UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

DANILA SOARES CAIXETA

ACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE Curcuma
longa L. E Bixa orellana L. SOBRE Pseudomonas
aeruginosa E Listeria monocytogenes
PLANCTONICAS E SESSEIS EM
POLIPROPILENO

LAVRAS - MG
2010



DANILA SOARES CAIXETA

ACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE Curcuma longa L. E Bixa orellana L.
SOBRE Pseudomonas aeruginosa E Listeria monocytogenes
PLANCTONICAS E SESSEIS EM POLIPROPILENO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacao em Microbiologia
Agricola, area de concentragdo em
Microbiologia de Alimentos, para a
obtencao do titulo de Doutora.

Orientadora
Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli

Co-Orientadores
Dr. Eduardo Alves
Dra. Maria das Gragas Cardoso

LAVRAS - MG
2010



Ficha Catalografica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Caixeta, Danila Soares.
Acdo de 6leos essenciais de Curcuma longa L. e Bixa orellana

L. sobre Pseudomonas aeruginosa ¢ Listeria monocytogenes
planctonicas e sésseis em polipropileno / Danila Soares Caixeta. —
Lavras : UFLA, 2010.

127 p. : il.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Lavras, 2010.
Orientador: Roberta Hilsdorf Piccoli.
Bibliografia.

1. Bactérias patogénicas. 2. Acafrdo. 3. Urucum. 4. Biofilme. 5.
Composi¢ao quimica. I. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD - 547.71




DANILA SOARES CAIXETA

ACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE Curcuma longa L. E Bixa orellana L.
SOBRE Pseudomonas aeruginosa E Listeria monocytogenes
PLANCTONICAS E SESSEIS EM POLIPROPILENO

APROVADA em 20 de outubro de 2010.

Dr. Alexandre Tourino Mendonca
Dra. Carolina Valeriano
Dr. Luiz Ronaldo de Abreu

Dra. Simone Cristina Marques

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacao em Microbiologia
Agricola, area de concentracdo em
Microbiologia de Alimentos, para a
obtenc¢ao do titulo de Doutora.

UNICOR
UFLA
UFLA
UFLA

Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli
Orientadora

Dr. Eduardo Alves
Dra. Maria das Gragas Cardoso
Co-Orientadores

LAVRAS - MG
2010



Aos meus pais, Omar e Dorinha.
Aos meus irmaos, Fernando e Thiago.

Ao meu noivo, Frederico

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida e pela davida do saber.

Aos meus pais, Omar e Dorinha, fonte inesgotavel de amor, motivacao e
estimulo, e por me ensinarem a ser uma pessoa melhor a cada dia.

Aos meus irmaos, Fernando e Thiago, e minhas cunhadas, Minéia e
Alessandra, por sempre acreditarem em minha capacidade de superar desafios.

Aos meus sobrinhos, Isabella e Otavio, pela infinita alegria que me
proporcionam.

Ao meu amado noivo, Frederico, que, sem medir esfor¢os, sempre
esteve a0 meu lado e por me fazer acreditar que um sonho jamais pode apagar.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao programa de Pos-
Graduacdo em Microbiologia Agricola, pela oportunidade.

Ao CAPES, pela concessdo da bolsa de estudos.

A professora Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli agrade¢o pela orientagio, o
incentivo, a confianca depositada, a disponibilidade e apoio ao longo de todo o
trabalho.

A professora Dra. Maria das Gragas Cardoso e professor Dr. Eduardo
Alves, pela co-orientacdo, pela atengdo dispensada em todos os momentos em
que foram solicitados e, também, pela colaboragdo e sugestdes para a realizagdo
deste trabalho.

Aos produtores Arlindo Vaz e Joaquim Paulo Soares pelo fornecimento
das folhas de acafrdo e urucum, que muito contribuiram para a boa execugdo
desse trabalho.

A Dra. Marilda Caixeta e ao Dr. Jodo Batista Vida, por contribuirem
significantemente para realizagdo dessa etapa importante em minha vida.

Aos professores, colegas e funcionarios do programa de P6s-Graduagéo

em Microbiologia Agricola, pela confianca e amizade.



Aos funcionarios e professores do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos pelo carinho dedicado, disponibilizacdo de materiais e das
instalagoes.

Aos colegas e funcionarios do Laboratério de Quimica, agradego pelo
trabalho e tempo despendidos para extragdo dos 6leos essenciais.

Aos colegas e funcionarios do Laboratorio de Microscopia e Andlise
Ultra-Estrutural - em especial ao Douglas, Claudia e Eloisa - agradeco pelos
ensinamentos, ajuda e compreensao.

Aos amigos e colegas do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos,
tenho a agradecer o companheirismo nos bons e maus momentos, o agradavel
convivio, a amizade partilhada e toda a ajuda dispensada.

Quero expressar os meus melhores agradecimentos ¢ o meu profundo
reconhecimento a todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram, direta ou

indiretamente, para a concretizagdo deste trabalho.



“O papel dos infinitamente pequenos ¢ infinitamente grande”.

Louis Pasteur



RESUMO

Biofilme ¢ uma comunidade séssil de microrganismos embebidos em
uma matriz polimérica extracelular, que eles mesmos produzem, caracterizada
por células aderidas irreversivelmente em um substrato ou interface e que
exibem alteracdo fenotipica em relagdo ao crescimento e transcricdo de genes.
Grande diversidade de microrganismos ¢ capaz de aderir e formar biofilme em
superficies tais como ago inoxidavel, vidro, polietileno de baixa densidade, ferro
fundido, borracha, policarbonato e polipropileno apresentando certas vantagens
quando comparadas a células planctonicas, incluindo resisténcia a
antimicrobianos. A erradicagdo normalmente requer o uso de sanificantes
acidos, alcalinos e/ou iodoforos, no entanto, algumas questdes tém sido
levantadas sobre a seguranca de quimicos sintéticos, especialmente aqueles
aplicados a industria de alimentos e, diante disso, a aplicacdo de produtos
naturais, como 0leos essenciais, tem ganhado consideravel atengdo. Este estudo
teve como objetivos identificar e quantificar os componentes quimicos de 6leos
essenciais de folhas secas de Curcuma longa L. (Acafrdao) e Bixa orellana L.
(Urucum); determinar a concentracdo minima inibitoria dos 6leos essenciais de
acafrio, urucum e sinergismo sobre Listeria monocytogenes ATCC 19117 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; avaliar o potencial de formagdo de
biofilme das bactérias Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa em
superficie de polipropileno, quando cultivadas em TSB; avaliar o potencial
bactericida dos 6leos essenciais de agafrdo, urucum e sinergismo, no biofilme
maduro e avaliar por microscopia eletronica de varredura e de transmissdo
aspectos morfologicos do biofilme maduro, bem como a agdo dos oleos
essenciais sobre células planctonicas.

Palavras-chave: Biofilme. Bactérias. Agafrao. Urucum.



ABSTRACT

Biofilm is a community of sessile microorganisms embedded in an
extracellular polymeric matrix that they, themselves, produce. The matrix is
characterized by cells irreversibly adhered in a substrate or interface, and
exhibits phenotypic alteration in relation to the growth and transcription of
genes. A large diversity of microorganisms are capable of adhering and form
biofilm on surfaces as stainless steel, glass, low density polyethylene, cast iron,
rubber, polycarbonate and polypropylene; presenting certain advantages when
compared to planktonic cells, including antimicrobial resistance. The eradication
usually requires the use of acid, alkaline and/or iodophoric sanitizers, however,
some questions have been raised about the safety of synthetic chemicals,
especially those applied by the food industry. As a result, the application of
natural products, such as essential oils, has been gaining considerable attention.
This study aimed to identify and to quantify the chemical components of
essential oils of dry leaves of Curcuma longa L. (turmeric) and Bixa orellana L.
(annatto); to determine the minimum inhibitory concentration of the essential
oils of turmeric, annatto and synergism on Listeria monocytogenes ATCC 19117
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; to evaluate the biofilm formation
potential of the bacteria Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa
on polypropylene surface, when cultivated in TSB; to evaluate the bactericidal
potential of the essential oils of turmeric, annatto and synergism, on the mature
biofilm and to evaluate, by scanning and transmission electronic microscopy,
morphological aspects of the mature biofilm, as well as the action of the
essential oils on planktonic cells.

Keywords: Biofilm. Bacteria. Turmeric. Annatto.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos de Antonie van Leuwenhoek, cientistas de varias areas
tém desenvolvido trabalhos sobre biofilmes, que correspondem a comunidades
microbianas estruturadas aderidas em superficies abidticas e/ou bioticas,
constituidos principalmente de 4gua e exopolissacarideos (EPS), sendo que estes
sdo produzidos pelos proprios microrganismos (COSTERTON, 1999).

A formacdo do biofilme ¢ iniciada por processo reversivel, em que
células aderem a superficie condicionada; apds iniciar a producdo de
exopolissacarideo, crescimento populacional e divisdo celular o processo torna-
se irreversivel; a formacdo completa do biofilme ¢é caracterizada por uma
comunidade bem estruturada denominada de climax: nesse estdgio ocorre o
desprendimento de células individuais ou em aglomerados que colonizardo
outras superficies. O processo de formagao do biofilme pode ser influenciado
por fatores ambientais, genéticos e fisicos, no entanto, quando estabelecido,
pode causar tanto beneficios quanto maleficios a0 homem e animais (PLOUX et
al., 2007).

O controle da ades@o inicial ¢ crucial na inibicdo da formagdo do
biofilme, para tal, ¢ necessaria a utilizacdo de sanificantes adequados e
eficientes, sejam eles quimicos ou fisicos. Recentemente, o uso de o6leos
essenciais no controle de biofilmes se intensificou, por apresentarem amplo
espectro de agdo sobre os microrganismos e por serem considerados seguros
para serem aplicados em linhas de processamento de alimento.

Os oleos essenciais, também chamados de 6leos volateis ou etéreos, sao
produtos do metabolito secundario dos vegetais, sintetizados, estocados e
liberados através de estruturas epidérmicas, glandulas secretoras e tricomas,

encontradas em folhas, raizes, caule, flores e frutos. A produgdo, o rendimento e
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os constituintes quimicos podem ser interferidos por fatores ambientais,
processo de extragdo, fisiologia e genética da planta (SIMOES et al., 2007).

Na literatura existem poucos relatos a respeito da aplicagdo de 6leos
essenciais sobre biofilme formado por Listeria monocytogenes e Pseudomonas
aeruginosa, no entanto estudos com novos vegetais sdo necessarios uma vez que
ambas apresentam grande resisténcia quando em biofilme, sendo assim sdo de
dificil eliminag¢do e causam problemas de ordem economica e de saude publica.
Como a eliminagdo de biofilmes em superficies € uma tarefa exigente e dificil, o
procedimento de higienizag@o deve ser analisado como um todo, otimizando os
resultados e minimizando os custos.

Objetivou-se, com a realizacdo deste estudo, identificar e quantificar os
componentes quimicos de dleos essenciais de folhas secas de Curcuma longa L.
(Agafrdo) e Bixa orellana L. (Urucum); determinar a concentra¢do minima
inibitéria (CMI) dos o6leos essenciais de Curcuma longa L. e Bixa orellana L.
sobre Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853; avaliar o potencial de formacdo de biofilme das bactérias Listeria
monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 em
superficie de polipropileno, quando cultivadas em TSB; avaliar o potencial
bactericida dos Oleos essenciais de Curcuma longa L. e Bixa orellana L.
separadamente e combinados, no biofilme maduro; e, avaliar por microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo aspectos morfologicos do biofilme

maduro, bem como a agdo dos 6leos essenciais sobre células planctonicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilmes microbianos

As primeiras observagdes de biofilme datam de 1674, quando Antonie
van Leuwenhoek, usando seu primitivo microscopio, notou a presenca de
agregados na superficie de dentes de humanos, denominados por ecle de
“animalculos” (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).

Zobell, em 1943, observou popula¢des marinhas por microscopia direta e
concluiu a preferéncia dessas bactérias em crescer sobre superficies, formando
populagdes sésseis. Em 1964, Ralph Mitchelland e Kevin Marshall, analisaram o
primeiro estagio da forma¢do do biofilme por bactérias de cultura pura e
distinguiram entre a adsorc¢ao reversivel da bactéria a superficie e subseqiiente
irreversibilidade (COSTERTON, 1999; STOODLEY et al., 2002).

A palavra biofilme foi criada e descrita em 1978 e desde entdo novas
técnicas eletronicas e estudos laboratoriais tém permitido uma descrigdo mais
detalhada da formacgao dos biofilmes microbianos (VU et al., 2009).

De acordo com Donlan e Costerton (2002 citados por HARDING et al.,
2009), biofilme ¢ definido como uma comunidade séssil de microrganismos
embebidos em uma matriz polimérica extracelular, que eles mesmos produzem,
caracterizada por células aderidas irreversivelmente a um substrato ou interface
e que exibem alteracdo fenotipica em relagdo ao crescimento e transcricdo de
genes. Segundo tais autores, o termo biofilme ndo é usado para descrever o
crescimento de fungos filamentosos associado a superficie, mas pode ser
substituido por biomassa fingica, biomassa celular, emaranhado micelial ou
fermentacdo no estado solido ou submersa.

Para se considerar que células aderidas a uma superficie constituem um

biofilme, Andrade, Bridgeman e Zottola (1998) sugerem que seja necessario o
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namero minimo de 10 células aderidas por cm’, enquanto Ronner ¢ Wong
(1993) e Wirtanen, Husmark e Mattila-Sandholm (1996) consideram biofilme o
numero de células aderidas de 10° e 10° por cm? respectivamente.

Quando em biofilme, células microbianas, apresentam propriedades
benéficas a sua sobrevivéncia, por exibirem alteragdes fenotipicas com relagao
ao crescimento, expressdo de genes e produgdo de proteinas, protecdo a

predadores e outros agentes externos, bem como acesso a fontes de nutrientes.

2.2 Composic¢ao do biofilme

Biofilmes sdo constituidos, principalmente, de agua (95%) e matéria
organica. De 50 a 98% do total da matéria organica seca sdo exopolissacarideos
(EPS) e, o restante, microrganismos (NOSYK et al., 2008).

Segundo Simdes, Simdes e Vieira (2009) biofilmes em laticinios sdo
constituidos predominantemente de exopolissacarideos, residuos de leite,

proteinas e fosfato de calcio.

2.2.1 Exopolissacarideos (EPS)

Os exopolissacarideos sdo  constituidos, principalmente, de
polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, fosfolipidios e 4cidos teicoicos,
obtidos da lise celular ou pela adsor¢do do ambiente (NOSYK et al., 2008; SHI;
ZHU, 2009). A composi¢do e quantidade dos mesmos variam de acordo com o
tipo de microrganismo, idade do biofilme e diferentes condi¢cdes ambientais,
incluindo diferentes niveis de oxigénio e nitrogénio, variacdes de umidade,
temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes (VU et al., 2009).

Os polissacarideos sdo essencialmente de cadeia molecular leve, muito

longa, com massa molecular na ordem de 0,5-2,0 x 10° Da (SUTHERLAND,
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2001). Em bactérias Gram-negativas, alguns dos polissacarideos sdo neutros ou
polianiénicos, sendo aumentada sua propriedade anidnica pela presenca de acido
urdnico, tais como D-glucurénico, D-galacturdnico e acidos mannurénico, ou
piruvatos ligados a acetal, que permitem a associacdo de cations divalentes,
como calcio e magnésio, aumentando a forca de ligacdo em um biofilme
desenvolvido. Em algumas bactérias Gram-positivas, a composi¢do quimica dos
EPS pode ser levemente diferente devido a sua natureza catidnica primaria (VU
et al., 2009).

Segundo Ma et al. (2009) no minimo trés exopolissacarideos - alginato,
Psl e Pel - contribuem para a formacdo de biofilme de P. aeruginosa. O
exopolissacarideo Psl, codificado pelo locus de sintese de polissacarideo, ¢
composto de manose, galactose, ranmanose, glicose e tracos de xilose, cuja
fungdo ¢é a adesdo da célula ao substrato e a manutencdo da estrutura do
biofilme.

O alginato, um polimero acetilado de alto peso molecular composto de
mondmeros ndo repetidos ligados por B 1,4 a acidos L-galurénicos e D-
mannuronico, € considerado o maior constituinte da matriz extracelular, sendo
que a presenca de acido urdnico acetilado no mesmo aumenta a capacidade de
hidratacdo do biofilme. O Pel, polissacarideo rico em glicose, ¢ essencial para
formagdo de uma pelicula e estrutura do biofilme de P. aeruginosa linhagens
PA14 ¢ PAK (RYDER; BYRD; WOZNIAK, 2007).

Os exopolissacarideos contribuem diretamente nas propriedades dos
biofilmes, uma vez que permitem que quantidades apreciaveis de dgua se liguem
a eles e na estabilidade mecanica, fazendo com que o mesmo resista a forca do
fluxo. Além disso, tém a funcgdo de prote¢do contra agentes externos, tais como

bacteriofagos, bacteriocinas e sanificantes (SUTHERLAND, 2001).
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2.2.2 Microrganismos

Em condig¢des naturais biofilmes monoespécies sdo raros. Sendo assim,
os biofilmes s3o compostos de misturas de microrganismos, podendo ser
formados por bactérias, algas, protozoarios, fungos filamentosos e leveduras.
Estima-se que 99% dos microrganismos da Terra vivem no interior de EPS,
podendo ser desenvolvidos em diferentes superficies, tais como: solo e
ambientes aquaticos, tecidos vivos, aparelhos médicos ou industriais, dentre
outros (VU et al., 2009).

As bactérias apresentam maior capacidade de formagdo de biofilme,
quando comparadas a outros organismos, devido ao seu reduzido tamanho,
elevada taxa de reproducdo, grande capacidade de adaptacdo e produgdo de
substancias e estruturas celulares que as protegem do meio circundante. Dentre
as bactérias que apresentam elevada capacidade de formar biofilme e gerar
problemas de satide ptblica ou de ordem econémica destacam-se: Pseudomonas
sp., Listeria monocytogenes, Sthaphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Streptococcus mutans, dentre outras.

Os fungos, por sua vez, sdo excelentes candidatos para formar biofilmes,
visto que sdo adaptados para crescer em superficies, como evidenciado pelo seu
modo de absor¢do de nutrientes e secrecdo de enzimas extracelulares, para
digerir complexas moléculas, e crescimento de hifas apical (HARDING et al.,
2009). Alguns autores mencionam que biofilme por fungos filamentosos sdo
comumente encontrados em ambientes expostos a altas umidades com maior
interface de ar.

Gongalves et al. (2006) observaram, através da técnica de FISH
(Fluorescent in situ hybridization) e aparelho de oligonucleotideo, que
Penicillium brevicompactum ¢é capaz de formar biofilme em superficies de

cupons de PVC-C e ferro fundido.
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Villena et al. (2010) relataram que Aspergillus niger ATCC 10864 foi
capaz de formar biofilme em tecidos de poliéster, apresentando estrutura
bastante semelhante a biofilmes formados por outros microrganismos, ou seja,
com canais bem estruturados que representam 13% da é4rea total e hifas
intumescidas ao longo deles.

Estudo desenvolvido por Seneviratne et al. (2009) revelou que Candida
albicans e Candida glabrata foram capazes de iniciar o processo de adesdo em

1,5 hora alcangando a maturidade em 48 horas, em substrato de poliestireno.

2.2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas descrito por Walter Emil Friedrich August
Migula em 1894, pertence a familia das Pseudomonadaceae e compreende varias
espécies, identificadas por diferentes métodos, que incluem morfologia e
estrutura celular, composicdo da parede celular, tipos de pigmentos,
caracteristicas metabolicas e nutricionais, produ¢do de antibiodticos,
patogenicidade, estrutura antigénica e caracteristicas ecologicas e genéticas
(PEIX; RAMIREZ-BAHENA; VELAZQUEZ, 2009).

