedjzi.e., where the
treatments completely eliminated all viable sesstdls. These following
intervals were observed: between 14.5 and 15.5ahitontact time and 0.67
and 0.77% (v/v) ofC. cassia EO for single-species biofiims (Figure 1A),
between 7 and 20 min of contact time and above @&%) of C. cassia EO for
mixed-species biofilms formed with. monocytogenes (Figure 1B), between
13.5 and 18 min of contact time and 0.54% and 0.68% of cinnamaldehyde
for single-species biofilms (Figure 1C), and betw@&es and 20 min of contact
time and above 0.4% (v/v) of cinnamaldehyde for edispecies biofilms
formed with L. monocytogenes (Figure 1D). ForL. monocytogenes, this
optimization was not possible for the variables Y8,and Y8. However, in the
L. monocytogenes biofilms formed in mixed-species cultivation wiHPEC (Y4
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and Y8), it was possible to find values that reduttee dependent variables that
were studied to satisfactory levels for b&@hcassia EO and cinnamaldehyde.
The values forC. cassia EO were a contact time greater than 13 min and
concentrations higher than 0.65% (v/v) (Figure 2Bhd the values for
cinnamaldehyde were a contact time greater thah & and concentrations
higher than 0.5% (v/v) (Figure 2C).

The effects of cinnamaldehyde and tecassia EO on the single- and
mixed-species biofilms were similar for both baetespeciesHowever, the
multi-species biofilms were more sensitive to tneait with antibacterial agents

than the single species biofilms (Figures 1 and 2).

Second stage

The sessile cell counts of EPEC dndnonocytogenes from single- and mixed-
species biofilms are presented in Table 9. No tde differences (p>0.05)
were found by ANOVA between the formation of biof# in single- and mixed-
species cultivation for either bacterial speciesnil&rly, no differences (p>0.05)
were detected between the number of adherent EREQ..amonocytogenes
cells in biofilms.

Table 9. Counts (Log CFU/@nof enteropathogeniEscherichia coli (EPEC)
and Listeria monocytogenes sessile cells obtained after single- and mixed-
species cultivation.

Bacteric Single-species biofilr Mixed-species biofilr
EPEC 4.86+0.7¢ 5.62+0.2¢
L. monocytogenes 5.64+0.1. 5.25+0.1-

The results are expressed as the average of thpsditions + the standard
deviation.

The values obtained using DCCR in the first stagerewused to
determine the best concentration and applicatiorsadfitions containingC.

cassia EO or cinnamaldehyde for the second stage (Tablét antibacterial
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activity of both compounds were assessed agairstcétls in biofilms and
compared with that of commercial chemical sanitiz&he cell counts from the
biofilms (Table 9) were used to calculate the réidacof viable sessile cells
after treatment with antibacterial agents. It wasinfl thatC. cassia EO,
cinnamaldehyde and the chemical sanitizers hydrggeoxide and quaternary
ammonium efficiently eliminated all viable cellsegent in EPEC and.
monocytogenes biofilms. There was no significant difference between the
antibacterial effects of these treatments (p>0.85Wwever, sodium hypochlorite
treatment differed from the others, as it only ealia small reduction in the cell
count (p<0.05) (Table 10).
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Table 10. Reduction in sessile cell counts of emathogenidescherichia coli
(EPEC) andListeria monocytogenes obtained after exposure to solutions
containing Cinnamomum cassia essential oils, cinnamaldehyde or chemical
sanitizers.

EPEC
Treatments Single-species biofilr Mixed-species biofilr
Log CFU/cn® % Log CFU/cn? %
SH 0.47+0.50 9.76+10.2 1.14+0,75 20.26+13.3
EC? 4.86+0.00 100.00+0.0 5.62+0,00 100.00+0.0
CN? 4.86+0.00 100.00+0.0 5.62+0,00 100.00+0.0
HP* 4.86+0.00 100.00+0.0 5.62+0,00 100.00+0.0
QA® 4.86+0.0C 100.00+0.0 5.62+0,0( 100.00+0.0
L. monocytogenes
Treatments Single-species biofilr Mixed-specieshiofilm
Log UFC/cn® % Log UFC/cn® %
SH 0.90+0.07 15.90+1.2; 0.38+1.15 7.16+3.0(
EQ? 2.54+0.3" 45.00+6.3 5.25+0.0¢ 100.00+0.0
CN? 2.79+0.5( 49.40+8.3 5.25+0.0¢ 100.00+0.0
HP* 5.64+0.0€ 100.00+0.0 5.25+0.0¢ 100.00+0.0
QA® 5.64+0.0¢ 100.00+0.0( 5.25+0.0¢ 100.00+0.0

'Sodium hypochlorite ‘Essential oil. °Cinnamaldehyde’Hydrogen peroxide.
®Quaternary ammonium. The results are expressechesaverage of three
repetitions + the standard deviation. The valueswbtained by subtracting the
number of cells present on the stainless steelmmifreated with antibacterial
solutions from the average number of cells presentthe coupons without
treatment. For each bacterial species, the mediogvéal by equal letters within
the same column do not differ from each other asrdéned by the Tukey test
at 5% probability.

Discussion

C. cassia EO and its major constituent cinnamaldehyde ar&ectfe
antimicrobials with broad-spectrum activity (Ooiatt, 2006). The antibacterial
activity of C. cassia EO and cinnamaldehyde on planktonic cell€o€oli and

L. monocytogenes has been verified in several studies (Chang geab1; Gill
and Holley et al., 2004; Ooi et al., 2006; Oussaiaal., 2007)E. coli 0157: H7
and L. monocytogenes exposed tdaC. cassia EO had ruptured cell membranes,

reduced intracellular ATP and had released thdiulee constituents, which
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suggests that the cytoplasmic membrane is diréttiglved in the mechanism
of antibacterial action (Oussalah et al., 2006).weier, it is important to
emphasize that although the antimicrobial poterdfalC. cassia EO is well
proven, there are no reports regarding the effeittar its major constituents on
E. coli and L. monocytogenes present in biofiims formed on the surface of
materials, such as stainless steel, used in thkifmustry.

In both stages of this experiment, the antibadteeffect of
cinnamaldehyde was similar to that presentedCbyassia EO. This finding
indicates that the biological effects ©f cassia bark EO on microorganisms can
be attributed to its major constituent (cinnamaidie), which is normally
present in concentrations above 80%, corrobordtiegfindings of Ooi et al.
(2006). This result is interesting for the indwdtrapplication of the solutions
developed in this study. It is known that differéattors can affect the chemical
composition of EOs, such as geographic locationtamd of harvesting. Thus,
more accurate and reproducible standardization lnachieved using the
constituents of the EOs to prepare natural sarstize

In studies that evaluate the antibacterial poteafidifferent agents, it is
common for authors to use both gram-negative armunguositive bacterial
strains, which usually have different susceptipilitrofiles. Normally, gram-
negative bacteria, such as EPEC, are more resibi@mtgram-positive bacteria
because their outer membrane serves as an adtiti@mder making the
diffusion of the constituents of the EOs into tteeterial cell difficult (Mann et
al., 2001; Burt, 2004). The nucleus and the O entig the lipopolysaccharide
of the outer membrane of gram-negative bacteria lm@rophilic, which
prevents the accumulation of EOs in the cytoplasmémnbrane (Bezic et al.,
2003). However, in the first stage of this studg ama part of the second stage
(single-species biofilm), sessile cellslofmonocytogenes were more resistant to

C. cassa EO and cinnamaldehyde than the cells of the gragative species
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used (EPEC)Similarly, Perez-Conesa et al. (2006) evaluatedatitanicrobial
efficacy of encapsulated carvacrol and eugenolt@ins ofL. monocytogenes
andE. coli O157: H7 in biofilms and found that the gram-negabacteria were
more sensitive to the antimicrobial agents compaeedhe gram-positive
bacteria. According to the studies of Rieu et2008a), van der Veen and Abee
(2010a) and van der Veen and Abee (2010b), biofilosmed by L.
monocytogenes under conditions of constant flow may have diffdre
architecture and greater expression of genes delaethe cellular stress
response, which can cause an increase in resigtaacgibacterial agents. These
facts may explain the results obtained in this waekause our previous studies
(data not shown) demonstrated that in EPEC lanthonocytogenes biofilms
formed in static conditions on polystyrene microg@lavells and stainless steel
coupons, gram-negative species were more restst@nicassia EO.