Pseudomonas sdo bactérias Gram-negativas, aerobias, catalase positiva,
ndo formadoras de endosporos, possuem a forma de bastonete reto ou
ligeiramente curvo com dimensdes de 0,5 - 1,0 pm de largura por 1,5 - 4 um de
comprimento; a motilidade da-se por meio de inser¢do polar dos flagelos; t€ém
requerimentos nutricionais simples e crescem quimiorganotroficamente, exceto
algumas espécies que sdo quimiolitotréficas facultativas, as quais utilizam H, ou
CO, como fonte de energia; crescem em pH neutro e a temperaturas na gama
mesofilica (Figura 1). O metabolismo de Pseudomonas ¢ tipicamente
respiratorio, sendo o oxigénio o aceptor final de elétrons. Em alguns casos, o

nitrato pode ser usado como aceptor alternativo de elétrons, permitindo que,
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nessas situagdes, o crescimento ocorra em condigdes de anaerobiose

(PALLERONI; DOYDOROFF, 1972).

Figura 1 Eletromicrografia de varredura de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, cultivada em TSB a 37 °C

Algumas linhagens do género Pseudomonas produzem pigmentos, sendo
que alguns tém capacidade de difundir no meio, enquanto outros permanecem
associados com a célula. Dentre os principais pigmentos produzidos destacam-
se: pigmentos fluorescentes e verde-amarelado (P. cepacia, P. marginata, P.
caryophylli); pigmentos fenazina, dos quais fazem parte os pigmentos verde-
azulado (piocianina) de P. aeruginosa, pigmento verde (clororapina) de P.
chlororaphis e o pigmento laranja (phenazina-I-acido carboxilico) de P.
aureofacies; pigmentos marrons (P. marginata e P. solanacearum); pigmento
azul de P. lemonnieri, dentre outros (PALLERONTI; DOYDOROFF, 1972).

Segundo Nouér (2005) o termo “aeruginosa” refere-se a caracteristica

da coloracdo azul esverdeada, formada pelas culturas devido a produgdo de
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piocianina. Pseudomonas aeruginosa pode ser encontrada em uma grande
variedade de habitats naturais e tem sido descrita como organismo oportunista
capaz de causar infec¢gdes em humanos, plantas, insetos e animais.

No contexto de formagdo de biofilme, Pseudomonas aeruginosa tem
sido o microrganismo modelo. Na literatura ha varios relatos de biofilme em
diferentes superficies. Caixeta (2008) observou que P. aeruginosa formou
biofilme em aco inoxidavel, quando cultivada em leite desnatado reconstituido a
28 °C, no entanto na temperatura de 7 °C houve apenas adesdo. Estudo realizado
por Tebaldi (2008) resultou na formacdo de biofilme por P. aeruginosa em ago

inoxidavel a 37 °C.

2.2.2.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes foi reconhecida pela primeira vez no ano de
1924 por Murray como a causadora de doencas entre cobaias de laboratorio na
Universidade de Cambridge. O nome proposto para o novo microrganismo foi
Bacterium monocytogenes, mas somente em 1940 que Pirie modificou o género
para Listeria, em homenagem ao cirurgifio Lord Lister (HOF, 2003).

No género sdo reconhecidas seis espécies: Listeria monocytogenes,
Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri e
Listeria grayi, sendo somente as espécies L. monocytogenes e L. ivanovii
consideradas patogénicas em humanos e outros mamiferos, respectivamente
(GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005).

Os membros do género Listeria sdo amplamente distribuidos na
natureza, podendo ser encontrados no solo, na agua, na vegetacdo, na ragao
animal, nas fezes de animais sauddveis e de humanos, em grande nimero de
produtos alimenticios e em plantas de processamento de alimentos

(MCLAUCHLINA et al., 2004).
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A contaminag@o por L. monocytogenes resulta em listeriose, considerada
grande problema de saude publica, devido a severidade da doenga, que pode
causar meningites, septicemia, aborto e morte em 20-30% dos casos; acomete
principalmente mulheres gravidas, recém-nascidos e adultos com sistema imune
debilitado (ALLERBERGER, 2003; PAPARELLA et al., 2008).

Listeria monocytogenes ¢ uma bactéria Gram-positiva na forma de
bastonete com 1 - 2 um de comprimento ¢ 0,5 pm de largura, anaerdbica
facultativa ¢ ndo formadora de esporo (LOW; DONACHIE, 1997; SCHMID et
al., 2005) (Figura 2). Sua ampla distribui¢do ¢ favorecida pela capacidade de se
desenvolver entre 0 e 45 °C, embora sua faixa 6tima seja entre 30 e 37 °C, tolera
extremos de pH 4,5-9, baixa atividade de agua e concentragdes de NaCl de 10%
ou superiores ¢ outras condi¢des ambientais adversas (FILGUEIRAS;
VANETTI, 2006; HAIN; STEINWEG; CHAKROBORTY, 2006). O
crescimento a temperatura de 37 °C impede a producdo de flagelo, sendo o
mesmo sintetizado quando as células sdo crescidas a temperatura de 10-30 °C

(GUERIRI et al., 2008).
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Figura 2 Eletromicrografia de varredura de Listeria monocytogenes ATCC
19117, cultivada em TSB a 37 °C

No contexto de posicao filogenética, Listeria apresenta baixo conteudo
G-C no DNA que variam de 36 a 42% (ALLERBERGER, 2003).

Nas tltimas décadas, Listeria monocytogenes tem sido considerada um
grande problema na industria de alimentos devido a habilidade de crescer em
baixas temperaturas e sobreviver por extensos periodos sob condigdes adversas.
Em parte, isso se deve a capacidade de formar biofilme em superficies de
processamento de alimentos e equipamentos que servem como reservatorio e
fonte primaria de contaminagdo (GIANOTTI et al., 2008).

De acordo com Moretro e Langsrud (2004) a estrutura tridimensional do
biofilme formado por Listeria monocytogenes ja foi descrita, sendo o biofilme
composto de células empilhadas umas sobre as outras ancoradas ao
exopolissacarideo. Entretanto, as células ndao parecem estar embebidas no
material extracelular, como descrito para outros biofilmes bacterianos, mas

conectadas ao material extracelular como um fio.
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Chae e Schraft (2001) citam que Listeria monocytogenes pode aderir
rapidamente e formar biofilme em superficies tais como pléstico, polipropileno,
borracha, ago inoxidavel e vidro, entretanto, a habilidade estd condicionada ao
tipo de linhagem. Oliveira et al. (2010) observaram somente a adesdo de L.

monocytogenes em cupons de ago inoxidavel a 37 °C.

2.3 Relevancia dos biofilmes

Os biofilmes desempenham um papel importante na natureza e em
processos tecnologicos. O biofilme pode ser indesejavel ou benéfico,
dependendo da area de existéncia.

Na natureza, biofilmes microbianos apresentam um papel crucial na
ciclagem de nutrientes aquaticos e terrestres, na biodegradagdo de poluentes
ambientais, no processo de biorremediacdo, na recuperagdo de 6leo, extragdo de
metais, agricultura e no processo de nodulagdo de leguminosas (MENG-YING
et al., 2009).

De acordo com Singh, Paul e Jain (2006) microrganismos que secretam
polimeros e formam biofilme em superficies de hidrocarbonetos sdo adequados
para o tratamento de componentes de baixa degradabilidade e recalcitrantes, por
causa da alta biomassa microbiana e habilidade de imobilizar componentes por
biosorg¢do, bioacumulacdo e biomineralizacao.

Os biofilmes por Aspergillus niger também tém sido aplicados na
produgdo de enzimas e, recentemente, uma nova categoria de fermentagdo -
fermentacdo por adesdo a superficie - tem sido proposta (VILLENA et al., 2010)

Em contrapartida, eles podem ser indesejaveis na industria em ambito
global. Na industria de alimentos, a formag@o de biofilme conduz a sérios
problemas de higiene e perdas econdmicas, devido a danos em alimentos e

equipamentos. Duguid et al. (1966 citados por SHI; ZHU, 2009) relataram pela
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primeira vez a adesdo de Salmonella, em superficie de contato com alimento e,
desde entdo, um grande numero de relatos tem sido documentados, envolvendo
L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Escherichia
coli O157:H7, S. aureus, P. aeruginosa, dentre outras.

Pseudomonas, particularmente linhagens psicotroficas de P. fluorescens,
estdo envolvidas em deterioragdo de leite cru estocado em temperaturas de
refrigeracdo e sdo capazes de formar biofilme em plantas de processamento,
causando recontaminacdo do leite apos a pasteurizagdo (KIVES; ORGAZ; SAN
JOSE, 2006).

Os microrganismos presentes no biofilme também catalisam reacdes
quimicas e biologicas causando corrosdo em canos € tanques de metais, reduzem
a transferéncia de calor, devido a espessura do biofilme, dentre outros
(SHAHAFI; VAFAL 2009).

Recentemente tem sido relatado que os biofilmes sdo responsaveis por
65% de todas as doencas humanas, incluindo otites, osteomelites, endocardites e
fibrose cistica. Nett ¢ Andes (2006) citam que Candida albicans tem capacidade
de formar biofilmes em implantes médicos, como cateteres urindrios e

vasculares, e causar impactos na area médica.

2.4 Formacéo da comunidade microbiana

Na literatura sdo relatados varios mecanismos pelos quais uma variedade
de microrganismos sdo capazes de entrar contato com a superficie, aderir
firmemente a ela, promover contato célula a célula e crescer como estruturas
complexas (SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010). O entendimento do mecanismo
envolvido na aderéncia inicial, desenvolvimento e maturagdo do biofilme, é
importante para elucidar o impacto na medicina, industria e areas de saude

publica.
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A formagdo do biofilme € governada, em parte, por fatores fisico-
quimicos tais como hidrofobicidade, for¢a de van der Walls, caracteristicas
acido-basicas e propriedades elétricas (GIANOTTI et al., 2008), enquanto que o
seu desenvolvimento depende da linhagem e das condi¢des ambientais (pH,
composi¢ao do meio de crescimento e temperatura, bem como das propriedades
da superficie) (GUERIRI et al., 2008).

O processo de formacao de biofilme € caracterizado, primeiramente, por
uma etapa reversivel na qual ocorre apenas a aderéncia da bactéria a superficie.
Nessa etapa, células planctonicas sdo transportadas do meio liquido para uma
superficie condicionada, composta de particulas organicas e inorganicas, por
meio de forgas fisicas (for¢as de van der Walls e forcas de Derjaguin, Verwey,
Landau e Overbeek - DVLO, interagdes estéricas e eletrostaticas) ou apéndice
celular (flagelo e, ou, fimbria) (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).

Durante o primeiro estagio, moléculas organicas e inorganicas presentes
no meio circundante sdo transportadas até a superficie por intermédio de difusao
ou fluxo turbulento; o acimulo dessas substincias a superficie, denominado de
filme condicionante, representa importante papel na aderéncia bacteriana, uma
vez que pode alterar as propriedades fisico-quimicas da superficie (PALMER;
FLINT; BROOKS, 2007).

Na segunda etapa um grande numero de células adsorvidas
reversivelmente  permanecem  imobilizadas e tornam-se adsorvidas
irreversivelmente. Pili ou fimbrias e flagelos propiciam o contato da célula a
superficie estimulando reagdes quimicas tais como oxidagdo e hidratacdo, vale
ressaltar, que o processo de adesdo pode ocorrer dentro de poucos minutos ou
poucas horas. Na etapa seguinte ocorre a divisdo celular aumentando
rapidamente a populacdo. Nesse estagio a presenca de exopolissacarideos e de
cations divalentes propiciam uma forte ligacdo entre as células, formando um

biofilme maduro. Na etapa final ou de morte, ocorre a produgdo de enzimas, que
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rompem partes do biofilme, que podem iniciar outro processo de adesdo em um

substrato fresco (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008) (Figura 3).
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Figura 3 Formagao do biofilme (HARRISON et al., 2005)

Uma extensdao do modelo de formagdo de biofilme bacteriano tem sido
proposta para fungos, que, por sua vez, difere pela presenca de crescimento de
hifas ou pseudohifas. Harding et al. (2009) propuseram um modelo preliminar
para a formacao de biofilme de fungos filamentosos, que compreende a adsor¢ao
de propagulos, ou seja, deposicdo de esporos ou fragmentos de hifas a
superficie; aderéncia ativa a superficie, que, frequentemente, inclui a secrecao de
substancias adesivas; formac¢do primaria de microcolonias, que consiste no
alongamento apical e ramificacdo das hifas ao longo da superficie formando
uma monocamada e produgdo inicial de exopolissacarideo; formagdo secundaria

de microcolonias ou maturagdo inicial, que envolve a formagdo do micélio ou
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adesdo de hifa a hifa e formagdo de canais de agua no interior do biofilme;
maturagdo ou desenvolvimento reprodutivo, que é caracterizado pela formagao
de corpos de frutificacdo, esclerodios e outras estruturas de sobrevivéncia;
dispersao ou fase planctonica, que envolve a dispersao de esporos ou fragmentos
do biofilme, que podem reiniciar o ciclo em outros substratos (HARDING et al.,
2009).

Em resposta a varias condi¢cdes ambientais o biofilme apresenta trés
estruturas diferentes: mosaico heterogéneo, modelo na forma de cogumelo e
simples camada de microcolonias (RINAUDI et al., 2006).

O biofilme maduro é um ecossistema altamente organizado onde canais
de agua estdo dispostos, o que permite uma efetiva troca de nutrientes e
metabolitos que sdo removidos ou disponibilizados quando entram em contato
com a dgua (SINGH; PAUL; JAIN, 2006). O oxigénio dissolvido ¢ transportado
através desses canais de dgua, dessa maneira, no interior do biofilme prevalecem
microrganismos anaerdbios facultativos, enquanto que no topo e base sdo
microrganismos aerobios e anaerobios, respectivamente (HOIBY et al., 2001).

O diametro dos canais de agua pode variar de 50 a 100 pm, sendo que a
velocidade do liquido pode ser de 0,002 a 0,015m/s (ZACARIAS et al., 2005). A
espessura do biofilme ¢ irregular e variavel e pode apresentar desde uma camada
de células fina a uma comunidade de células espessa embebida dentro de uma
matriz polimérica de arquitetura sofisticada, onde as microcolonias podem
existir como pilares discretos ou em forma de cogumelos (SHIRTLIFF;
MADER; CAMPER, 2002). Hoiby et al. (2001) citam que a espessura ¢
determinada por um equilibrio entre o crescimento e desadesdo da biomassa do
biofilme.

Nett ¢ Andes (2006) mencionam que Candida albicans é capaz de
formar biofilme estruturado entre 24 — 48 horas, apresentando uma estrutura

tridimensional com mais de 100 pm de profundidade.
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2.4.1 Fatores que influenciam na formacéo do biofilme

A transicdo de células planctonicas para biofilme ¢ regulada por uma
variedade de condigdes ambientais e fisiologicas, tais como estresse celular,

densidade de célula, disponibilidade de nutrientes, temperatura, dentre outras.

2.4.1.1 Propriedades fisico-quimicas das células

As propriedades fisico-quimicas da superficie celular sdo aspectos
importantes no processo de adesdo.

A superficie da maioria das células bacterianas ¢é carregada
negativamente, o que dificulta o processo de adesdo devido a forcas repulsivas
eletrostaticas. As forcas repulsivas podem ser reduzidas pela presenca de
fimbrias ou pili, flagelo e lipopolissacarideo na superficie celular, tornando-a
hidrofobica (SHI; ZHU, 2009).

O exopolissacarideo ¢ responsavel pelo desenvolvimento da estrutura do
biofilme, enquanto que pili e flagelo sdo essenciais para iniciar a interagdo entre
as células e o substrato (HORI; MATSUMOTO, 2010).

A matriz extracelular € caracterizada como fator primordial na formacao
do biofilme, constituida, na maioria das espécies, de polissacarideo, proteinas e
acidos nucléicos, cujas fun¢des sdo iniciar o processo de adesdo, conservar os
nutrientes no interior do biofilme, fornecer estrutura ao biofilme, proteger as
células contra agentes antimicrobianos e desidratacdo (KUMAR; ANAND,
1998).

Pili sdo apéndices celulares altamente estruturados constituido de varias
subunidades protéicas e uma simples, denominada pilina. S3o encontrados
distintos tipos, denominados de pili tipo I, pili Pap, pili tipo IV e pili curli, que

variam em relagdo a fungdo, estrutura molecular, localizacdo na superficie
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celular e mecanismo de secre¢cdo (HORI; MATSUMOTO, 2010; MANDLIK et
al., 2007).

O pili tipo IV, também denominado TFP ou fimbria tipo IV, termo
criado em 1975 por Ottow, apresenta 5-7 nm de didmetro e varios pm de
comprimento ¢ € composto primariamente por uma pequena subunidade
protéica, denominada PilA ou pilina. O pili tipo IV ¢é responsavel pela
motilidade twitching ou motilidade de contragdo, descrito por Lautrop em 1961
para relatar a motilidade na superficie, independente do flagelo em
Acinetobacter calcoaceticus (MATTICK, 2002).

Em P. aeruginosa, mutantes incapazes de produzir motilidade de
contragdo formam colonias lisas em placas de agar, enquanto que células do tipo
selvagem formam col6nias planas difundidas com aspecto aspero e uma pequena
zona de contragdo periférica constituida de uma fina camada de células
(MATTICK, 2002). No contexto de formagio de biofilme, P. aeruginosa, utiliza
o pili tipo IV para mover-se na superficie e formar microcolonias (HORI;
MATSUMOTO, 2010).

O pili tipo I ou TIF é comumente encontrado em Enterobacteriaceae e
usualmente observado em E. coli patogénica. O TIF tem sido relatado como
responsavel pelo estabelecimento inicial do biofilme em E. coli KI12 e
importante fator de viruléncia (MOREIRA et al., 2003).

O flagelo é composto por filamento helicoidal de comprimento varidvel
(5 a 10 um), com diametro de 20 nm; uma pequena estrutura curvada conhecida
por gancho e um corpo basal constituido de uma haste central e varios anéis. O
flagelo é responsavel pela motilidade de natagdo e swarming, que contribuem
para o processo de adesdo e formagao de biofilme (HARSHEY, 2003).

A motilidade swarming foi descrita pela primeira vez por Hauser em

1885 e consiste em um processo pelo qual a bactéria pode, rapidamente,
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locomover-se na superficie de maneira coordenada (VERSTRAETEN et al.,
2008).

Johnson (2008) cita que genes envolvidos na motilidade flagelar e
quimiotaxia influenciam na habilidade de alguns tipos de bactérias de formar
biofilme, bem como na morfologia do mesmo.

Pesquisas atuais indicam que a expressdo de genes de bactérias vivendo
em biofilme ou outras comunidades diferem significantemente de células livres,
fator que pode ser mediado por um processo denominado quorum sensing
(JOHNSON, 2008). O quorum sensing enfatiza o fato de que um ntmero
suficiente de bactérias € necessario para induzir ou reprimir a expressao de genes
alvos. As moléculas sinalizadoras, utilizadas pelo sistema quorum sensing, sdo
freqlientemente a Homoserina lactona acilada para bactérias Gram-negativas, e
pequenos peptideos, para bactérias Gram-positivas, autoinducer-2 (Al-2) pode
ser encontrado em ambas as bactérias (JUHAS; EBERL; TUMMLER, 2005). O
sistema de comunica¢do de célula a célula dependente de homoserina lactona
acilada e tem sido identificado em varias espécies, incluindo P. aeruginosa.

Shirtliff, Mader e Camper (2002) citam que a habilidade de quorum
sensing de P. aeruginosa ¢ dependente de dois sistemas distintos: las e rhl.
Davies et al. (1998) foram os primeiros pesquisadores a relatar o envolvimento
do quorum sensing na regulagdo da formagao do biofilme por P. aeruginosa, em
que mutantes las somente formam biofilmes planos e indiferentes e, o tipo
selvagem, forma microcolonias separadas por canais de 4gua, ou seja, o sistema

las € requerido para o desenvolvimento do biofilme estruturado.