Another factor that influences the antimicrobiabaptibility and the
number of attached cells, is the formation of tiadi using a co-culture of two
or more strains. The mixed-species biofilm formatidid not influence the
number of adherent EPEC ahd monocytogenes cells but did cause them to
become more sensitive @ cassia EO and cinnamaldehyde. This result differs
from that observed by Simdes et al. (2009) and demVeen e Abee (2011),
who noticed that biofilms formed during the co-auvdt of two bacterial species
were more resistant to antibacterial treatmentsve¥er, according to Burmglle
et al. (2006), most biofilms in their natural emviment consist of a consortium
of species that can influence each other both $yreergistic and antagonistic
manner, and based on the results of Rieu et 808{20and Deng et al. (2009), it
can be inferred that the influence of mixed-spetiedilm formation on the
number of sessile cells may vary with the stram®ived and may or may not

occur.



126

In the second stage of the study, it was found ¢hatassia EO and
cinnamaldehyde had antibacterial effects on ceallbiofiims, which did not
differ from the effects of hydrogen peroxide andaigunary ammonium, two
commercial chemical sanitizers widely used in fpodcessing facilities. All of
the tested agents completely eliminated the vialgés in EPEC and..
monocytogenes biofilms. This fact highlights a promising futuegplication of
natural-based sanitizers containing EOs or theistiments to control biofilms
in the food industry. Although there are only a femports regarding the
effectiveness of EOs against biofilms formed oninttas steel surfaces,
Chorianopoulos et al. (2008) emphasized that EOg b more effective
antibacterial agents than the chemical treatmeosnoonly used in the food
industry. The authors found that 1% (v/@tureja thymbra EO was more
efficient than acid (hydrochloric acid and lacticidh and basic (sodium
hydroxide) sanitizers in the control of bacteri@films formed by different
species, such ds monocytogenes.

Among the factors that influence the effectivernafsshemical sanitizers
used in the dairy industry is the presence of milklairy product residues. One
of the desirable characteristics for these agemtibe active even in the
presence of organic matter. However, it is knowat the antimicrobial effects
in the presence of these substances may be rediggmhding on the active
ingredient used. Thus, it is important to evaluhteeffectiveness of sanitizers in
the presence of milk residue because in the daidystry, biofilms contain
bacteria, extracellular polymeric substances agdifsgant amounts of milk
residue, particularly protein and minerals, suchcasium phosphate (Kumar
and Anand, 1998, Bremer et al., 2006). Using scenriectron microscopy, it
was observed that after 18 hours of contact witltk some of the bacteria in
biofilms that formed on the surface of stainlesektoupons were associated

with debris, proteins and carbohydrates (Bremeal.e2006). Although studies
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show that the effectiveness of chemical sanitizwish as sodium hypochlorite,
is affected by the presence of organic matter (Beat. 1990; Kich et al., 2004,
Souza and Daniel, 2005), little is known about dffect of milk on the anti-
biofilm activity of EOs and their constituents.this researchC. cassia EO and
cinnamaldehyde showed high antibacterial activdyen in the presence of

whole reconstituted milk residues on the surfacstaihless steel.

Conclusions

C. cassia EO and cinnamaldehyde are promising options ferdgvelopment of
natural sanitizers to be used in the control otdréal biofilms, especially in the
dairy industry. In this context, to prove the regifectiveness of these
alternatives, further studies should be conduateiddustrial conditions, where
the biofilms form complex and heterogeneous comtiemihat have different

microbial species.
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RESULTADOS OBTIDOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, a atividade antibacteriana de éleseneiais, sozinhos e
em combinacédo, foi avaliada contra células plancédne sésseis ddasteria
monocytogenes e Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), bactérias
patogénicas de grande importancia para a Microgimlde Alimentos. O intuito
principal foi o de selecionar o 6leo essencial @mlginagdo mais efetivos para a
elaboragdo de um sanitizante natural a ser utdizaal controle de biofilmes
bacterianos formados sobre superficie de aco iAvgldNos paragrafos abaixo,
encontra-se um resumo dos resultados obtidos rissadigos originados desta
tese, uma relacdo entre eles, bem como perspeptivaso desenvolvimento de
estudos futuros.