2.4.1.2 Fontes de nutrientes

As condigdes nutricionais s3o de grande importdncia no

desenvolvimento e estrutura do biofilme. Kawarai et al. (2009) investigaram a
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capacidade de formagdo de biofilme por Escherichia coli K-12 em meio LB
contendo NacCl e sacarose, contudo foi observado que a bactéria formou biofilme
em LB suplementado com 1 M de sacarose, ocorrendo diminui¢@o significativa
em 1,5 M. A concentracdo de 1 M de NaCl foi suficiente para inibir por
completo a formagao do biofilme.

A fonte de carbono e micronutrientes pode influenciar diretamente no
modelo de biofilme formado por Pseudomonas aeruginosa, que varia desde um
biofilme plano a um biofilme altamente estruturado. Segundo Parsek e Tolker-
Nielsen (2008) quando o citrato ¢ utilizado como fonte de carbono, forma-se
biofilme de superficie plana, que pode ser claramente diferenciado de biofilme
crescido em glicose, contendo estrutura multicelular em formato de cogumelo

separado por canais preenchidos com agua.

2.4.1.3 Fatores ambientais

O pH do meio pode influenciar diretamente no crescimento bacteriano
bem como na formacdo do biofilme. O pH oOtimo para producdo de
polissacarideo na maioria das bactérias gira entorno de 7, no entanto quando
ocorrem variagdes bruscas no pH externo pode haver altera¢cdes no metabolismo
causando um efeito biocida no microrganismo (GARRETT; BHAKOO;
ZHANG, 2008). Estudo realizado por Rinaudi et al. (2006) mostraram que o pH
6timo para formagdo do biofilme de Sinorhizobium meliloti Rm1021 (bactéria
fixadora de nitrogénio) a 28 °C foi 7, ocorrendo consideravel diminui¢do em pH
6 e 8.

Listeria monocytogenes é capaz de crescer em baixo pH, no entanto
Tresse et al. (2006) observaram que algumas linhagens apresentaram maior
capacidade de adesdo quando crescidas em pH 7. Diante disso, tais autores

concluiram que a diminuigdo da adesdo de Listeria monocytogenes em pH 5
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pode estar atribuida a baixa regulacdo da sintese de flagelina em condigdes de
acidez.

A temperatura esta correlacionada com o indice de reagdes de enzimas e
tem efeito direto no desenvolvimento das células, além de afetar as propriedades
fisicas no interior e ao seu redor (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).

Numerosas pesquisas tém demonstrado que Listeria monocytogenes tem
habilidade de aderir em superficies em temperaturas que variam de 4 a 45 °C.
Mai e Conner (2007) realizaram estudo a fim de observar o efeito da
temperatura no processo de aderéncia de Listeria monocytogenes em superficie
de ago inoxidavel e notaram que houve maior aderéncia a 30 e 37 °C, do que 4,
20 e 42 °C, quando cultivada em BHI. Tais autores citam que L. monocytogenes
produz exopolissacarideo a 21 °C, mas ndo a 10 ou 35 °C e possui numerosos
flagelos a 20 °C e poucos a 37 °C.

Di Bonaventura et al. (2008) investigaram a habilidade de 44 linhagens
de Listeria monocytogenes de formar biofilme em trés diferentes superficies
(poliestireno, vidro ¢ ago inoxidavel) a diferentes temperaturas (4, 12, 22 e 37
°C). A formacdo do biofilme nas trés superficies foi melhor na temperatura de 37
°C, sendo maior na superficie de vidro, seguida de aco inoxidavel e poliestireno,
enquanto que, na temperatura de 4 °C, houve significante redugcdo na formagao
do biofilme para as trés superficies analisadas.

Forgas hidrodindmicas sdo parametros chaves que podem influenciar na
adesdo inicial, formacdo e estrutura do biofilme, sendo que altas forcas de
cisalhamento, resultantes do atrito entre particulas ou fluxo de ar/liquido, geram
biofilmes densos e fortes (HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2002; ROCHEX
et al., 2008). No entanto, certas for¢as de cisalhamento no sistema de biofilme
sd0 necessarias para produzir uma estrutura estavel e compacta (LIU; TAY,

2002).
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Resultado de estudo realizado por Simdes, Simdes e Vieira (2008)
indicou que condi¢des hidrodindmicas tiveram um notavel impacto na estrutura
do biofilme por diferentes linhagens de Pseudomonas fluorescens, em que o
biofilme turbulento apresentou mais ativo, maior massa aderida a superficie,
maior nimero de células cultivaveis e totais e maior quantidade de proteinas por

grama de biofilme, quando comparado ao biofilme laminar.

2.5 Superficies envolvidas na formacéo do biofilme

O biofilme pode ser formado em varios ambientes, desde que condi¢des
favoraveis como agua, nutriente e superficie, sejam disponibilizadas para o
microrganismo. A superficie € considerada um dos principais responsaveis pela
existéncia do biofilme em ambientes naturais e sintéticos, podendo ser
encontrado em superficies de plantas, dentes, casco de navios, rios e lagos,
ceramica, dentre outros (SHAFAHI; VAFALI, 2009).

Na industria alimenticia, um ntimero consideravel de superficies tais
como ago inoxidavel, vidro, polietileno de baixa densidade, ferro fundido,
borracha, policarbonato e polipropileno, sdo alicerces para a adesdo microbiana.
No entanto, as caracteristicas da superficie, como carga elétrica, capacidade de
retencdo de agua, energia livre e topografia, representam importante papel no
processo de adesdo (PLOUX et al., 2007). Shi e Zhu (2009) mencionam que as
células aderem melhor em superficies hidrofilicas (a¢o inoxidavel, vidro etc.),
do que em superficies hidrofobicas (borracha e outros plasticos).

Dentre os varios tipos de materiais utilizados em equipamento de
processamento de alimentos, o ago inoxidavel AISI 304 (American Iron and
Steel Institute) ¢ o material mais utilizado, devido a estabilidade fisico-quimica e

alta resisténcia a corrosdo (ORTEGA et al., 2010).
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Atualmente o uso do polipropileno na industria, para construgdo de
tanques, acessorios, tubulagdes e superficies de processamento de alimentos tem
crescido rapidamente (LUGAO et al., 2007). As principais caracteristicas do
polipropileno no tocante a sua alta aceitacdo e significativo crescimento sao
baixo custo; alta rigidez; baixo peso especifico (especialmente quando
orientado); boa claridade; excelente resisténcia quimica; e, alta temperatura de
fusdo (ponto de fusdo de 170 °C). As desvantagens do polipropileno sdo,
basicamente, a pouca resisténcia ao impacto em baixas temperaturas, a faixa
reduzida da temperatura de fusdo e a baixa resisténcia a oxidagdo
(MONTENEGRO et al., 2010).

A producao industrial do polipropileno se inicia a partir da destilagdo do
6leo cru (petrdleo) de onde se produz a nafta que, em um processo fisico-
quimico de craqueamento, origina compostos aromaticos (benzeno, tolueno e
xilol) e oleofinas (etileno, butadieno e propileno); a polimeriza¢ao do propileno
(P) produz o polipropileno (PP) (KOLESKI; BALLESTERO, 2007). Lugao et
al. (2007) referem-se ao polipropileno como um polimero linear com estrutura
polimérica apolar.

Na literatura existem varios estudos referentes a adesdo microbiana em
superficie de ago inoxidavel e polipropileno. Oulahal et al. (2008) testaram a
capacidade de Staphylococcus aureus e Listeria innocua de aderir nas
superficies de polipropileno e aco inoxidavel. Resultados mostraram que ambas
as bactérias aderiram nas superficies testadas em um periodo de 5 horas a 37 °C,
sendo que L. innocua apresentou melhor aderéncia. Escherichia coli e S. aureus
foram capazes de aderir em superficie de polipropileno em 8 horas, a 12 e 30 °C,
contudo, a aderéncia de E. coli foi significantemente maior do que S. aureus em

ambas as temperaturas (POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000).
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2.6 Mecanismos de resisténcia das comunidades microbianas

Grande diversidade de microrganismos ¢ capaz de aderir e formar
biofilme em superficies bidticas e abioticas, apresentando certas vantagens
quando comparadas a células planctonicas, incluindo resisténcia a
antimicrobianos.

Acredita-se que um biofilme pode ser de 10 a 1000 vezes mais resistente
a agentes antimicrobianos, do que células em suspensdo, podendo tal resisténcia
ser explicada, por variagdes protedmicas e fenotipicas (CHAVANT;
GAILLARD-MARTINIE; HEBRAUD, 2004). Segundo Ren et al. (2005) 40%
das proteinas da parede celular de células em biofilme diferem das proteinas de
células planctonicas, que, consequentemente, levam a ndo ligagdo dos
antibiodticos a alvos especificos.

Os principais mecanismos de acdo dos antimicrobianos sdo:
interferéncia na sintese da parede celular, acidos nucléicos e proteinas, e
intervencdo nas rotas metabolicas. No entanto, a resisténcia varia de acordo com
diferentes espécies microbianas e envolve varios mecanismos. Dentre os
principais mecanismos destacam-se: aquisi¢ao de genes que codificam enzimas,
que, consequentemente, destroem o agente antimicrobiano antes de atuar sobre a
célula; aquisigdo da bomba de efluxo que causa a expulsdo do agente
antimicrobiano da célula antes de reagir com o alvo; aquisi¢ao de varios genes
para a rota metabolica, que produz uma parede celular alterada, ou seja, ndo
possui sitio de ligagdo para o antimicrobiano especifico; e, aquisi¢ao de genes de
outras espécies resistentes, processo esse denominado de evolucdo horizontal,
sendo os principais mecanismos a conjugacdo, transdugdo e transformacdo
(MARQUEZ, 2005; TENOVER, 2006).

Em um biofilme multiespécie ocorre uma série de eventos, como

transferéncia de genes, aumento na tolerancia a antimicrobianos, protecdo a
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mudangas no ambiente e ao sistema imune de um hospedeiro (GARRETT;
BHAKOO; ZHANG, 2008).

Simoes, Simoes e Vieira (2009) mencionam que um biofilme
multiespécie apresenta maior estabilidade e resisténcia do que um biofilme
simples. Estudo realizado por tais autores confirmaram que o biofilme formado
Bacillus cereus e Pseudomonas fluorescens foi cinco vezes mais ativo
metabolicamente do que o biofilme formado apenas por P. fluorescens, que, por
sua, vez foi cinco vezes mais ativo metabolicamente que B. cereus, apresentando
maior biomassa, densidade celular, producdo de proteinas e exopolissacarideos.
Tais autores observaram também maior resisténcia do biofilme multiespécie
quando exposto a solugdes Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) e
glutaraldeido (GLUT), com uma significante propor¢cdo da populacio
permanecendo no estado viavel.

Estudo realizado por Harrison, Turner e Ceri (2005) mostraram que
células proximas do fluido que circunda o biofilme tém maiores acesso a
nutrientes e oxigénio, quando comparado as células no centro da matriz ou do
substrato, como consequéncia as células na camada externa da comunidade
crescem mais rapidamente do que as que estdo no interior. Segundo tais autores,
este ¢ um dos principais mecanismos de defesa, pois muitos dos antimicrobianos
sdo efetivos somente contra células de crescimento rapido e células no centro da
comunidade s3o mais protegidas, uma vez que a matriz do biofilme ¢ carregada
negativamente.

Um dos mais intrigados mecanismos de defesa envolve sinalizagdo
intercelular. O quorum sensing é conhecido por afetar a produgdo de enzimas
envolvidas na reparacdo celular e defesa. O mecanismo aumenta a produgio de
moléculas que expelem os componentes da célula, chamadas de bomba de

efluxo de multidrogas (HARRISON; TURNER; CERI, 2005).
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Existe também heterogeneidade entre os tipos celulares no biofilme que
contribuem para a tolerdncia a antimicrobianos. C¢lula de sobrevivéncia
especializada chamada de persistente ¢ variante de baixo crescimento que existe
em todas as populag¢des bacterianas, programadas para sobreviver em ambientes

de estresse, incluindo exposi¢ao a antimicrobianos.

2.7 Métodos para monitoramento do biofilme

O recente uso de técnicas moleculares, tais como hibridizagéo in situ de
fluorescéncia (FISH), microautoradiografia combinada com FISH (MAR-FISH),
microsensores combinados com FISH e reagdo em cadeia de polimerase (PCR),
dentre varias outras, combinadas com FISH, tem possibilitado o monitoramento
das comunidades de biofilmes bacterianos. Este envolve a identificacdo de
afiliacoes filogenéticas, a determinacao de distribuicdo espacial, esclarecimento
de fungdes e atividades e a coordenacao estabelecida nos biofilmes (AOI, 2002).

Além do uso de técnicas moleculares, tém-se utilizado varios outros
métodos para enumeracdo e amostragem do biofilme, como medidas de
impedéncia, bioluminescéncia, microscopia, contagem padrdo em placa e testes
colorimétricos, cuja amostra é corada com cristal violeta ou safranina
(SENEVIRATNE et al., 2009).

Técnicas microscopicas tém sido consideradas as melhores na
visualizacdo do processo de adesdo, crescimento e formagdo do biofilme,
podendo ser utilizados microscopios Opticos, eletronicos, epifluorescéncia,

contraste de fase, forca atémica e outros (PARIZZI et al., 2004).
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2.7.1 Microscopia eletronica

A histéria da microscopia eletronica iniciou-se com a descoberta da
oOtica eletronica geométrica em 1926 por Busch e da otica eletronica de ondas
por French. O microscopio eletronico de transmissdo foi descrito em 1931 por
Max Knoll e Ernst Ruskar e somente em 1935 foi construido o primeiro
microscopio eletronico de varredura (BOGNER et al., 2007).

Antes do desenvolvimento da microscopia eletronica, células bacterianas
podiam ser observadas por microscopia de luz, no entanto ndo era possivel a
visualizagdo das ultraestruturas bacterianas, devido ao limite de resolugdo de
aproximadamente 200 nm (CURRY; APPLETON; DOWSETT, 2006).

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) permite observar e
caracterizar microestruturas internas de materiais com alta resolu¢do, enquanto
que a microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ aplicada para observar a
superficie de amostras (HINKS, 2009).

A observagdo em MET em alta resolugdo, requer o uso de cortes
ultrafinos, com dimensdes menores de 100 nm, no entanto a maioria das
bactérias apresenta medidas superiores a esta. Diante desse problema, técnicas
convencionais de preparo de amostras de MET sdo usadas ao longo de muitos
anos (ELTSOV; ZUBER, 2006).

O protocolo de preparo das amostras baseia-se na fixagdo quimica, que
transforma o material bioldgico pela incorporagdo da substancia quimica que
consequentemente previne a degradagdo dos componentes celulares; a amostra
fixada ¢ desidratada, normalmente emprega-se o etanol, ¢ embebida em resina
que permite realizar cortes ultrafinos e ainda promove resisténcia em rela¢do ao
ambiente do MET; por fim, os cortes ultrafinos sdo embebidos em metais
pesados para aumentar a dispersdo dos elétrons, que aumenta o contraste

(ELTSOV; ZUBER, 2006).
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A principal desvantagem observada na aplicagdo da MET ¢ no preparo
da amostra, devido a dificuldade, custo e demanda de tempo, e, possivelmente,
colapso de estruturas durante o preparo e observagao.

A MET tem sido amplamente aplicada no estudo de algumas
ultraestruturas bacterianas tais como flagelo, pili, esporos, parede celular,
membrana citoplasmatica e outros (CURRY; APPLETON; DOWSETT, 2006).

A microscopia eletronica ¢ mais indicada para a avaliacdo da interacao
microbiana na matriz do biofilme. A fixacdo das amostras € realizada utilizando-
se agentes quimicos, como glutaraldeido, paraformaldeido e Osmio, ou
criofixadas em que a amostra é rapidamente congelada para evitar danos as
células pelos cristais de gelo (COSTA, 1999).

O microscopio eletronico de varredura consiste em excelente sonda de
elétrons com energia de 40 keV, que é focada sobre o espécime, do qual faz uma
varredura em linhas paralelas (BOGNER et al.,, 2007). Dessa maneira, a
principal aplicacdo do MEV baseia-se na analise da topografia de superficies.

As principais vantagens no uso da MEV incluem a facil preparagdo da
amostra, ampla variedade de magnitude, alta profundidade do campo e facil
interpretacdo das micrografias que sdo geradas e a diversidade do tipo de
informagdo, além de ser uma técnica que combina com aspectos da microscopia
de luz e microscopia eletronica de transmissdo. As desvantagens baseiam-se
predominantemente na dificuldade de examinar espécimes isolados ¢ a
impossibilidade de examinar amostras hidratadas (JAMES, 2009).

A microscopia eletronica de transmissao tem sido considerada poderosa
ferramenta para analise da estrutura do biofilme. Por outro lado, métodos de
microscopia que permitem um exame nao invasivo de biofilmes vivos e no seu
estado hidratado também sao utilizados.

Gazzola e Cocconcelli (2008) observaram a formagdo de biofilme por

Staphylococcus epidermitis através de MEV, quando exposto a vancomicina, e
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concluiram que a bactéria apresentava resisténcia ao antibiotico. Utilizando-se
da técnica de MET, esses autores observaram ainda o efeito da vancomicina na
estrutura celular e que as bactérias apresentaram parede celular fina e aumento
na espessura de acordo com a concentra¢ao de vancomicina no substrato.
Embora as técnicas microscopicas sejam as mais utilizadas nos estudos
da estrutura do biofilme, existem alguns problemas na interpretacdo das imagens
devido a presenca de artefatos gerados durante o preparo da amostra. Dessa
maneira, métodos tradicionais combinados com técnicas microscopicas revelam
a complexa estrutura do biofilme, permitindo, assim, um melhor entendimento

do ciclo de desenvolvimento do mesmo.

2.8 Controle do biofilme

Nas ultimas décadas varios métodos de prevengdo e eliminacdo do
biofilme tém sido descritos na literatura. A erradicagdo normalmente requer o
uso de sanificantes acidos, alcalinos e/ou iodéforos. Contudo, algumas questdes
tém sido levantadas sobre a seguranga de quimicos sintéticos, especialmente
aqueles aplicados a industria de alimentos, e, diante disso, a aplicacdo de
produtos naturais, como O6leos essenciais, tem ganhado consideravel atencao

(KNOWLES et al., 2005).

2.8.1 Oleos essenciais

Desde os primérdios da humanidade, o homem depende das plantas para
a sua existéncia, utilizando-as como alimento, medicamento, constru¢do de
abrigo, no aquecimento, dentre outras aplicagdes. As primeiras referéncias

histéricas importantes sobre a utilizagdo dos 6leos essenciais provém do Oriente,
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especialmente do Egito, onde eram usados em rituais religiosos ¢ até mesmo
para embalsamar mumias.

Segundo a Resolugdo — RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, 6leos
essenciais sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilagdo por arraste com vapor de agua, destilagdo a pressao reduzida ou outro
método adequado) (BRASIL, 2007).

Dependendo da familia podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, tais como pélos glandulares, células parenquimaticas
diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas.
Podem ser estocados em certos orgdos, tais como nas flores, folhas, cascas,
madeira, raizes, rizomas, frutos ou sementes. Sdo geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados, sendo poucos os 6leos que apresentam coloracdo; em
geral, sdo muito instaveis, principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade
e metais; a maioria dos oOleos volateis possui indice de refragdo e sdo
opticamente ativos, cujas propriedades sdo usadas na sua identificacdo e controle

da qualidade (SIMOES et al., 2007).

2.8.2 Biossintese dos 0leos essenciais

Métodos modernos apoiados em aparelhos cada vez mais sofisticados
tém permitido um melhor conhecimento da composi¢do quimica das plantas e da
estrutura dos seus componentes ativos.