Pela realizagdo decreening, pela técnica de difusdo em agar e da
determinacdo das Concentragbes Minimas Inibit§@agls), verificou-se que
0os Oleos essenciais dwlelaleuca alternifolia, Cymbopogon flexuosus e
Cinnamomum cassia, sozinhos e em combinacdo, apresentaram atividade
antibacteriana, em diferentes intensidades, cooélalas planctbnicas das
espécies bacterianas utilizadas. A atividade actébana do 6leo essencial de
C. cassia, quando utilizado sozinho, mereceu destaque, eqia@sdo halos de
inibicdo de 13,72 mm, quando utilizado contra EPEC2,42 mm, quando
utilizado contral.. monocytogenes. Além de CMI de 0,06 % v/v para EPEC e
0,03% v/v pard.. monocytogenes.

Comportamento semelhante foi observado contra albhcterianas
aderidas em cavidades de microplacas de poliestieontudo, apesar do 6leo
essencial d€. cassia ter novamente se destacado, observou-se que wdascél
em biofilme mostraram-se mais resistentes aos @sesanciais e combinagdes,
somente as concentragcdes mais elevadas utilizBdae (% v/v) apresentaram

efeito contra as células sésseis. Esse resultadondtra o risco que a formagéo
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de biofilmes bacterianos sobre as superficies depamentos e utensilios
representa para a qualidade microbioldgica de atiose pois, células sésseis,
além de serem capazes de se desprender e contamialiamentos que passam
pelo local durante o processamento, sdo0 mais eatést a antibacterianos
empregados para o seu controle, sendo de mai éiffdicacéo.

Enfatiza-se que ecreenig apresentou-se como um pré-teste rapido e de
facil execugdo, podendo ser utilizado para a selépd Oleos essenciais mais
efetivos, por apresentar resultado compativel cenClslls obtidas e com o
ensaio em microplacas de poliestireno.

Observando-se a maior atividade antibacterianaleto éssencial d€.
cassia, este foi selecionado para a elaboracdo de sdugde foram testadas
contra biofilmes bacterianos formados sobre a $iggerde cupons de aco
inoxidavel. Verificou-se que uma solucao contento\2v de 6leo essencial de
C. cassia foi efeitva em eliminar as células bacterianaseiésviaveis, 6,57 Log
UFC/cnf para EPEC e 7,02 Log UFC/émpara L. monocytogenes. O aco
inoxidavel é um dos materiais mais utilizados emigamentos e utensilios de
indUstrias de alimentos, como bancadas, tanquebutat6es de uma maneira
geral. Portanto, é importante que testes que avalieatividade de novos
atibacterianos utilizem células bacterianas adendste material, conforme foi
realizado neste estudo.

Constatacfes importantes nos resultados ja relatiekia tese foram as
de que a espécie Gram-negativa utilizada (EPEClrmese mais resistente aos
Oleos essenciais e combinagcdes do que a espécien-gbstiva (.
monocytogenes), tanto em estado plancténico quando em biofilN@® entanto,
este fato se inverteu, quando o biofilme foi formadb agitacdo de 50 rpm ao
invés de em condi¢Bes estatichs,monocytogenes tornou-se mais resistente.
Isso demontra que as condi¢cfes de formacéo ddniégfno caso a presenca de

um substrato em fluxo constante, influenciaram naceptibilidade del.
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monocytogenes ao Oleo essencial d€. cassia. Mais estudos devem ser

conduzidos para elucidar este resultado, como grEensdo de mudangas na
arquitetura e na expressao de genes de resist#misaa formacao de biofilme

por L. monocytogenes em condicdes de fluxo constante do substrato.