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais estdo distribuidos em
duas classes quimicas distintas: terpendides e fenilpropanoides, sendo os
terpendides produzidos com maior abundancia e mais frequéncia, enquanto que
os fenilpropandides sdo indispensaveis para caracteristicas flavorizantes e
odorizantes (SANGWAN et al., 2001). Outros compostos também fazem parte

como alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres,
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oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas, até

compostos com enxofre (Figura 4, com modificacdes) (SIMOES et al., 2007).
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Figura 4 Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios de vegetais (SIMOES
et al., 2007) com modificagdes

A sintese de metabolitos secundarios pode ser afetada frequentemente
por fatores mecanicos, ambientais, fisiolégicos e nutricionais (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Entretanto, a forma de extracdo pode influenciar diretamente na
obtencdo dos constituintes quimicos, sendo os principais métodos utilizados:

hidrodestilacdo, prensagem, floracdo, microextracdo de fase solida, extragdo de
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fluido supercritico, extragdo com solvente e extracdo com arraste a vapor d'agua
(DAWIDOWICZ et al., 2008).

A técnica de destilacdo foi o primeiro método de extracdo de oOleos
essenciais usado no Oriente (Egito, India e Pérsia) ha mais de 2000 anos e foi
aperfeicoada no século IX pelos arabes (BURT, 2004). Contudo, visando reduzir
tempo, custo, bem como melhorar a qualidade dos extratos, novos métodos estdao
sendo utilizados.

Estudo realizado por Dawidowicz et al. (2008) revelou que diferentes
métodos de extragdo interferiram na composi¢do quimica de Thymus vulgaris L.,
na qual a maior produg@o dos componentes timol e carvacrol deu-se por meio da
destilagdo a vapor, com 77,8 e 3,3%, respectivamente, enquanto que a menor
quantidade foi obtida por microextragdo de fase sélida com 48,5 e 1,7%,

respectivamente.

2.8.3 Aplicacgdes dos bleos essenciais

Estima-se que sdo conhecidos oleos essenciais de aproximadamente
3000 plantas, mas sdo comercializados em torno de 300, destinados as industrias
de alimentos, cosméticos, farmacéutica e agricultura (NEDOROSTOVA et al.,
2009).

O mercado mundial de 6leos essenciais gira em torno de US$ 1,8 bilhdo,
sendo que a participagdo do Brasil ¢ de apenas 0,1%, deste 80% refere-se ao
comércio de Oleo essencial de laranja, cujos principais consumidores estdo
incluidos nos setores de higiene pessoal, perfumaria e cosmética (COSTA,
2008).

Oleos essenciais ou seus componentes sdo utilizados como produtos de
perfumaria, higiene pessoal, na agricultura, como preservantes e aditivos em

alimentos, como remédios naturais, dentre varias outras aplicagdes, com um
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mercado apresentando crescimento acima de 11% ao ano (BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009).

Por serem considerados seguros (GRAS), a aplicacdo em alimentos tem
sido adotada para melhorar o flavour, aroma, sabor e, ainda, por sua capacidade
antimicrobiana. No ano de 1992, o timol foi avaliado pelo Comité de
Especialistas em Substancias Aromatizantes do Conselho Europeu e, desde
entdo, sua adicdo em alimentos foi permitida em um nivel de até 50 mg/kg e,
para bebidas, 10 mg/kg. No Brasil ainda ndo ha referéncia na legislagdo quanto

ao uso dessa substancia em alimentos (JAKIEMIU, 2008).

2.8.3.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Na natureza os 6leos essenciais representam um importante papel na
prote¢do das plantas como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e
também contra herbivoros; podem ainda atrair alguns insetos favorecendo a
dispersdo de polen e sementes e repelir outros que sdo indesejaveis (BAKKLI et
al., 2008).

A atividade bioldgica dos oleos essenciais depende da composigdo
quimica, que ¢ determinada por fatores genéticos e influenciada por condigdes
ambientais e agronomicas (ROTA et al., 2008), bem como, por caracteristicas do
microrganismo (GARDINI et al., 2009).

Segundo Moreira et al. (2005), compostos fenolicos dos 6leos, ligam a
bicamada fosfolipidica da membrana celular aumentando sua permeabilidade e
extravasando os constituintes intracelulares ou danificando o sistema enzimatico
da célula. Souza et al. (2010) citam que mesmo pequenas mudangas ocorridas na
estrutura da membrana citoplasmatica podem afetar o metabolismo, incluindo a

sintese de macromoléculas.
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Estudos relacionados a atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais
tiveram inicio na década de 40 e, desde entdo, diversas pesquisas tém sido
desenvolvidas a respeito do assunto.

Nedorostova et al. (2009) testaram os 6leos essenciais de 27 espécies de
plantas sobre Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076. Destes, apenas 13 foram ativos
sendo que apenas os 0leos essenciais de Allium sativum e Armoracia rusticana
foram capazes de inibir todas as bactérias. Staphylococcus aureus foi inibida por
todos os dleos ativos, seguida de E. coli (8), L. monocytogenes (7), S. Enteritidis
(6) e P. aeruginosa (2).

Alguns estudos demonstraram que 6leos essenciais de orégano, tomilho
e alecrim estdo entre os mais ativos antimicrobianos (DIMITRIJEVIC et al.,
2007). Em estudo realizado por Rota et al. (2008) os resultados sugeriram que
6leos essenciais de Thymus hyemalis (timol), T. hyemalis (carvacrol), T. zygis
(timol) e T. vulgaris possuem propriedades antimicrobianas e sdo considerados
fontes potenciais de ingredientes para a industria de alimentos, uma vez que
todos apresentaram uma forte inibigdo (zona de inibi¢do > 20 mm), em relagdo a
9 das 10 linhagens bacterianas analisadas.

Varias outras plantas tém sido testadas para avaliar seus potenciais
biolodgicos, terapéuticos e na atividade farmacéutica. Além disso, dietas ricas em
antioxidantes naturais tais como fenois, flavondides e vitamina C sdo
consideradas importantes na redugdo de doengas cardiovasculares, doengas

cronicas e alguns tipos de cancer (HUSSAIN et al., 2008).
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2.8.4 Descricdo botanica de vegetais produtores de 6leos essenciais

Oleos essenciais podem ser extraidos de uma grande diversidade de
vegetais, tais como coentro, tomilho, capim-cidreira, orégano, lavanda,

eucalipto, agafrdo, urucum e outros de importancia econémica.

2.8.4.1 Curcuma longa L. (Acafrao da india)

O acafrdo da India (Curcuma longa L.), conhecido no mercado
internacional como “turmeric”, pertence a familia Zingiberaceae, subordem
Zingiberoidae. No Brasil, pode ser conhecido, ainda, por agafroeira, acafrao-da-
terra, batatinha amarela, gengibre dourada, mangarataia e circuma, mas, por
vezes, pode ser confundido com o agafrdo verdadeiro (Crucus sativus L.), planta
de clima mediterrineo, ndo cultivada no pais (CECfLIO FILHO et al., 2000;
MATA et al., 2004).

E uma planta originaria do sudoeste da Asia, mais precisamente das
encostas de morros das florestas tropicais da India, e est distribuida em regides
tropicais e subtropicais por todo o mundo. No Brasil, o maior polo produtor de
acafrdo ¢ a regido de Mara Rosa (GO), pertencente a microrregido de Porangatu
situada no norte de Goias, cujo volume anual da producdo varia de 500 a mil
toneladas secas; essa producdo equivale a 2000 a 5000 ton/ano de rizomas in
natura (PLANO..., 2007).

De cultivo facil, apresenta a vantagem de ndo exigir tratos culturais
especiais podendo desenvolver-se em condi¢des tropicais, em altitudes que
variam do nivel do mar a 1500 m e temperaturas de 20 a 30 °C, sob regime
pluvial de aproximadamente 150 cm por ano ou sob irrigagdo, preferencialmente
sob solo argiloso ou aluvial, fértil e rico em matéria organica. A planta apresenta

folhas grandes de coloragdo verde, oblongo-lanceoladas e obliquo-nervadas que
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exalam um odor agradavel quando contusas; em condi¢des de clima e solo
favoraveis a parte aérea da planta atinge, em média, 120 a 150 cm de altura.
Possui peciolos tdo compridos quanto os limbos que, reunidos em sua base,
formam o pseudocaule; o rizoma principal ou central ¢ piriforme, arredondado
ou ovodide, com ramificagdes secundarias laterais, compridas e tuberizadas

(CECILIO FILHO et al., 2000; NAGHETINI, 2006) (Figura 5).

Figura 5 Aspecto geral das partes aéreas (A) e rizomas (B) de agafrdo

O agafrdo ¢ constituido principalmente de proteinas (6,3%), lipidios
(5,1%), minerais (3,5%), carboidratos (69,4%), agua (13,1%) e 6leos essenciais
(5,8%) (CHATTOPADHYAY et al., 2004). Segundo Chatterjee, Variyar e
Gholap (2000), os principais compostos identificados nos 6leos de curcuma e
relatados na literatura incluem a-felandreno, 1,8-cineol, zingibereno, ar-
curcumeno, turmerona, ar-turmerona, [-sesquifelandreno, curlona e
dehidrozingerona

Os rizomas maduros, por conterem amido, 6leo essencial e pigmentos
corantes, tém sido muito utilizados na industria alimenticia, como corante,
aromatizante e ingrediente no preparo de temperos, além de possuir multiplas

atividades  farmacologicas, incluindo  antioxidacdo,  antimicrobiana,
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antiaterosclerética, antiinflamatoria, antidepressiva, uso na técnica analitica de
boro e arsénio e nos métodos de colorimetria e espectrofotometria (MAIA;
FERREIRA; ABREU, 2004; QIN et al., 2007).

O rizoma apresenta uma coloragdo amarelo-alaranjada devido a presenga
dos pigmentos curcumina e, em menor quantidade, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina (UKPABI et al., 2008) (Figura 6).

A curcumina, considerada o principal pigmento responsavel pela
coloragdo do agafrdo, foi isolada em 1815, mas, somente em 1973, Roughley e
Whiting, determinaram sua estrutura quimica (CHATTOPADHYAY et al.,
2004). O método oficial para analisar curcumina é baseado na medida de
absor¢do por espectrofotometria direta com absor¢cdo entre 420 a 430 nm
utilizando-se solventes orgéanicos, contudo esse método ¢ ineficaz na separacao
dos demais curcumindides, sendo necessario, para tal finalidade, o uso de
cromatografia de camada fina (TLC) ou cromatografia liquida de alta pressao
(HPLC) JAYAPRAKASKA; MOHAN-RAO; SAKARIAH, 2005).

Figura 6 Cortes de rizoma de Curcuma longa L.



50

A principal aplicacdo do acafrdo ¢ condimentar, no entanto o mesmo
apresenta  agcdo  antimicrobiana,  anticarcinogénica,  anti-inflamatoria,
anticoagulante, tratamento de distorgdes biliares, anorexia, coriza, hepatite,
sinusite, dentre outras (CHATTOPADHYAY et al., 2004).

Péret-Almeida et al. (2008) relataram que ndo foi observada atividade
inibitoria do 6leo essencial para Staphylococcus aureus e para Candida albicans.
Em contrapartida, inibiu o desenvolvimento de Bacillus subtilis, S. choleraesuis,
Escherichia coli, Aspergillus niger e Saccharomyces cerevisiae, sendo que a
maior atividade foi observada contra o B. subtilis, seguida do S. choleraesuis nas
duas concentragdes empregadas.

Em estudo realizado por Maia, Ferreira e Abreu (2004) os resultados
evidenciaram que, apos 21 dias, houve redugido do numero de Escherichia coli
de aproximadamente dois ciclos logaritmicos e para Enterobacter aerogenes
redugdo de aproximadamente um ciclo logaritmico, de 10° UFC/mL para 10*
UFC/mL, nos tratamentos utilizados de 0,5%, 1,0%, 1,5% ¢ 2,0% de ctrcuma.

Dentre as varias espécies estudadas em ambito mundial, tem-se a

circuma com grande potencial de emprego em varios segmentos da economia.

2.8.4.2 Bixa orellana L. (Urucum)

A espécie Bixa orellana L. pertence a familia das Bixaceae sendo
popularmente conhecida como urucu ou urucum, acafroa, agafroeira-da-terra,
roucou, bija, achiote e annatto, conforme a regido. Bixa orellana Linné foi assim
denominada como uma forma de homenagem ao primeiro botanico e explorador
que a estudou - Francisco de Orellana. O nome popular urucum provém do
vocabulo tupi uru-ku, que significa amarelo (COSTA, 2007).

Originaria de florestas tropicais da América do Sul, América Central e

Asia trata-se de um arbusto grande ou arvore pequena que pode atingir de 3 a 6
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m de altura, dependendo das condigdes ecologicas e de sua idade; as folhas s@o
simples, glabras, medindo de 8 a 11 cm de comprimento; as flores apresentam
coloragdo levemente rosa, dispostas em paniculas; os frutos sdo ovoides, tipo
capsula, dependendo da variedade, e apresentam um denso revestimento de
espinhos moles e inofensivos de até 0,5 cm de comprimento. As cépsulas sdo
chamadas de “cachopas”, variando de 360 a 4.900 por planta, comportam em
seu interior uma média de 54 sementes, envoltas por arilos vermelhos que lhes
dao a cor caracteristica. Esta planta cresce em altitudes de até 1000 m, contudo
desenvolve-se melhor em zonas relativamente baixas, de 100 a 500 m,
suportando temperaturas de 24 a 35 °C (COELHO et al., 2003; OLIVEIRA,
2005; ROHDE; SILVEIRA; VARGAS, 2006) (Figura 7).

Figura 7 Folha fresca de Urucum

No Brasil, o urucum é cultivado por muitos anos sendo encontrado nos

estados do Acre, Amazonas, Para ¢ também nos estados da Bahia, Ceara,
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Paraiba e Piaui. Atualmente, outros estados como Rio de Janeiro e Sdo Paulo
tém se dedicado ao cultivo deste vegetal (OLIVEIRA, 2005). Excluidas as
demandas internas, o comércio internacional médio anual de urucum ¢é estimado
em cerca de 10 mil toneladas, sendo dois ter¢os desta producdo na forma de
semente bruta e o restante como extrato. A América Latina produz 60 % de todo
o urucum consumido no mundo, seguida pela Africa com 27% e a Asia 12%
(GIULIANO; ROSATI; BRAMLEY, 2003).

As sementes de urucum sao valiosas pela caracteristica de produzir
pigmentos - a orelhena, de cor amarela, e soliivel em agua e a bixina, de cor
vermelha, e soluvel em 6leo - que sdo utilizados como corantes naturais nas
industrias alimenticias, farmacéutica e cosmética, correspondendo em torno de
90% do total de consumo de corantes naturais no Brasil e em torno de 70% dos
corantes naturais mundialmente empregados em alimentos. As sementes do
urucum contém ainda celulose (40 - 45%), agucares (3,5 - 5,2%), oleo essencial
(0,3% - 0,9%), dleo fixo (3%), pigmentos (4,5 - 5,5%), proteinas (13 - 16%),
alfa e beta-carotenos e outros constituintes (ANSELMO; MATA; RODRIGUES,
2008; SANTANA et al., 2008).

A colorag¢do vermelha da semente esta diretamente relacionada a bixina,
pigmento presente em maior concentra¢do, que compreende mais de 80% dos
carotendides totais, ¢ lipossolivel e, portanto, apresenta elevada agdo
antioxidante, em que suas duplas ligagdes conjugadas atuam como um excelente
capturador de radicais livres (SANTANA et al., 2008).

Costa (2007) cita que os constituintes quimicos de B. orellana sdo
muitos, podendo-se mencionar alguns grupos de substancias, como flavondides,
destacando-se o glicosideo de apigenina, bisulfato de apigenina e hipoaletina; ha
também acido galico, acido alfitdlico, diterpenos (geraniol, geranil), além de
vestigios de alcaldides; além destes, ainda hé orelina, mono e sesquiterpenos,

dentre outros carotendides minoritarios.
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Segundo Lima et al. (2006) as sementes Bixa orellana L. sdo largamente
empregadas na medicina popular como expectorante, na forma de xarope; em
decocto, sdo usadas para gargarejos, como laxativas, estomadticas, anti-
hemorragicas, cicatrizantes e contra dispepsia, enquanto que as sementes secas,
em maceracdo ou decoccdo, também sdao usadas nos males de figado,
tuberculose, afec¢des do coragdo, problemas na pele, antipirético e anti-
inflamatoério, dentre outros.

Fleischer et al. (2003) relataram que as sementes ¢ folhas também
possuem agdo antimicrobiana. Os resultados mostraram que o extrato etanolico
de folhas e sementes de B. orellana apresentou atividade antimicrobiana em
relagdo a todas as bactérias testadas e sobre Candida albicans, sendo que a
maior atividade deu-se com o extrato das folhas secas, com maior halo de
inibi¢do contra E. coli e C. albicans (22,5 mm) e as menores inibi¢bes em
relagdo a P. aeruginosa (19 mm) e Salmonella typhi (17 mm).

Testando o efeito de varios 6leos essenciais, sobre juvenis de segundo
estagio de Meloidogyne exigua, Salgado et al. (2003) observaram que, dentre as
espécies analisadas, Bixa orellana L. apresentou 6timo indice de mortalidade em
tal nematoide, aproximadamente de 91,9 %, sendo menos eficiente somente em
relagdo a Eucalyptus saligma e Melia azedarach, com reducdo de 100% e

94,3%, respectivamente.



54

REFERENCIAS

ALLERBERGER, F. Listeria: growth, phenotypic, differentiation and molecular
microbiology. FEMS Immunology and Medical Microbiology, Amsterdam, v.
35,n. 3, p. 183-189, Apr. 2003.

ANDRADE, N. J.; BRIDGEMAN, T. A.; ZOTTOLA, E. A. Bacteriocidal
activity of sanitizers against Enterococcus faecium attached to stainless steel as
determined by plate count and impedance methods. Journal of Food
Protection, Des Moines, v. 61, n. 7, p. 833-838, July 1998.

ANSELMO, G. C. S.; MATA, M. E. R. M.; RODRIGUES, E. Comportamento
higroscépico do extrato seco de urucum (Bixa orellana L). Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 32, n. 6, p. 1888-1892, nov./dez. 2008.

AOL Y. In situ identification of microorganisms in biofilm communities.
Journal of Bioscience and Bioengineering, Osaka, v. 94, n. 6, p. 552-556, Dec.
2002.

BAKKLI, F. et al. Biological effects of essential oils: a review. Food and
Chemical Toxicology, Oxford, v. 46, n. 2, p. 446-475, Feb. 2008.

BIZZO, H. R.; HOVELL, A. M. C.; REZENDE, C. M. Oleos essenciais no
Brasil: aspectos gerais, desenvolvimento e perspectivas. Quimica Nova, Sdo
Paulo, v. 32, n. 3, p. 588-594, maio/jun. 2009.

BOGNER, A. et al. A history of scanning electron microscopy developments:
towards “wet - stem” imaging. Micron, New York, v. 38, n. 4, p. 390-401, July
2007.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Resolugdo RDC n°. 2, de 15 de janeiro de 2007. Dispde sobre o regulamento
técnico sobre aditivos aromatizantes. Brasilia, 2007. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br>. Acesso em: 21 set. 2008.



55

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications
in foods: a review. International Journal of Food Microbiology, Amsterdam,
v. 94, n. 3, p. 223-253, Aug. 2004.

CAIXETA, D. S. Sanificantes quimicos no controle de biofilme formados
por duas espécies de Pseudomonas em superficie de aco inoxidavel. 2008. 75
f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, 2008.

CECILIO FILHO, A. B. et al. Carcuma: planta medicinal, condimentar e de
outros usos potenciais. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 30, n. 1, p. 171-175,
jan./fev. 2000.

CHAE, M. S.; SCHRAFT, H. Cell viability of Listeria monocytogenes biofilms.
Food Microbiology, London, v. 18, n. 1, p. 103-112, Feb. 2001.

CHATTERIEE, S.; VARIYAR, P. S.; GHOLAP, A. S. Effect of y-irradiation on
the volatile oil constituents of turmeric (Curcuma longa). Food Research
International, Barking, v. 33, n. 2, p. 103-106, Mar. 2000.

CHATTOPADHYAY, L. et al. Turmeric and curcumin: biological actions and
medicinal applications. Current Science, Columbus, v. 87, n. 1, p. 44-53, July
2004.

CHAVANT, P.; GAILLARD-MARTINIE, B.; HEBRAUD, M. Antimicrobial
efects of sanitizers against planktonic and sessile Listeria monocytogenes cells
according to the growth phase. FEMS Microbiology Letters, Amsterdam, v.
236, n. 2, p. 241-248, Jan. 2004.

COELHO, A. M. S. P. et al. Atividade antimicrobiana de Bixa orellana L.
(Urucum). Revista Lecta, Braganca Paulista, v. 21, n. 1/2, p. 47-54, jan./dez.
2003.



56

COSTA, A. G. Desenvolvimento vegetativo, rendimento e composi¢édo do
6leo essencial de Patchouli apds a adubacéo nitrogenada. 2008. 92 p.
Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) - Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2008.

COSTA, C. K. Estudo fitoquimico de Bixa orellana L., Bixaceae e aplicacéo
de seu 6leo em formulagéo cosmética. 2007. 115 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2007.

COSTA, E. T. R. Desenvolvimento de metodologia para deteccéo da adesao
microbiana em superficie de aco inoxidavel. 1999. 81 f. Dissertagdo
(Mestrado em Microbiologia Veterinaria) - Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, 1999.

COSTERTON, J. W. Introduction to biofilm. International Journal of
Antimicrobial Agents, Bethesda, v. 11, n. 3/4, p. 217-221, May 1999.

CURRY, A.; APPLETON, H.; DOWSETT, B. Application of transmission
electron microscopy to the clinical study of viral and bacterial infections: present
and future. Micron, New York, v. 37, n. 2, p. 91-106, Nov. 2006.

DAVIES, D. G. et al. The involvement of cell-to-cell signals in the development
of a bacterial biofilm. Science, New York, v. 280, n. 5361, p. 295-298, Apr.
1998.

DAWIDOWICZ, A. L. et al. Application of PLE for the determination of
essential oil components from Thymus vulgaris L. Talanta, London, v. 76, n. 4,
p. 878-884, Aug. 2008.

DI BONAVENTURA, G. et al. Influence of temperature on biofilm formation
by Listeria monocytogenes on various food-contact surfaces: relationship with
motility and cell surface hydrophobicity. Journal of Applied Microbiology,
Oxford, v. 104, n. 6, p. 1552-1561, June 2008.



57

DIMITRIJEVIC, S. I. et al. A study of the synergistic antilisterial effects of a
sub-letal dose of lactic acid and essential oils from Thymus vulgaris L.,
Rosmarinus officinalis L. and Origanum vulgare L. Food Chemistry, London,
v. 104, n. 2, p. 774-782, Feb. 2007.

ELTSOV, M.; ZUBER, B. Transmission electron microscopy of the bacterial
nucleoid. Journal of Structural Biology, New York, v. 156, n. 2, p. 246-254,
Nov. 2006.

FILGUEIRAS, C. T.; VANETTI, M. C. D. Effect of eugenol on growth and
Listeriolysin O production by Listeria monocytogenes. Brazilian Archives of
Biology and Technology, Curitiba, v. 49, n. 3, p. 405-409, May 2006.

FLEISCHER, T. C. et al. Antimicrobial activity of the leaves and seeds of Bixa
orellana. Fitoterapia, Milano, v. 74, n. 1/2, p. 136-138, Feb. 2003.

GARDINI, F. et al. Composition of four essential oils obtained from plants from
Cameroon, and their bactericidal and bacteriostatic activity against Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis and Staphylococcus aureus. African
Journal of Microbiology Research, Pretoria, v. 3, n. 5, p. 264-271, May 2009.

GARRETT, T. R.; BHAKOO, M.; ZHANG, Z. Bacterial adhesion and biofilms
on surfaces. Progress in Natural Science, Bethesda, v. 18, n. 9, p. 1049-1056,
Sept. 2008.

GASANOV, U.; HUGHES, D.; HANSBRO, P. Methods for the isolation and
identification of Listeria spp. and Listeria monocytogenes: a review. FEMS
Microbiology Reviews, Amsterdam, v. 29, n. 5, p. 851-875, Sept. 2005.

GAZZOLA, S.; COCCONCELLLI, P. S. Vancomycin heteroresistance and
biofilm formation in Staphylococcus epidermidis from food. Microbiology,
New York, v. 154, n. 10, p. 3224-3231, Oct. 2008.



58

GIANOTTI, A. et al. Involvement of cell fatty acid composition and lipid
metabolism in adhesion mechanism of Listeria monocytogenes. International
Journal of Food Microbiology, Amsterdam, v. 123, n. 1/2, p. 9-17, Mar. 2008.

GIULIANO, G.; ROSATI, C.; BRAMLEY, P. M. To dye or not to dye:
biochemistry of annatto unveiled. Trends in Biotechnology, Amsterdam, v. 21,
n. 12, p. 513-516, Dec. 2003.

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no
contetido de metabdlitos secundarios. Quimica Nova, So Paulo, v. 30, n. 2, p.
374-381, mar./abr. 2007.

GONCALVES, A. B. et al. Fish and Calcofluorstaining techniques to detect in
situ filamentous fungal biofilms in water. Revista Iberoamericana de
Micologia, Barcelona, v. 23, n. 3, p. 194-198, 2006.

GUERIRL . et al. The DegU orphan response regulator of Listeria
monocytogenes autorepresses its own synthesis and is required for bacterial
motility, virulence and biofilm formation. Microbiology, New York, v. 154, n.
8, p. 2251-2264, Aug. 2008.

HAIN, T.; STEINWEG, C.; CHAKROBORTY, T. Comparative and function
algenomics of Listeria spp. Journal of Biotechnology, Amsterdam, v. 126, n. 1,
p. 37-51, Oct. 2006.

HALL-STOODLEY, L.; STOODLEY, P. Developmental regulation of
microbial biofilms. Current Opinion in Biotechnology, London, v. 13, n. 3, p.
228-233, June 2002.

HARDING, M. W. et al. Can filamentous fungi form biofilms? Trends in
Microbiology, Cambridge, v. 17, n. 11, p. 475-480, Nov. 2009.



59

HARRISON, J. J. et al. Biofilms: a new understanding of these microbial
communities is driving a revolution that may transform the science of
microbiology. American Scientist, New Haven, v. 93, n. 6, p. 508-510,
Nov./Dec. 2005.

HARRISON, J. J.; TURNER, R. J.; CERI, H. Persister cells, the biofilm matrix
and tolerance to metal cations in biofilm and planktonic Pseudomonas
aeruginosa. Environmental Microbiology, Ottawa, v. 7, n. 7, p. 981-994, July
2005.

HARSHEY, R. H. Bacterial motility on a surface: many ways to a common
goal. Annual Reviews Microbiology, Palo Alto, v. 57, p. 249-273, Oct. 2003.

HINKS, J. A. A review of transmission electron microscopes with in situ ion
irradiation. Nuclear Instruments and Methods in Physics Research,
Amsterdam, v. 267, n. 23/24, p. 3652-3662, Dec. 2009.

HOF, H. History and epidemiology of listeriosis. FEMS Immunology and
Medical Microbiology, Amsterdam, v. 35, n. 3, p. 199-202, Apr. 2003.

HOIBY, N. et al. Pseudomonas aeruginosa and the in vitro and in vivo biofilm
mode of growth. Microbes and Infection, Paris, v. 3, n. 1, p. 23-35, Jan. 2001.

HORI, K.; MATSUMOTO, S. Bacterial adhesion: from mechanism to control.
Biochemical Engineering Journal, Amsterdam, v. 48, n. 3, p. 424-434, Feb.
2010.

HUSSAIN, A. L. et al. Chemical composition, antioxidant and antimicrobial
activities of basil (Ocinum basilicum) essential oils depends on seasonal
variations. Food Chemistry, London, v. 108, n. 3, p. 986-995, June 2008.

JAKIEMIU, E. A. R. Uma contribuicdo ao estudo do 6leo essencial e do
extrato de tomilho (Thymus vulgaris L.). 2008. 90 f. Dissertagdo (Mestrado em
Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2008.



60

JAMES, B. Advances in “wet” electron microscopy techniques and their
application to the study of food structure. Trends in Food Science &
Technology, Cambridge, v. 20, n. 3/4, p. 114-124, Apr. 2009.

JAYAPRAKASHA, G. K.; MOHAN-RAO, L. J.; SAKARIAH, K. K.
Chemistry and biological activities of C. longa. Trends in Food Science &
Technology, Cambridge, v. 16, n. 12, p. 533-548, Dec. 2005.

JOHNSON, L. R. Microcolony and biofilm formation as a survival strategy for
bacteria. Journal of Theoretical Biology, London, v. 251, n. 1, p. 24-34, Mar.
2008.

JUHAS, M.; EBERL, L.; TUMMLER, B. Quorum sensing: the power of
cooperation in the world of Pseudomonas. Environmental Microbiology,
Netherlands, v. 7, n. 4, p. 459-471, Apr. 2005.

KAWARALI, T. et al. Biofilm formation by Escherichia coli in hypertonic
sucrose media. Journal of Bioscience and Bioengineering, Osaka, v. 107, n. 6,
p. 630-635, Dec. 20009.

KIVES, J.; ORGAZ, B.; SAN JOSE, C. Polysaccharide differences between
planktonic and biofilm-associated EPS from Pseudomonas fluorescens B52.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, Amsterdam, v. 52, n. 2, p. 123-127,
Oct. 2006.

KNOWLES, J. R. et al. Antimicrobial action of carvacrol at different stages of
dual-species biofilm development by Staphylococcus aureus and Salmonella
enterica Serovar Typhimurium. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v. 71, n. 2, p. 797-803, Feb. 2005.

KOLESKI, S. D.; BALLESTERO, S. D. Redu¢@o do impacto ambiental pela
reciclagem de residuos de polipropileno expandido na produgao de autopecas.
Revista Biociéncia, Taubaté, v. 13, n. 3/4, p. 167-177, jul./dez. 2007.



61

KUMAR, C. G.; ANAND, S. K. Significance of microbial biofilms in food
industry: a review. International Journal of Food Microbiology, Amsterdam,
v.42, 1. 1/2, p. 9-27, Oct. 1998.

LIMA, R. J. C. et al. Taninos hidrolisaveis em Bixa orellana L. Quimica Nova,
Sao Paulo, v. 29, n. 3, p. 507-509, maio/jun. 2006.

LIU, Y.; TAY, J. H. The essential role of hydrodynamic shear force in the
formation of biofilm and granular sludge. Water Research, New York, v. 36, n.
7, p. 1653-1665, Apr. 2002.

LOW, J. C.; DONACHIE, W. A review of Listeria monocytogenes and
Listeriosis. The Veterinary Journal, London, v. 153, n. 1, p. 9-29, Jan. 1997.

LUGAO, A. B. et al. Review on the production process and uses of controlled
rhealogy polypropylene-gamma radiation versus electron beam processing.
Radiation Physics and Chemistry, Oxford, v. 76, n. 12, p. 1688-1690, Dec.
2007.

MA, L. et al. Assembly and development of the Pseudomonas aeruginosa
biofilm matrix. PL0S Pathogens, San Francisco, v. 5, n. 3, p. 1-11, Mar. 2009.

MALI T. L.; CONNER, D. E. Effect of temperature and growth media on the
attachment of Listeria monocytogenes to stainless steel. International Journal
of Food Microbiology, Amsterdam, v. 120, n. 3, p. 282-286, Dec. 2007.

MALIA, S. R.; FERREIRA, A. C.; ABREU, L. R. Uso do agafrao (Curcuma
longa L.) na redugdo da Escherichia coli (ATCC 25922) e Enterobacter
aerogenes (ATCC 13048) em ricota. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 28,
n. 2, p. 358-365, mar./abr. 2004.

MANDLIK, A. et al. Pili in gram-positive bacteria: assembly, involvement in
colonization and biofilm development. Trends in Microbiology, Cambridge, v.
16, n. 1, p. 33-40, Jan. 2007.



62

MARQUEZ, B. Bacterial efflux systems and efflux pumps inhibitors.
Biochimie, Paris, v. 87, n. 12, p. 1137-1147, Dec. 2005.

MATA, A. R. et al. Identificagdo de compostos volateis da circuma empregando
microextracao por fase solida e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 24, n. 1, p. 151-
157, jan./mar. 2004.

MATTICK, J. S. Type IV pili and twitching motility. Annual Reviews
Microbiology, Palo Alto, v. 56, p. 289-314, Nov. 2002.

MCLAUCHLINA, J. et al. Listeria monocytogenes and listeriosis: a review of
hazard characterization for use in microbiological risk assessment of foods.
International Journal of Food Microbiology, Amsterdam, v. 92, n. 1, p. 15-
33, Apr. 2004.

MENG-YING, L. et al. Evaluation of biological characteristic of bacteria
contributing to biofilm formation. Pedosphere, Bethesda, v. 19, n. 5, p. 554-
561, Sept. 2009.

MONTENEGRO, R. S. P. et al. Polipropileno. Disponivel em:
<http://www.bndes.gov.br>. Acesso em: 23 mar. 2010.

MOREIRA, C. G. et al. Role of type I fimbriae in the aggregative adhesion
pattern of enteroaggregative Escherichia coli. FEMS Microbiology Letters,
Amsterdam, v. 225, n. 1, p. 79-85, Sept. 2003.

MOREIRA, M. R. et al. Inhibitory parameters of essential oils to reduce a
foodborne pathogen. LWT - Food Science and Technology, London, v. 38, n.
5, p. 565-570, Aug. 2005.

MORETRO, T.; LANGSRUD, S. Listeria monocytogenes: biofilm formation
and persistence in food-processing environments. Biofilms, Cambridge, v. 1, n.
1, p. 107-121, Sept. 2004.



63

NAGHETINI, C. C. Caracterizacao fisico-quimica e atividade antifingica
dos 6leos essenciais da carcuma. 2006. 61 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
de Alimentos) - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2006.

NEDOROSTOVA, L. et al. Antimicrobial properties of selected essential oils in
vapour phase against foodborne bacteria. Food Control, Guildford, v. 20, n. 2,
p- 157-160, Feb. 2009.

NETT, J.; ANDES, D. Candida albicans biofilm development, modeling a host-
pathogen interation. Current Opinion in Microbiology, Oxford, v. 9, n. 4, p.
340-345, Aug. 2006.

NOSYK, O. et al. A standardized pre-treatment method of biofilm flocs for
fluorescence microscopic characterization. Journal of Microbiological
Methods, Amsterdam, v. 75, n. 3, p. 449-456, Dec. 2008.

NOUER, S. A. Aspectos clinicos e fatores de risco relacionados com
colonizaco ou infeccdo por Pseudomonas aeruginosa multirresistente. 2005.
144 £. Tese (Doutorado em Doengas Infecciosas e Parasitdrias) - Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2005.

OLIVEIRA, J. S. Caracterizacao, extragdo e purificacdo por cromatografia
de compostos de urucum (Bixa orellana L.). 2005. 215 f. Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica) - Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis,
2005.

OLIVEIRA, M. M. M. et al. Disinfectant action of Cymbopogon sp. essential
oils in different phases of biofilm formation by Listeria monocytogenes in
stainless steel surface. Food Control, Guildford, v. 21, n. 4, p. 549-553, Apr.
2010.

ORTEGA, M. P. et al. Adhesion behavior and removability of Escherichia coli
on stainless steel surface. Food Control, Guildford, v. 21, n. 4, p. 573-578, Apr.
2010.



64

OULAHAL, N. et al. Quantitative analysis of survival of Staphylococcus aureus
or Listeria innocua on two types of surfaces: polypropylene and stainless steel in
contact with three different dairy products. Food Control, Guildford, v. 19, n. 2,
p. 178-185, Feb. 2008.

PALLERONI, N. J.; DOYDOROFF, M. Some properties and taxonomic sub-
divisions of the genus Pseudomonas. Annual Reviews Physiopathology,
Cambridge, v. 10, p. 73-100, 1972.

PALMER, J.; FLINT, S. H.; BROOKS, J. D. Bacterial cell attachment, the
beginning of a biofilm. Journal of Industrial Microbiology Biotechnology,
Hampshire, v. 34, n. 9, p. 577-588, Sept. 2007.

PAPARELLA, A. et al. Flow cytometric assessmet of the antimicrobial activity
of essential oils against Listeria monocytogenes. Food Control, Guildford, v.
19, n. 12, p. 1174-1182, Dec. 2008.

PARIZZI, S. Q. F. et al. Bacterial adherence to different inert surfaces evaluated
by epifluorescence microscopy and plate count method. Brazilian Archives of
Biology and Technology, Curitiba, v. 47, n. 1, p. 77-83, Mar. 2004.

PARSEK, M. R.; TOLKER-NIELSEN, T. Pattern formation in Pseudomonas
aeruginosa biofilms. Current Opinion in Microbiology, Oxford, v. 11, n. 6, p.
560-566, Dec. 2008.

PEIX, A.; RAMIREZ-BAHENA, M. H.; VELAZQUEZ, E. Historical evolution
and current status of the taxonomy of genus Pseudomonas. Infection, Genetics
and Evolution, Amsterdam, v. 9, n. 6, p. 1132-1147, Dec. 2009.

PERET-ALMEIDA, L. et al. Atividade antimicrobiana in vitro do rizoma em pé,
dos pigmentos curcumindides e dos 6leos essenciais da Curcuma longa L.
Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 32, n. 3, p. 875-881, maio/jun. 2008.



65

PLANO de desenvolvimento APL do agafrdo de mara rosa e regido. Goiania:
SGC, 2007. Disponivel em: <http://www.sgc.goias.gov.br>. Acesso em: 3 jan.
2008.

PLOUX, L. et al. Quantitative and morphological analysis of biofilm formation
on self-assembled monolayers. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
Amsterdam, v. 57, n. 2, p. 174-181, June 2007.

POMPERMAYER, D. M.; GAYLARDE, C. C. The influence of temperature on
the adhesion of mixed cultures of Sthapylococcus aureus and Escherichia coli to
polypropylene. Food Microbiology, London, v. 17, n. 4, p. 361-365, Aug. 2000.

QIN, N. Y. et al. Quantitative determination of eight components in rhizome
(Jianghuang) and tuberous root (Yujin) of Curcuma longa using pressurized
liquid extraction and gas chromatography-mass spectrometry. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Amsterdam, v. 43, n. 2, p. 486-492,
Jan. 2007.

REN, D. et al. Differential gene expression for investigation of Escherichia coli
biofilm inhibition by plant extract ursolic acid. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, v. 71, n. 7, p. 4022-4034, July 2005.

RINAUDI, L. et al. Effects of nutritional and environmental conditions on
Sinorhizobium meliloti biofilm formation. Research in Microbiology, Paris, v.
157, 1.9, p. 867-875, Nov. 2006.

ROCHEX, A. et al. Role of shear stress on composition, diversity and dynamics
of biofilm bacterial communities. Water Research, New York, v. 42, n. 20, p.
4915-4922, Dec. 2008.

ROHDE, D. C.; SILVEIRA, S. O.; VARGAS, R. R. A. O uso do corante
urucum (Bixa orellana L.) na técnica de coloragdo histologica. Revista
Brasileira de Anélises Clinicas, Sao Paulo, v. 38, n. 2, p. 119-121, abr. 2006.



66

RONNER, A. B.; WONG, A. C. L. Biofilm development and sanitizer
inactivation of Listeria monocytogenes and Salmonella Thyphimurium on
stainless steel and buna-n rubber. Journal of Food Protection, Des Moines, v.
56, n. 9, p. 750-758, Nov. 1993.

ROTA, M. C. et al. Antimicrobial activity and chemical composition of Thymus
vulgaris, Thymus zygis and Thymus hyemalis essential oils. Food Control,
Guildford, v. 19, n. 7, p. 681-687, July 2008.

RYDER, C.; BYRD, M.; WOZNIAK, D. J. Role of polysaccharides in
Pseudomonas aeruginosa biofilm development. Current Opinion in
Microbiology, Oxford, v. 10, n. 6, p. 644-648, Dec. 2007.

SALGADO, S. M. L. et al. Eclos@o e mortalidade de juvenis de segundo estagio
de Meloidogyne exigua em dleos essenciais. Nematologia Brasileira,
Campinas, v. 27, n. 1, p. 17-22, jan./mar. 2003.