Ap6s verificar a atividade antibacteriana da saudd 6leo essencial de
C. cassa contra células bacterianas aderidas em cuponscaédnaxidavel,
julgou-se necessario estudar a influéncia das weisidconcentracdo de 6leo
essencial (0-1% v/v) e tempo de contato da solt&l min.). Este foi o
principal objetivo do segundo artigo desenvolviBtara tanto, foi empregado
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),aumetodologia
estatistica que, apesar de muito conhecida na i@iémcTecnologia de
Alimentos, é pouco aplicada dentro da MicrobioladgaAlimentos. A utilizagéo
do DCCR apresenta inimeras vantagens, tais conddisarte varios fatores
simultaneamente, otmiza¢do de mais de uma resposteesmo tempo, reducéo
do namero de repeticdes, com consequente reduciEntgm de execucado das
analises e gasto de materiais. Assim, o DCCR tesenddeal para o
desenvolvimento e otimizacdo de novas solu¢debamtéirianas para o controle
de biofilmes formados em superficies industriais.

Paralelamente, a avaliacdo da atividade antibacgo 6leo essencial
de C. cassia, foi testado o seu constituinte majoritario, ciadgheido, em
propor¢cdes correspondentes a sua concentracdeoessencial. Além disso,
nesta segunda etapa da tese, além de biofilmesespécies, foi formado o
biofilme mutiespécie, contendo células de EPHCreonocytogenes.

Observou-se que tanto o 6leo essencial Glecassia, quanto o
cinamaldeido, apresentaram efeito antibacteriantr&@s células em biofilme.
Foi possivel determinar intervalos de tempo deatorg# concentracdes capazes
de eliminar as células sésseis viaveis presenteacnoinoxidavel. O Oleo

essencial deC. cassia e o cinamaldeido apresentaram comportamento
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semelhante no que diz respeito a atividade angbaoh. Este fato é de

particular interesse, pois, comprova que a ativedadtibacteriana deste 6leo
essencial pode ser atribuida ao seu composto maajori A elaboracédo de

solucdes sanitizantes a base de cinamaldeido émaneira mais reprodutivel

de controlar biofilmes, visto que a composicdo geande 6leos essenciais pode
variar em raz&o de inimeros fatores, como épooeat die colheita da planta.

O biofilme multiespécie nao interferiu no nimerocétulas aderidas, no
entanto, fez com que as bactérias utilizadas s@geem menos resistentes ao
Oleo essencial d€. cassa e ao cinamaldeido, quando comparado com o
biofilme monoespécid.. monocytoges mostrou-se mais resistente que EPEC.

E importante observar que os efeitos antibactesiadas solucbes
sanitizantes de 6leo essencial @e cassa e cinamaldeido ocorreu em
superficies de ago inoxidavel condicionadas corn atinteddo de matéria
organica (leite integral reconstituido). N&o foramcontrados relatos na
literatura sobre a atividade anti-biofilme de élessenciais nesta condicédo.
Além disso, na maioria das situacdes, a ativideae sblucbes mencionadas
acima néo diferiu da atividade de sanitizantes gpaisncomerciais (peréxido de
hidrogénio e cloreto de alquil dimetil benzil amdnie foi superior a do
hipoclorito de sddio.

De maneira geral, os resultados obtidos nestaiteieam que 6leos
essenciais e seus constituintes sdo opcdes proatspara a elaboracdo de
solugbes sanitizantes a serem utilizadas no centtel biofilmes bacterianos
formados nas superficies de equipamentos e utensiilizados em industrias
de alimentos. Atualmente, pouco sdo os estudoradak seguindo esta linha
de pesquisa.

Estudos futuros devem envolver outras espécieselimtas de
importancia como contaminantes de alimentos, tesfteriorantes, como

patogénicas, além de diferentes 6leos essenciaisug constituintes. Neste
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contexto, destaca-se o potencial do 6leo essatealflexuosus, empregado na
primeira parte deste estudo, e do seu compostaitagj citral. Variaveis que
interferem no efeito dessas solucdes, também, demnpesquisadas, como
temperatura, concentracdo e tempo de contato, cahjadivo de reduzir a
concentracdo de 6leo essencial ou constituinteseéda para alcancar o efeito
antibacteriano desejado, eliminando o problemaazfugpelo forte odor dessas
substéancias volateis quando utilizadas em altasetwracées. A reproducéo
cada vez mais fiel de condi¢bes industriais devdsscada para a avaliacdo da
atividade antibacteriana de solucdes sanitizaotes, vez que em ambientes de
industrias de alimentos biofilmes sdo comunidadesotnianas heterogéneas e

complexas formadas por diversas espécies de nmignsIgos.