SANGWAN, N. S. et al. Regulation of essential oil production in plants. Plant
Growth Regulation, Dordrecht, v. 34, n. 1, p. 3-21, Mar. 2001.

SANTANA, K. C. et al. Teores de bixina em urucum (Bixa orellana) 'Piave
Vermelha', em diferentes acondicionamentos e temperaturas. Tecnologia e
Ciéncia Agropecuaria, Jodo Pessoa, v. 2, n. 1, p. 19-22, mar. 2008.

SCHMID, M. W. et al. Evolutionary history of the genus Listeria and its
virulence genes. Systematic and Applied Microbiology, Stuttgart, v. 28, n. 1,
p- 1-18, Jan. 2005.

SENEVIRATNE, C. J. et al. Architectural analysis, viability assessment and
growth kinetics of Candida albicans and Candida glabrata biofilms. Archives
of Oral Biology, Elmsford, v. 54, n. 11, p. 1052-1060, Nov. 2009.



67

SHAFAHI, M.; VAFALI K. Biofilm affected characteristics of porous structures.
International Journal of Heat and Mass Transfer, Oxford, v. 52, n. 3/4, p.
574-581, Jan. 2009.

SHI, X.; ZHU, X. Biofilm formation and food safety in food industries. Trends
in Food Science & Technology, Cambridge, v. 20, n. 2, p. 407-413, Aug. 2009.

SHIRTLIFF, M. E.; MADER, J. T.; CAMPER, A. K. Molecular interaction in
biofilms. Chemistry and Biology, Cambridge, v. 9, n. 8, p. 859-871, Aug. 2002.

SIMOES, C. M. O. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed.
Porto Alegre: UFSC, 2007. 1102 p.

SIMOES, M.; SIMOES, L. C.; VIEIRA, M. J. Physiology and behavior of
Pseudomonas fluorescens single and dual strain biofilms underdiverse
hydrodynamics stresse. International Journal of Food Microbiology,
Amsterdam, v. 128, n. 2, p. 309-316, Dec. 2008.

. Review of current and emergent biofilm control strategies. LWT -
Food Science and Technology, London, v. 43, n. 1, p. 573-583, Jan. 2010.

. Species association increases biofilm resistance to chemical and
mechanical treatments. Water Research, New York, v. 43, n. 1, p. 229-237,
Jan. 2009.

SINGH, R.; PAUL, D.; JAIN, R. K. Biofilms: implications in bioremediation.
Trends in Microbiology, Cambridge, v. 14, n. 9, p. 389-397, Nov. 2006.

SOUZA, E. L. et al. Influence of Origanum vulgare L. essential oil on
enterotoxin production, membrane permeability and surface characteristics of
Staphylococcus aureus. International Journal of Food Microbiology,
Amsterdam, v. 137, n. 2/3, p. 308-311, Feb. 2010.



68

STOODLEY, P. et al. Biofilm as complex differentiated communities. Annual
Reviews Microbiology, Palo Alto, v. 56, p. 187-209, Nov. 2002.

SUTHERLAND, I. W. Biofilm exopolysaccharides: a strong and sticky
framework. Microbiology, New York, v. 147, n. 1, p. 3-9, Jan. 2001.

TEBALDI, V. M. R. Anélise e potencial de uso de 6leos essenciais no
controle de Pseudomonas sp. e na formacao de biofilme por Pseudomonas
aeruginosa. 2008. 94 f. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2008.

TENOVER, F. C. Mechanisms of antimicrobial resistance in bacteria. The
American Journal of Medicine, New York, v. 119, n. 6, p. 3-10, June 2006.

TRESSE, O. et al. Comparative evaluation of adhesion, surface properties, and
surface protein composition of Listeria monocytogenes strains after cultivation
at constant pH of 5 and 7. Journal of Applied Microbiology, Oxford, v. 101, n.
1, p. 53-62, July 2006.

UKPABI, U. J. et al. Physico-chemical characteristics of tumeric genotypes
cultivated in Nigeria as potential sources of commercial colourants. Journal of
Food Technology, Oxford, v. 6, n. 1, p. 9-13, Jan. 2008.

VERSTRAETEN, N. et al. Living on a surface: swarming and biofilm
formation. Trends in Microbiology, Cambridge, v. 16, n. 10, p. 496-506, Oct.
2008.

VILLENA, G. K. et al. Structural analysis of biofilms and pellets of Aspergillus
niger by confocal laser scanning microscopy and cryo scanning electron
microscopy. Bioresource Technology, Essex, v. 101, n. 6, p. 1920-1926, Mar.
2010.

VU, B. et al. Bacterial extracellular polysaccharides involved in biofilm
formation. Molecules, Basel, v. 14, n. 7, p. 2535-2554, 2009.



69

WIRTANEN, G.; HUSMARK, U.; MATTILA-SANDHOLM, T. Microbial
evaluation of the biotransfer potencial from surfaces with Bacillus biofilms after
rinsing and cleaning procedures in closed food-processing systems. Journal of
Food Protection, Des Moines, v. 59, n. 7, p. 727-733, July 1996.

ZACARIAS, G. D. et al. Porosity and tortuosity relations as revealed by a
mathematical modelo biofilm structure. Journal of Theoretical Biology,
London, v. 233, n. 2, p. 245-251, Mar. 2005.



70

CAPITULO 2

_ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E COMPOSICAO QUIMICA DE
OLEOS ESSENCIAIS DE FOLHAS DE Curcuma longa L. e Bixa orellana
L. SOBRE Pseudomonas aeruginosa E Listeria monocytogenes
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RESUMO

No Brasil ha véarias pesquisas que enfatizam a existéncia de diferentes
componentes quimicos entre os Oleos essenciais de diferentes espécies e
variedades de plantas. Objetivou-se nesse estudo identificar os constituintes
quimicos dos 6leos essenciais de folhas secas de acafrdo e urucum, verificar sua
acdo bactericida sobre Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa,
determinando a concentragdo minima inibitdria dos 6leos sobre cada bactéria, e
avaliar o modo de agdo dos 6leos sobre as células planctonicas por meio da
MET. Utilizando-se do processo de hidrodestilagdo para obtencdo dos oOleos
essenciais, pode-se observar que o rendimento dos 6leos foi de 2,78 e 0,21%,
enquanto que a umidade das folhas secas de agafrdo e de urucum foi de 13% e
10,6%, respectivamente. No o6leo essencial das folhas de agafrio foram
observados 17 constituintes quimicos, sendo identificados 88,23% deles, tendo
como majoritarios o-felandreno (41,07%), terpinoleno (27,38%), 1,8-cineol
(7,70%), B-pineno (4,79%) e limoneno (3,04%). Enquanto que no 6leo essencial
da folha de urucum foram encontrados 28 constituintes quimicos, sendo
identificados 75% deles, dos quais a-humuleno (43,01%), E-nerolidol (14,40%)
e espatulenol (7,57%) foram os constituintes quimicos majoritarios. A
concentragdo minima inibitoria dos 6leos essenciais foi de 0,5% sendo que os
6leos essenciais, quando em sinergismo, na concentracdo de 5% apresentou
maior halo de inibi¢do, para Pseudomonas aeruginosa (14,67mm). Os Oleos
essenciais de folhas secas de acafrdo, urucum e sinergismo sdo ativos contra o
crescimento de Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave: A¢do bactericida. Acafrdo. Urucum.
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ABSTRACT

In Brazil there are various research works that emphasize the existence
of different chemical components among the essential oils of different species
and varieties of plants. This study aimed to identify the chemical constituents of
the essential oils of dry leaves of turmeric and annatto, to verify their
bactericidal action on Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa,
determining the minimum inhibitory concentration of the oils on each bacterium
and to evaluate the action mechanism of the oils on the planktonic cells through
MET. Hydrodistillation process was adopted to obtain the essential oils, and in
the process we can observe that the yield of the oils was 2.78 and 0.21%, while
the moisture of the dry turmeric and annatto leaves was 13% and 10.6%,
respectively. In the essential oil of the turmeric leaves 17 chemical constituents
were observed and 88.23% were identified. The majority components were: a-
phellandrene (41.07%), terpinolene (27.38%), 1,8-cineol (7.70%) p-pinene
(4.79%) and limonene (3.04%). Twenty-eight chemical constituents were found
while in the essential oil of the annatto leaf and 75% of them were identified, of
which a- humulene (43.01%), E-nerolidol (14.40%) and spathulenol (7.57%)
were the majority chemical components. The minimum inhibitory concentration
of the essential oils was 0.5%, and the essential oils, when in synergism at the
concentration of 5%, presented the largest inhibition halo for Pseudomonas
aeruginosa (14.67mm). The essential oils of dry leaves of turmeric, annatto and
synergism are active against the growth of Listeria monocytogenes and
Pseudomonas aeruginosa.

Key words: Bactericidal action. Turmeric. Annatto.
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1 INTRODUCAO

A investigacdo de novos agentes antimicrobianos tem ganhado destaque
na ultima década devido, principalmente, ao declinio do numero de novos
farmacos aprovados e a perda iminente da prote¢do das patentes. Além disso,
observa-se o aumento do numero de bactérias resistentes a agentes sanificantes
utilizados tanto na 4area médica quanto na industria de alimentos (LI;
VEDERAS, 2009).

Os extratos de plantas superiores foram e ainda sdo muito utilizados
para a obtenc@o de substancias com acdo antimicrobiana. No entanto, muitas
vezes sua baixa concentragdo no extrato inviabiliza os processos de purificagdo
ou a acdo sinergistica dos diferentes compostos, causando grandes problemas as
industrias. Visando diminuir parametros envolvidos no isolamento e purificagdo
de compostos, os 6leos essenciais vém sendo estudados. Estes apresentam
elevada eficiéncia antimicrobiana e em concentragdes adequadas sdo
considerados seguros (GRAS) (DIMITRIJEVIC et al., 2007).

Na atualidade sdo conhecidos oleos essenciais de aproximadamente
3000 plantas, sendo comercializados em torno de 300. Ha intimeros
conglomerados internacionais que negociam oOleos essenciais, 0s mais
importantes emprega-os como matéria-prima para a producdo de aromas e
fragrancias, podendo ainda ser utilizados nas industrias de alimentos e na
agricultura, com mercado apresentando crescimento acima de 11% ao ano
(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Varias plantas sdo utilizadas para a extracdo de 6leos essenciais, sendo
que alguns estudos demonstraram que aqueles originarios de orégano, tomilho e
alecrim estdo entre os mais ativos antimicrobianos (DIMITRIJEVIC et al.,

2007), isso se deve principalmente pela presengca de compostos majoritarios
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como o timol e o carvacrol, substancias com elevada atividade microbiana
(LIOLIOS et al., 2009).

Na literatura ¢ bem definido que os 6leos essenciais contendo compostos
fenolicos como majoritdrios possuem maiores atividades antimicrobianas
(BURT, 2004), no entanto a atividade antimicrobiana pode também estar
atribuida a compostos terpénicos (LIOLIOS et al., 2009).

Em busca de novos compostos com elevada atividade antimicrobiana, os
6leos essenciais de varias plantas estdo sendo analisados quantitativamente e
qualitativamente, dentre elas tém-se o agafro e o urucum. Todavia, apenas os
rizomas de agafrdo e sementes de urucum tém sido foco de estudos. Na literatura
ha poucas referéncias sobre a atividade antimicrobiana de folhas de agafrdo e
urucum, no entanto alguns estudos mostram que os componentes majoritarios
dos Oleos essenciais desses vegetais pertence a classe dos terpenos, cuja
atividade bactericida é comprovada.

O potencial biocida de um 6leo ou de seus componentes varia de acordo
com as caracteristicas fisiologicas do microrganismo, fato sustentado por
diversos trabalhos que mostram que as bactérias Gram-positivas sdo mais
sensiveis aos 6leos essenciais do que as Gram-negativas. As bactérias Listeria
monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa apresentam resisténcia a uma
variedade de sanificantes sendo consideradas de grande importdncia na area
alimenticia e/ou médica, podendo causar desde perdas econOmicas até
problemas relacionados a satde publica.

Os objetivos deste estudo foram identificar os constituintes quimicos
dos Oleos essenciais de folhas secas de Curcuma longa L. (acafrdo) e Bixa
orellana L. (urucum); determinar o teor de umidade e rendimento dos 6leos
essenciais das folhas secas; verificar a ag¢do bactericida dos oOleos essenciais
sobre Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC

25853 determinando a concentragdo minima inibitéria dos o6leos sobre cada
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bactéria; e, avaliar o efeito dos 6leos sobre as células planctonicas por meio da

Microscopia Eletronica de Transmissao.
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2 MATERIAIS E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Quimica Orgénica do
Departamento de Quimica, Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos e Laboratorio de Microscopia e Analise
Ultra Estrutural da Universidade Federal de Lavras, onde foram realizadas a
extracdao dos oOleos essenciais, a determinagdo da concentra¢do minima inibitdria
e analise de microscopia eletronica de transmissdo, respectivamente. A analise
qualitativa dos o6leos essenciais foi realizada na Universidade Federal de

Sergipe.

2.1 Matéria-prima e extracdo dos 6leos essenciais

Folhas frescas de Curcuma longa L. (Acafrdo) e Bixa orellana L.
(Urucum) foram obtidas de culturas da regido de Mara Rosa (GO) e Presidente
Olegario (MG), respectivamente. Apos coletadas, as amostras foram secas a
sombra em temperatura ambiente e transportadas em sacos de papel até o
Laboratorio de Quimica.

Os oleos essenciais foram obtidos pela técnica de hidrodestilagdo,
utilizando um destilador de Clevenger modificado, por duas horas.

Os 6leos essenciais foram separados da agua (hidrolato) utilizando-se as
técnicas de rotoevaporagdo (urucum) e centrifugagdo (agafrao). No processo de
rotoevaporagao, o hidrolato foi particionado com diclorometano (1/3 do volume
do hidrolato) em funil de separagdo, para eliminacdo da fase aquosa e
recuperacdo do dleo essencial, operagdao que foi realizada por trés vezes. A fase
orgénica foi acrescida de sulfato de sodio anidro, deixada em repouso e filtrada
em papel de filtro. Posteriormente, o material filtrado foi evaporado em um

evaporador rotatdrio sob pressdo entre 200-300 mmHg a 40 °C. Para a retirada
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do restante do diclorometano foi utilizada uma pistola de secagem. No processo
de separacdo por centrifugago foi utilizada uma centrifuga de cruzeta horizontal
965,36 x G por 5 min. O 6leo essencial obtido foi armazenado em vidros &mbar
envoltos com papel aluminio e estocados em temperatura de refrigeracao.

O rendimento do 6leo essencial foi expresso em % volume/massa, ou
seja, volume (mL) de oOleo essencial por massa (g) de material vegetal
seco.

Paralelamente foi realizado o teste de umidade, segundo Pimentel et al.
(2008), em que foram adicionados, em baldo volumétrico de 250 mL, 5 g da
amostra e 80 mL de ciclohexano. Apds duas horas de ebuli¢do o volume de agua
obtido foi medido e calculado o teor de umidade.

Todo procedimento foi realizado em triplicata.

2.1.1 Identificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais

Para a avaliac¢do qualitativa dos d6leos essenciais, estes foram submetidos
a cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG/EM),
utilizando o aparelho Shimadzu modelo CG-17A, com detector seletivo de
massa modelo QP 5000. As condi¢des operacionais foram: coluna capilar de
silica fundida com fase ligada DB5 (30m X 0,25 mm), gas carreador utilizado
hélio a uma vazdo de 1mL/min, temperaturas de 220 °C no injetor e 240 °C no
detector, programacao da coluna e temperatura inicial 40 °C com acréscimo de 3
°C a cada minuto.

Os compostos foram identificados por comparacdes com espectros
existentes na biblioteca (Wiley, 229) e pelo indice Kovat's (ADAMS, 1995).

Para avaliagdo quantitativa foi utilizado um cromatografo gasoso
Shimadzu, modelo 17A, acoplado a um detector de ioniza¢do de chama de

hidrogénio (FID), coluna capilar DBS. O gas carreador foi o nitrogénio, a uma
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vazao de 2,2ml/min, taxa split 1:10 e volume injetado de 1puL. As temperaturas
do injetor ¢ do detector foram fixadas em 220 °C e 240 °C, respectivamente,
com pressdo da coluna de 115KPa. Foram realizadas trés inje¢des para cada 6leo
testado, obtendo-se a concentragdo média e o desvio padrio para cada

constituinte, sendo a quantifica¢do obtida por meio de normalizagdo da area.

2.2 Microrganismos padrdes

As bactérias utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Listeria monocytogenes ATCC 19117.
As culturas estoque foram armazenadas em meio de congelamento (glicerol - 15
mL; peptona bacteriologica - 0,5 g; extrato de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g;
agua destilada 100 mL).

2.2.1 Obtencao do indculo

A reativagdo das cepas foi realizada inoculando-se 10 uL. de cada cultura
em tubos contendo 3 mL de caldo TSB (Tryptone Soy Broth) e incubados, por
24 horas, a 37 °C. Apos a incubagdo, foram retirados 10 pL dos inodculos e
transferidos para 200 mL de caldo TSB. O numero de células por mL, de cada
cultura, foi quantificado utilizando-se a curva padrdo. As culturas bacterianas

foram padronizadas para cerca de 10’ UFC/mL.
2.3 Determinacao da concentracdo minima inibitoria (CMI)
A metodologia empregada foi a difusdo cavidade em Agar (BAUER et

al., 1966) com modificagdes, empregando-se para tal TSA (Agar tripticase de

soja) acrescida de 0,5% de Tween 80. Inicialmente, foi adicionada uma fina
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camada de agar sobre placas de Petri com diametro de 140 mm e solidificado em
camera de fluxo laminar a temperatura ambiente. Sobre o meio sélido foram
acomodadas 9 esferas de vidro estéreis com didmetro de 3 mm e volume de 7
mm’.

O meio de cultura, TSA acrescido de 0,5 de Tween 80, foi inoculado
com a cultura padronizada (10’ UFC/mL) e depositado sobre a camada de agar
solido. Apds a solidificacdo, as esferas foram retiradas e, posteriormente, os
slots formados foram preenchidos com 8 uL de 6leo essencial, nas diferentes
concentragoes. As diluigdes dos o6leos de agafrdo, urucum e sinergismo foram
preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se as concentragdes de 10%,
5%, 2,5%, 1,5% e 0,5%. Para verificar o efeito do DMSO sobre as bactérias,
esse foi utilizado como controle a 100%. O procedimento foi realizado em
triplicata e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apoés esse intervalo,

a mensuragdo dos halos de inibicdo formados foi realizada com paquimetro

digital NEDOROSTOVA et al., 2009) com modificacdes.

2.4 Avaliacdo da atuacao dos dleos essenciais sobre os microrganismos por
Microscopia eletronica de transmisséo

Apos a padronizacdo das culturas, aliquotas de 1 mL de cada uma foram
transferidas para tubos eppendorf e centrifugadas a 5000 rpm por 5 min. O pelet
foi tratado com os 6leos essenciais e sua mistura na concentragdo de 0,5% por
15 min. Apoés esse periodo, as culturas foram centrifugadas e o sobrenadante
descartado; os pelets foram emblocados pela adigdo de 0,5 mL de agarose 1,5%.

Os blocos de agarose contendo as células foram imersos em solugdo
fixadora (Karnovsky modificado), pH 7,2, pelo periodo de 48 horas. Apds este
periodo, os blocos foram lavados com tampao cacodilato por trés vezes de 10
minutos e poés-fixados em tetréxido de o6smio 1%, em &gua, por 1 hora.

Posteriormente foi realizada a lavagem dos blocos, por trés vezes, em dgua
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destilada. Para aumentar o contraste, as amostras foram colocadas em acetato de
uranila 0,5% e deixadas overnight a temperatura de refrigeragdo. Apds esse
periodo, foram desidratados em etanol (25%, 50%, 70% e 90% por 10 min.;
99,9% por duas vezes de 10 min.). O material foi incluido em resina Spurr a
30%, 70% e 100% e, apds a inclusdo, levado a estufa a 70 °C por 24 horas.
Antes de ser seccionado, o bloco foi desbastado e nele realizado um corte de
formato trapezoidal com base maior de aproximadamente 1,5 mm. Apods o
desbaste, foram obtidos cortes semi e ultrafinos utilizando-se navalhas de
diamante presas ao ultramicrétomo. As secgdes semifinas, que tinham entre
0,025 ¢ 0,5y, foram transferidas para uma ldmina contendo uma gota de agua
destilada e coradas com azul de toluidina. Secg¢des ultrafinas de coloragdo
dourada (100 nm) foram coletadas com auxilio de telinha contendo filme
plastico de formvar, secas em papel de filtro. As sec¢Oes foram pds-contrastadas
em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo por trés minutos cada e, na
sequéncia, examinadas em microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM 109,

a 80kv (ALVES, 2004).

2.5 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento em
blocos casualizados.

As andlises estatisticas foram realizadas com o software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) em que utilizou-se de andlise de
variancia por meio do teste F para verificar a diferenca entre os tratamentos.
Quando significativo a comparacdo de médias para os oOleos e suas

concentragdes foram realizadas por meio do teste de Scott e Knott (1974).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigdo quimica dos 6leos essenciais

No Brasil ha varias pesquisas que enfatizam a existéncia de diferentes
componentes quimicos entre os Oleos essenciais de diferentes espécies e
variedades. Oleos essenciais obtidos de rizomas de Curcuma longa L. e
sementes de Bixa orellana L., teém sido alvo de varias pesquisas, no entanto
poucos sdo os relatos referentes a 6leos essenciais de folhas desses vegetais.

Utilizando-se do processo de hidrodestilagdo para obtencdo dos dleos
essenciais de folhas secas de Curcuma longa L. e Bixa orellana L., pode-se
observar que existe grande variacdo na umidade e rendimento. A umidade das
folhas secas de Curcuma longa L. e de Bixa orellana L. foi de 13,2% ¢ 10,6%,
enquanto que o rendimento dos 6leos foi de 2,78 e 0,21%, respectivamente.

De acordo com Natta et al. (2008) tais diferencas sdo geralmente em
fun¢do das caracteristicas genéticas, da idade da planta e do ambiente. Segundo
Gobbo-Neto ¢ Lopes (2007) a época em que uma planta ¢ coletada é um dos
fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a
natureza dos constituintes ativos nao sdo constantes durante o ano. A idade e o
desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgaos vegetais, também
sdo de consideravel importancia e podem influenciar ndo sé a quantidade total
de metabolitos produzidos, mas, também, as proporcdes relativas dos
componentes da mistura.

As Tabelas 1 e 2 mostram os componentes quimicos dos o6leos
essenciais das folhas de acafrdo e urucum, identificados por cromatografia em

fase gasosa acoplada ao espectrometro de massa (EG/EM).
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Tabela 1 Constituintes quimicos dos dleos essenciais de Curcuma longa L.
identificados por cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrometro de massa (CG/EM)

Composto ~ Tempo de 1Ky IK¢ Nome
retencao

1 4,129 804 824 Butanoato de etila
2 7,701 939 933 a-pineno
3 9,217 979 979 B-pineno
4 9,565 990 990 Mirceno
5 10,261 1002 1010 o-felandreno
6 10,317 1011 1011 0-3-careno
7 10,594 1017 1019 a-terpineno

8 10,894 1026 1027 0-cimeno
9 11,056 1029 1031 Limoneno

10 11,189 1031 1035 1,8-cineol

11 12,126 1059 1060 y-terpineno
12 13,192 1088 1089 Terpinoleno
13 13,669 1096 1101 Linalol

14 17,038 1182 1191 p-cimen-8-ol
15 17,342 1188 1199 a-terpineol

IK;: Indice de Kovat’s tabelado; IK¢: Indice de Kovat’s calculado
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Tabela 2 Constituintes quimicos dos o6leos essenciais de Bixa orellana L.
identificados por cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrometro de massa (CG/EM)

Composto  Tempo de 1Ky IK¢ Nome
retengao

1 4,127 804 823 Butanoato de etila
2 7,695 939 933 a-pineno
3 9,207 979 979 B-pineno
4 23,769 1376 1379 a-copaeno
5 24,218 1390 1391 B —elemeno
6 25,301 1419 1424 E-cariofileno
7 26,169 1447 1450 Myltayl-4(12)-ene
8 26,547 1454 1461 o-humuleno
9 27,035 1466 1476 Ishwarano

10 27,336 1485 1485 Germancreno D
11 27,455 1488 1489 Aristolocheno

12 27,711 1497 1496 Valenceno

13 27,879 1495 1502 y-amorfeno

14 28,493 1523 1522 d-cadineno

15 28,601 1522 1525 7-epi-a -selineno
16 29,776 1563 1563 E-nerolidol

17 30,435 1578 1584 Espatulenol

18 31,969 1636 1635 Cadin-4-en-7-ol
19 32,439 1642 1651 Epi-a-muurolol
20 32,921 1660 1667 Neo-intermedeol
21 33,076 1671 1672 Bulnesol

IK: Indice de Kovat’s tabelado; IK¢: Indice de Kovat’s calculado

No dleo essencial das folhas de Curcuma longa L. foram isolados 17
constituintes quimicos, sendo identificados 88,23% deles, tendo como
majoritarios a-felandreno (41,07%), terpinoleno (27,38%), seguidos de 1,8-
cineol (7,70%), B-pineno (4,79%) e limoneno (3,04%), pertencentes a classe dos

monoterpenos. No Oleo essencial da folha de Bixa orellana L. foram
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encontrados 28 constituintes quimicos, sendo identificados 75% deles, dos quais
o-humuleno (43,01%), E-nerolidol (14,40%) e espatulenol (7,57%) foram os
constituintes quimicos majoritarios, pertencentes a classe dos sesquiterpenos.
Em estudo realizado por Behura, Sahoo e Srivastava (2002) foram
encontrados os componentes quimicos de 6leos essenciais de folhas de Curcuma
longa L. extraidos por hidrodestilagdo a-felandreno (38,24%), Cg-aldeido
(20,58%), 1,8-cineol (8,64%), a-pineno (2,88%) e B-pineno (2,36%), sabineno
(0,40%), mirceno (1,17%), p-cimeno (6,05%), linalol (0,58%), cariofileno
(0,70%), geraniol (1,77%) e metil-heptanone (0,05%). Tripathi et al. (2002)
encontraram como constituintes majoritarios o mirceno (40,19%), p-cimeno
(23,05%) e 1,8-cineol (13,16%); seguidos de a-pineno (1,83%), B- pineno
(3,42%), y-terpineno (2,03%), terpenoleno (0,11%), linalol (1,37%), p-cimeno-
8-ol (0,17%), mirtenal (0,53%), ar-turmerona (0,71%), a-turmerona (3,0%) e B-
turmerona (1,06%). Os autores comentaram que os 6leos eram constituidos de
82,9% e 16,3% de monoterpenos, nas folhas e rizomas frescos, respectivamente.
Em estudos fitoquimicos com sementes de Bixa orellana L. foi
observada a presenca de varios derivados de carotendides (incluindo bixina e
norbixina), alguns terpendides, tocotriendis, arenos e flavonoides (incluindo
luteolina e apigenina); nas folhas, bisulfatos de flavondides e sesquiterpenos,
sendo o majoritdrio o ishwarano; nas raizes, o triterpeno acido tomentosico

(SHILPI et al., 2006).

3.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais de Curcuma
longa L., Bixa orellana L. e seu sinergismo sobre Listeria monocytogenes e
Pseudomonas aeruginosa foram qualitativamente e quantitativamente analisadas

avaliando-se a presenga e o didmetro do halo de inibigao.
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Na Tabela 3 pode-se observar que os 6leos essenciais ¢ suas misturas
apresentaram atividade antibacteriana sobre P. aeruginosa e L. monocytogenes.
De acordo com andlise de varidncia por meio do teste F, houve diferenca
significativa (p[10,05) em relacdo aos Oleos e concentragdes sobre P.
aeruginosa, sendo o 6leo em combina¢do melhor do que o 6leo de urucum e
acafrdo, de acordo com o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia
(APENDICE A).

Para L. monocytogenes apenas o efeito da concentragéo foi significativo,
sendo que os dleos de agafrdo, urucum e suas combinagdes apresentaram o

mesmo comportamento (APENDICE B).

Tabela 3 Valores médios do tamanho dos halos em diferentes concentragdes de
Curcuma longa L., Bixa orellana L. ¢ o sinergismo

Diametro da zona de inibi¢do (mm)

P. aeruginosa L. monocytogenes
(%) Acafrdio  Urucum  Sinergismo  Acafrdo  Urucum  Sinergismo
Controle 0,00 a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
0,5 0,83a 6,50b 1,50* 2,33b 1,83b 2,33b
1,5 0,83a 4,00b 2,67% 2,50b 2,17b 1,83a
2,5 0,83a 3,00b 7,67b 2,50b 2,17b 2,67b
5,0 2,00a 4,67b 14,67b 2,33b 2,50b 3,67b
10,0 0,83a 0,00a 9,83b 2,17b 3,00b 2,83b

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de significancia.

Avaliando a acdo antimicrobiana de cada oOleo essencial, os maiores

halos de inibigao para agafrdo foram encontrados nas concentra¢des de 5% (2,00
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mm) e 1,5 ¢ 2,5 (2,5 mm), enquanto que de urucum foram nas concentragdes de
0,5% (6,50 mm) ¢ 10% (3,0 mm), para P. aeruginosa e L. monocytogenes,
respectivamente. Os 6leos essenciais quando em combinag@o, na concentragdo
de 5%, promoveram a formacgdo de maior halo de inibicdo, com didmetro de
14,67 mm para P. aeruginosa ¢ 3,67 mm para L. monocytogenes.

O ¢6leo essencial de folhas de agafrdo teve terpenos como compostos
preponderantes, sendo o a-felandreno encontrado como composto majoritario.
Plantas que contém esse composto como majoritario e outros terpenos
apresentam elevado potencial antimicrobiano. Entretanto, nesse estudo o 6leo
essencial de folha de agafrdo ndo foi muito efetivo contra P. aeruginosa nem L.
monocytogenes.

Segundo Jiang, Timmermann ¢ Gang (2006) os principais responsaveis
pelas atividades bioldgicas e medicinais de rizomas de agafrdo sdo os
diarileptandides representados pela curcumina, desmetoxicurcumina ¢
bidesmetoxicurcumina e os sesquiterpenos.

Trabalhos realizados com extrato alcoolico do rizoma de acafrdo
mostram que esse tem efeito bactericida sobre Staphylococcus aureus e L.
monocytogenes (BARA; VANETTI, 1998); ja o o6leo essencial de rizoma de
Curcuma longa L. inibiu o crescimento de Listeria monocytogenes, S. aureus e
B. cereus, apresentando halo de inibi¢do de 16 mm, 9 mm e 10 mm,
respectivamente e, em contrapartida, ndo foi capaz de inibir E. coli (NATTA et
al., 2008).

Pouco se encontra na literatura sobre o 6leo essencial de folhas de
urucum, uma vez que a planta € perene e seu cultivo ocorre devido a exploragdo
das sementes. Contudo, estudos fitoquimicos mostram que nas folhas sdo
encontrados mono ¢ sesquiterpenos, sendo o composto majoritario o ishwarano
(LORENZI; MATOS, 2002; SHILPI et al., 2006). Nesse estudo o componente

principal foi o a-humuleno pertencente a classe dos sesquiterpenos que, de
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acordo com Jirovetz et al. (2006) possui agdo bactericida sobre P. aeruginosa e
outras bactérias Gram-negativas, mas ineficiente contra S. aureus.

Resultado de estudo realizado por Coelho et al. (2003) revelou que
Pseudomonas aeruginosa tratada com tintura preparada a partir de folhas
frescas de urucum apresentou maior halo de inibi¢do (11,1%+1,7) do que as
tratadas com tinturas preparadas de orgdos frescos como caule (7,6£2,7), flor
(4,6%1,7), frutos verdes (8,5+0,9) e raiz (6,8+0,7). Tais resultados mostram que
P. aeruginosa apresentou grande sensibilidade aos componentes existentes nas
folhas de urucum. Entretanto, P. aeruginosa apresentou resisténcia a extrato
hidroalcodlico de sementes de urucum a 10% (GONCALVES; ALVES FILHO;
MENEZES, 2005).

A atividade antimicrobiana dos O6leos essenciais ¢ atribuida
principalmente aos seus compostos majoritarios (BAKKALI et al., 2008).
Entretanto, existem evidéncias de que componentes minoritarios t€ém importante
papel na atividade antimicrobiana do 6leo, promovendo acdo sinergistica entre
os demais (BURT, 2004). Alguns estudos tém concluido que os dleos essenciais
tém maior atividade antibacteriana quando em sinergismo, pois um componente
pode ter efeito minimo quando isolado e quando em combinagdo pode ter seu
efeito potencializado, tal fato também foi observado neste estudo.

Pode-se observar que para P. aeruginosa houve efeito sinérgico entre os
6leos, efeito notado também para L. monocytogenes em menor intensidade. A
5% de cada 6leo houve o maior efeito antimicrobiano da mistura dos dleos sobre
P. aeruginosa, ou seja, o maior efeito sinérgico entre os 6leos.

O estudo da agdo antimicrobiana de Oleo essencial de Litsea nakaii
mostra que esse foi efetivo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
sendo mais efetivos sobre as Gram-positivas, principalmente S. aureus. Os
compostos majoritarios desse 6leo foram o o humuleno (15,5%), d-cadineno

(9,2%), d&-selineno (7,1%), viridifloreno (4,7%) e a-muuroleno (4,3%) (HO et
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al., 2009). Contudo, o a-humuleno nio apresenta atividade biocida quando
avaliado sobre S. aureus (JIROVETZ et al., 2006). Assim, esses estudos
mostram que, embora o composto majoritario seja de grande importancia, os
outros compostos também t€m papel importante.

Outro composto encontrado no 6leo de folha de urucum com atividade
antimicrobiana comprovada foi o E-nerolidol. Este composto ¢ usado em
pequenas quantidades em varios enxaguantes bucais, como flavorizante e
antimicrobiano, sendo também empregado como componente sinérgico em
sanificante a base de amoénio quaternario (UNITED STATES PATENT, 2002).

Buscando melhor entendimento da ac¢do dos oOleos essenciais
empregados e suas misturas sobre a estrutura de P. aeruginosa (Figura 1) e L.
monocytogenes (Figura 2) foram analisadas eletromicrografias de transmissao

das células.



500 nm

Figura 1 Eletromicrografia de transmissao de Pseudomonas aeruginosa exposta
a Oleos essenciais na concentracdo de 0,5%. Controle (A), Célula
bacteriana exposta ao DMSO (B); Agafrdo (C); Urucum (D) e Urucum
+ Acafrdo - Sinergismo (E). PC (Parede celular); C (Citoplasma); MC
(Membrana citoplasmatica).

Cultura de P. aeruginosa foi tratada com DMSO (Figura 1B) buscando-
se avaliar possiveis danos estruturais as células causadas pelo diluente utilizado

no experimento, contudo ao se comparar com as células ndo tratadas (Figura 1A)
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ndo foi observada nenhuma alteragdo tanto no conteudo citoplasmatico como na
parede celular. Por outro lado, apds o tratamento das células com os oleos
essenciais de agafrdo, urucum e suas misturas observou-se alteragdo da estrutura
celular (Figuras 1C, 1D e 1E). Verificou-se que o maior dano foi causado pelo
6leo essencial de acafrdo (Figura 1C), uma vez que houve perda da parede
celular e aparente alteracdo na densidade do citoplasma, além de as células se
disporem umas proximas as outras. O tratamento com 6leo essencial de urucum
(Figura 1D) e o sinergismo (Figura 1E) causou apenas ruptura da parede celular

e danos na membrana citoplasmatica.



Figura 2 Eletromicrografia de transmissdo de Listeria monocytogenes exposta a
Oleos essenciais na concentracdo de 0,5%. Controle (A), Célula
bacteriana exposta ao DMSO (B); Acafrdo (C); Urucum (D) e Urucum
+ Acafrio - Sinergismo (E). PC (Parede celular); C (Citoplasma); MC
(Membrana citoplasmatica).

O comportamento das células de L. monocytogenes quando tratada com
DMSO (Figura 2B) foi semelhante ao de P. aeruginosa, ndo se observando

nenhuma alterag¢@o na integridade celular quando comparada com as células ndo
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tratadas (Figura 2A). Apods os tratamentos com o0s 6leos essenciais e sua mistura
foram observados danos na parede celular (Figuras 2C, 2D e 2E) e, como
conseqiiéncia, pode-se observar extravasamento do contetido citoplasmatico,
com coagulagdo de parte dele. Este fato foi observado nas células tratadas com
acafrdo (Figura 2C) e urucum (Figura 2D).

O Oleo essencial da folha de acafrdo parece interagir com a parede
celular das células de P. aeruginosa e L. monocytogenes promovendo sua lise
parcial. Resultado semelhante foi encontrado para Pseudomonas fluorescens
que, apds tratamento com cinnamaldeido e limoneno, apresentam modificagdes
externas, devido, provavelmente, a penetracdo desses compostos no envelope
celular (DI PASQUA et al., 2007). Da mesma forma, o 6leo essencial de folhas
de urucum também atuou na parede celular de ambas as células.

Sabe-se que P. aeruginosa possui baixa susceptibilidade a agentes
antimicrobianos com diversas estruturas ¢ funcionalidades. Varios mecanismos
podem estar relacionados a essa caracteristica da bactéria incluindo a redugdo da
permeabilidade dos compostos na membrana externa e seu sistema de efluxo
muito ativo. Em estudo realizado por Longbottom et al. (2004) fica claro que a
membrana externa a protege do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e de
seus componentes, nos quais processos dependentes de energia estdo envolvidos.
Os autores ainda sugerem que processos de efluxo podem estar envolvidos. Ja
L. monocytogenes parece ter seu processo de utilizacdo de glicose inibido em
presenca de eugenol (GILL; HOLLEY, 2004).

Di Pasqua et al. (2007) mostraram que o timol, carvacrol, limoneno,
cinamaldeido e eugenol apresentaram elevada interagdo com a parede celular e
membrana citoplasmatica de varias bactérias, promovendo alteragdes estruturais.
Assim, a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais ndo esta atribuida a um
mecanismo especifico. Devido ao seu carater lipofilico, passa através da parede

celular e membrana citoplasmatica, rompendo as estruturas das diferentes
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camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos, tornando-a mais
permeavel, o que ocasiona a perda de ions e a reducdo do potencial da
membrana, no colapso da for¢a proton motiva, alteragdo do fluxo de elétrons e
na atividade de transporte, além de permitir a ligagdo de macromoléculas e lise
celular (BURT, 2004). Os 6leos essenciais podem ainda coagular o citoplasma e
danificar lipidios e proteinas (BAKKALI et al., 2008). Neste estudo foi possivel
observar a coagulacdo dos constituintes celulares de L. monocytogenes quando
tratada com urucum.

Segundo Gardini et al. (2009) bactérias Gram-negativas apresentam
maior resisténcia a alguns agentes antimicrobianos e tal mecanismo esta
atribuido, principalmente, 8 membrana externa que age como eficiente barreira
contra macromoléculas e substancias hidrofobicas, bem como ao maior contedo
de 4cidos graxos ciclopropanicos da membrana interna.

Os resultados revelados pelas eletromicrografias corroboram dados
encontrados na literatura, que mencionam que um dos principais efeitos
causados por o6leos essenciais sdo danos na parede celular. Vale ressaltar que o
modo de a¢do de cada Oleo estd relacionado diretamente aos constituintes
presentes e estruturas das células.

Na literatura ha caréncia de estudos que aplicam a microscopia
eletronica de transmissdo como instrumento para analisar o efeito de oOleos
essenciais sobre bactérias. Muitos desses estudos ainda sdo realizados utilizando
a microscopia eletronica de varredura, mas somente a MET fornece dados
precisos sobre tais efeitos. Dessa maneira, pode-se dizer que a microscopia
eletronica de transmissdo utilizada nesse estudo ¢ uma ferramenta adicional e

importante para estudo dessa atividade.
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4 CONCLUSAO

A concentragdo minima inibitoéria dos Oleos essenciais foi de 0,5%,
sendo que os Oleos essenciais quando em sinergismo, na concentragcdo de 5%,
apresentou maior halo de inibigdo, para Pseudomonas aeruginosa.

A microscopia eletronica de transmissdo permitiu observar as alteragdes
causadas as células quando expostas a dleos essenciais de agafrdo, urucum e
sinergismo na concentragao de 0,5%.

Os o6leos essenciais de folhas secas de agafrdo, urucum e sinergismo
foram ativos contra o crescimento de Listeria monocytogenes e Pseudomonas

aeruginosa.



95

REFERENCIAS

ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas
chromatography/mass spectroscopy. Iliois: Allure, 1995. 469 p.

ALVES, E. Introducao & microscopia eletrénica de varredura e de
transmissdo. Lavras: UFLA-FAEPE, 2004. 43 p.

BAKKALL F. et al. Biological effects of essential oils: a review. Food and
Chemical Toxicology, Amsterdam, v. 46, n. 2, p. 446-475, Feb. 2008.

BARA, M. T. F.; VANETTI, M. C. D. Estudo da atividade antimicrobiana de
plantas medicinais, aromaticas e corantes naturais. Revista Brasileira de
Farmacognosia, Curitiba, v. 7/8, n. 1, p. 22-34, mar. 1998.

BAUER, A. W. et al. Antibiotic susceptibility testing by a standardized single
disk method. American Journal Clinic Pathology, Baltimore, v. 45, p. 493-
496, 1966.

BEHURA, S.; SAHOO, S.; SRIVASTAVA, V. K. Major constituents in leaf
essential oils of Curcuma longa L. and Curcuma aromatica Salisb. Current
Science, Bangalore, v. 83, n. 11, p. 1-2, Dec. 2002.

BIZZO, H. R.; HOVELL, A. M. C.; REZENDE, C. M. Oleos essenciais no
Brasil: aspectos gerais, desenvolvimento e perspectivas. Quimica Nova, Sdo
Paulo, v. 32, n. 3, p. 588-594, maio/jun. 2009.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications
in foods: a review. International Journal of Food Microbiology, Amsterdam,
v. 94, n. 3, p. 223-253, Aug. 2004.



96

COELHO, A. M. S. P. et al. Atividade antimicrobiana de Bixa orellana L.
(Urucum). Revista Lecta, Braganca Paulista, v. 21, n. 1/2, p. 47-54, jan./dez.
2003.

DI PASQUA, R. et al. Membrane toxicity of antimicrobial compounds from
essential ois. Journal of Agriculture and Food Chemistry, Washington, v. 55,
n. 12, p. 4863-4870, June 2007.

DIMITRIJEVIC, S. 1. et al. A study of the synergistic antilisterial effects of a
sub-letal dose of lactic acid and essential oils from Thymus vulgaris L.,
Rosmarinus officinalis L. and Origanum vulgare L. Food Chemistry, Barking,
v. 101, n. 2, p. 774-782, Apr. 2007.

GARDINI, F. et al. Composition of four essential oils obtained from plants from
Cameroon, and their bactericidal and bacteriostatic activity against Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis and Staphylococcus aureus. African
Journal of Microbiology Research, Nigeria, v. 3, n. 5, p. 264-271, May 2009.

GILL, A. O.; HOLLEY, R. A. Mechanisms of bactericidal action of
cinnamaldehyde against Listeria monocytogenes and of eugenol against L.
monocytogenes and Lactobacillus sakei. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, v. 70, n. 10, p. 5750-5755, Oct. 2004.

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no
contetdo de metabolitos secundarios. Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 30, n. 2, p.
374-381, mar./abr. 2007.

GONCALVES, A. L.; ALVES FILHO, A.; MENEZES, H. Estudo comparativo
da atividade antimicrobiana de extratos de algumas arvores nativas. Arquivos
do Instituto Biol6gico, Sao Paulo, v. 72, n. 3, p. 353-358, jul./set. 2005.

HO, C. L. et al. Composition and antimicrobial activity of the leaf essential oil
of Litsea nakaii from Taiwan. Natural Product Communication, Westerville,
v.4,1n. 6, p. 865-868, Dec. 2009.



97

JIANG, H.; TIMMERMANN, B. N.; GANG, D. R. Use of liquid
chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry to identify
diarylheptanoids in turmeric (Curcuma longa L.) rhizome. Journal of
Chromatography, Amsterdam, v. 1111, n. 1, p. 21-31, Apr. 2006.

JIROVETZ, L. et al. Antimicrobial testings, gas chromatographic analysis and
factory evaluation of an essential oil of hop cones (Humulus lupulus L.) from
Bavaria and some of its main compounds. Scientia Pharmaceutica, Vienna, v.
74, n. 4, p. 189-201, 2006.

LI, J. W. H.; VEDERAS, J. C. Drug discovery and natural products: end of an
era or an endless frontier? Science, New York, v. 325, n. 5937, p. 161-165, July
2009.

LIOLIOS, C. C. et al. Liposomal incorporation of carvacrol and thymol isolated
from the essential oil of Origanum dictamnus L. and in vitro antimicrobial
activity. Food Chemistry, Barking, v. 112, n. 1, p. 77-83, Jan. 2009.

LONGBOTTOM, C. I. et al. Tolerance of Pseudomonas aeruginosa to
Melaleuca alternifolia (tea tree) oil is associated with the outer membrane and
energy-dependent cellular processes. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, Birmingham, v. 54, n. 2, p. 386-392, July 2004.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e
exoticas. 2. ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2002. 511 p.

NATTA, L. et al. Essential oil from five Zingiberaceae for anti food-borne
bacteria. International Food Research Journal, Selangor, v. 15, n. 3, p. 337-
346, 2008.

NEDOROSTOVA, L. et al. Antimicrobial properties of selected essential oils in
vapour phase against foodborne bacteria. Food Control, Guildford, v. 20, n. 2,
p. 157-160, Feb. 2009.



98

PIMENTEL, F. A. et al. Método para determinacao de umidade de plantas
romaéticas. Fortaleza: EMBRAPA, 2008. 4 p.

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: a language and environment for
statistical computing. Vienna: R Foundation for Statistical Computing, 2010.
Disponivel em: <http://www.r-project.org>. Acesso em: 14 ago. 2010.

SCOTT, A.; KNOTT, M. Cluster-analysis method for grouping means in
analysis of variance. Biometrics, Washington, v. 30, n. 3, p. 507-512, Sept.
1974.

SHILPI, J. A. et al. Preliminary pharmacological screening of Bixa orellana L.
leaves. Journal of Ethnopharmacology, Lausanne, v. 108, n. 2, p. 264-271,
June 2006.

TRIPATHI, A. K. et al. Bioactivities of the leaf essential oil of Curcuma Longa
(Var.Ch-66) on three species of stored-product beetles(Coleoptera). Journal of
Economic Entomology, College Park, v. 95, n. 1, p. 183-189, Jan. 2002.

UNITED STATES PATENT. Elias A. Shaheen; Judy Y. Ikawa; Robert L.
Blum. Enhanced antimicrobial composition. US n. B1 6361787, 26 mar.
2002.



99

CAPITULO 3

APLICACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE Curcuma longa L.
(ACAFRAO) E Bixa orellana L. (URUCUM) NO CONTROLE DE
BIOFILME FORMADO POR Listeria monocytogenes ATCC 19117 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 EM SUPERFICIE DE
POLIPROPILENO
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RESUMO

Em ambientes naturais microrganismos sdo comumente encontrados em
associacdes com a superficie e interface, formando agregados celulares
embebidos em uma matriz polimérica que eles mesmos produzem, denominada
de biofilme. Em superficie de contato com alimento os biofilmes sdo
recalcitrantes fontes de contaminagao, no entanto a aplicagdo de antimicrobianos
naturais ¢ considerada uma eficiente alternativa no controle de biofilmes.
Objetivou-se avaliar o potencial de formagdo de biofilme das bactérias Listeria
monocytogenes ATCC 19117 ¢ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 em
superficie de polipropileno, quando cultivadas em TSB; avaliar o potencial
bactericida dos Oleos essenciais de Curcuma longa L. e Bixa orellana L.
separadamente e combinados, no biofilme maduro; e, avaliar por microscopia
eletrénica de varredura aspectos morfologicos do biofilme maduro, bem como a
acdo dos Oleos essenciais sobre o mesmo. Pseudomonas aeruginosa e Listeria
monocytogenes foram cultivas em TSB a 37 °C e submetidas ao processo de
formagdo de biofilme na superficie de polipropileno. As células aderidas foram
tratadas com Oleos essenciais de acafrdo, urucum e sinergismo na concentragao
de 0,5%, sobre diferentes tempos de contato. Houve crescimento satisfatorio de
ambas as bactérias no TSB que, no entanto ndo foram capazes de formar
biofilme na superficie de polipropileno. Os oOleos essenciais inibiram
completamente o crescimento de L. monocytogenes na superficie de
polipropileno, enquanto que P. aeruginosa mostrou-se resistente ao Oleo
essencial de agafrdo por 15 minutos e urucum a 15 e 60 minutos, havendo pouca
redugdo.

Palavras-chave: Células sésseis. Contamina¢do. Antimicrobianos.
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ABSTRACT

In natural environments, microorganisms are commonly found in
association with the surface and interface, forming cellular aggregates embedded
in a polymer matrix that they produce, called biofilm. The biofilms are
recalcitrant sources of contamination on surfaces in contact with food; however,
the application of natural antimicrobials is considered an efficient alternative for
the control. Our objective was to evaluate the potential for the formation of
biofilm by the bacteria Listeria monocytogenes ATCC 19117 and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 on a polypropylene surface, when cultivated in TSB;
to evaluate the bactericidal potential of the essential oils of Curcuma longa L.
and Bixa orellana L. separately and combined, on the mature biofilm; and to
evaluate morphologic aspects of the mature biofilm by scanning electronic
microscopy, as well as the action of the essential oils on the bacteria.
Pseudomonas aeruginosa and Listeria monocytogenes were cultivated in TSB at
37 °C and submitted to the of biofilm formation process on the polypropylene
surface. The adhered cells were treated with essential oils of turmeric, annatto
and synergism at the concentration of 0.5%, under different contact times. There
was satisfactory growth of both bacteria in the TSB, however, they were not
capable of forming biofilm on the polypropylene surface. The essential oils
completely inhibited the growth of L. monocytogenes on the polypropylene
surface, while P. aeruginosa was shown resistant to the turmeric essential oil for
15 min. and annatto for 15 and 60 min. being little reduction.

Key words: Sessile cells. Contamination. Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da microbiologia os microrganismos tém sido
caracterizados primariamente como planctdnicos, descritos com base em suas
caracteristicas de crescimento, propriedades morfologicas e fisioldgicas. No
entanto, em ambientes naturais, microrganismos sdo comumente encontrados em
associagdes com a superficie e interface, formando agregados celulares
embebidos em uma matriz polimérica que eles mesmos produzem, denominado
de biofilme (SINGH; PAUL; PAKESH, 2006).

O biofilme ¢ constituido principalmente de agua com aproximadamente
90 a 97%, microrganismos das mais variadas espécies, uma variedade de
polissacarideos extracelulares, enzimas, proteinas, lipideos e acidos nucléicos,
obtidos da lise celular (BROOKS; FLINT, 2008).

O processo de aderéncia e formacao de biofilme ¢ bastante complexo e
envolve uma série de eventos sequenciais. O desenvolvimento de um biofilme
in vitro ¢ iniciado por células plancténicas que aderem reversivelmente em uma
superficie condicionada por um filme, nessa etapa as células sdo susceptiveis a
antimicrobianos e podem ser facilmente removidas; nas etapas subsequentes
ocorre a adesdo irreversivel, com a multiplicagdo de células, formagdo de
microcolonias ¢ producdo de uma matriz de exopolissacarideo, formando um
biofilme maduro (HOIBY et al., 2010).

A adesdo e subsequente formacdo do biofilme podem ser influenciadas
pela natureza da superficie celular, estrutura quimica e fisica da superficie de
contato, disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH e uma variedade de
outros fatores (TAKHISTOV; GEORGE, 2004).

Na industria de alimentos, biofilmes sdo considerados recalcitrantes
fontes de contaminagao, causando deterioracao de alimentos e possivel problema

de saude publica. Doengas de origem alimentar associadas a biofilme t€m sido
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relacionadas com a presenga de Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp.,
Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Staphylococcus spp. e Escherichia coli
(SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa tém sido associadas
a formagdo de biofilme em diferentes superficies de contato com alimento, como
aco inoxidavel, borracha, polipropileno, polietileno e outros. Na literatura ha
evidéncias de que bactérias no modo de crescimento séssil apresentam maior
resisténcia a agentes externos ¢ isso se deve em parte a expressdo de diferentes
genes, alteragdo na morfologia celular e producdo de grandes quantidades de
exopolissacarideos (DRENKARD, 2003).

A resisténcia a antimicrobiano e praticas inadequadas de sanificacdo
contribuem significantemente no processo de eliminagdo do biofilme. Contudo,
a resisténcia bacteriana a antimicrobianos convencionais mostra que novas
estratégias de controle do biofilme sio necessarias (SIMOES; SIMOES;
VIEIRA, 2010).

A aplicagdo de antimicrobianos naturais ¢ considerada, nos dias atuais,
como uma eficiente alternativa no controle de biofilme. Numerosos estudos t€ém
mostrado o potencial antimicrobiano de o6leos essenciais, no entanto pouca
atencgdo tem sido dada a 6leos essenciais de folhas de agafrdo e urucum.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de formagdo de
biofilme das bactérias Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 em superficie de polipropileno, quando cultivadas em
TSB; avaliar o potencial bactericida dos 6leos essenciais de Curcuma longa L. e
Bixa orellana L., separadamente ¢ combinados, no biofilme maduro; e, avaliar
por microscopia eletronica de varredura aspectos morfologicos do biofilme

maduro, bem como a agdo dos 6leos essenciais sobre 0 mesmo.
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2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratéorio de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultra Estrutural do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, onde foram realizadas analises

microbioldgicas e de microscopia eletronica de varredura.

2.1 Microrganismos padroes

As Dbactérias utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Listeria monocytogenes ATCC 19117.
As culturas bacterianas foram padronizadas para aproximadamente 10’

UFC/mL, utilizando-se curva padrao.

2.2 Higienizacao dos cupons

A adesao bacteriana foi realizada em cupons de polipropileno com 1 mm
de espessura e dimensdes de 10 x 20 mm.

Para higienizacdo, os cupons foram imersos em solu¢do comercial de
acido peracético 0,3% por 30 minutos, sob agitacdo de 50 rpm a 50 °C. Em
seguida, foram rinsados por imersdo em agua destilada estéril a temperatura de
80 °C por 5 minutos e a temperatura ambiente por 1 minuto, sob agitacao de 50
rpm. Os cupons foram secos em estufa de secagem a 40 °C por 2 horas e

autoclavados por 15 min. a 115 °C (OULAHAL et al., 2008) com modificagdes.
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2.3 Adesao das células bacterianas

Em duas placas de Petri de 140 mm de dimens3o, contendo
aproximadamente 40 cupons de polipropileno, foram imersos 60 mL de TSB e
inoculados 10" UFC/mL de cada cultura. Pseudomonas aeruginosa e L.
monocytogenes foram incubadas (monocultivo) a 37 °C, sob agitacdo branda (50
rpm). Na analise de biotransferéncia foi retirado 1 mL de TSB, em seguida
foram realizadas dilui¢cdes seriadas ¢ o nimero de células vidveis determinadas
em TSA, empregando-se a técnica de espalhamento em superficie. As placas
foram incubadas a 37 °C por, aproximadamente, 24 horas, sendo realizada, ao
final desse periodo, a contagem padrdo em placas, expressa em UFC/mL.

Em intervalos de 48 horas, os cupons foram removidos, lavados com
agua peptonada e imersos em TSB estéril adicionado na placa. Esse
procedimento foi realizado por cinco vezes, visando a formagdo completa do
biofilme ap6s dez dias de incubagdo (JOSEPH et al., 2001). Todo o experimento

foi realizado em trés repeticdes e as analises em duplicata.

2.4 Enumeracao das células em biofilme

Para enumeracdo das células em biofilme, a cada dois dias de incubag@o,
foi retirado um cupom de cada placa de Petri, o qual foi lavado com agua
peptonada, para a eliminacdo de células ndo aderidas, e, em seguida, as células
em biofilme foram removidas utilizando-se swab estéril. Apds esse
procedimento, realizou-se a dilui¢do seriada e o numero de células viaveis
determinadas em TSA, empregando-se a técnica de espalhamento em superficie.
As placas foram incubadas a 37 °C por, aproximadamente, 24 horas, sendo

realizada, ao final desse periodo, a contagem padrdo em placas, expressa em
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UFC/cm® (JOSEPH et al., 2001) com modificagdes. Todo o experimento foi

realizado em trés repetigdes e as analises em duplicata.

2.5 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais frente a células sésseis

No teste de sensibilidade das células aderidas de P. aeruginosa e L.
monocytogenes foram utilizados os dleos essenciais de folhas secas de Curcuma
longa L. (Acafrdo da India) e Bixa orellana L. (Urucum), isolados e em
sinergismo, na concentrac¢do de 0,5%.

No décimo dia, foram retirados nove cupons de cada placa de Petri e
submetidos ao processo de sanificagdo. Os cupons permaneceram em contato
com as solucdes durante 15, 30 e 60 minutos a temperatura ambiente.

Os cupons foram enxaguados em agua peptonada. Na superficie
sanificada do cupom realizou-se a técnica do esfregago com swab estéril. Apds
esse procedimento, promoveu-se diluicdo seriada e o numero de células viaveis
determinadas em TSA, empregando-se a técnica de espalhamento em superficie.
As placas foram incubadas a 37 °C por, aproximadamente, 24 horas, sendo
realizada, ao final desse periodo, a contagem padrdo em placas, expressa em

UFC/em?®.

2.6 Microscopia eletrdnica de varredura

No décimo dia os cupons, contendo biofilme e os sanificados, foram
imersos em solugdo fixadora (Karnovsky modificado), pelo periodo de 48 horas.
Em seguida, os cupons foram lavados com tampao cacodilato e pos-fixados em
tetroxido de 6smio 1%, por 1 hora. Apos este periodo foram lavados por trés
vezes em agua destilada e desidratados em gradiente de etanol (25%, 50%, 70%

e 90%, por 10 minutos; 99,9 por duas vezes de 10 minutos). O material foi
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levado ao aparelho de ponto critico (Bal-Tec CPD 030) para completar a
secagem, montado em Stubs e coberto com ouro (metalizador Bal-Tec SCD
050). Ao final desse procedimento foram obtidas eletromicrografias dos
microrganismos aderidos a superficie de polipropileno, antes e ap6s o uso de
sanificantes, usando-se microscopio eletronico de varredura Evo 040 Leo

(ALVES, 2004).

2.7 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento em
blocos casualizados. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) em que empregou-se a
analise de variancia por meio do teste F, para verificar a diferenga entre os
tratamentos. Quando significativos, a comparacao de médias para os materiais e

dias foi realizada por meio do teste de Scott e Knott (1974).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento de bactérias em TSB e formacao de biofilme em superficie
de polipropileno

Nas condigdes propostas neste estudo, P. aeruginosa e L.
monocytogenes apresentaram modo de crescimento planctonico e modo de
crescimento em biofilme, diferindo significantemente entre si.

O crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes
quando cultivadas em TSB a temperatura de 37 °C foi satisfatorio, comparado ao
indculo inicial de10’ UFC/mL. Pseudomonas aeruginosa obteve valor médio de
crescimento em dez dias de cultivo de 9,25 Log UFC/mL, enquanto que L.
monocytogenes foi de 8,79 Log UFC/mL. De acordo com a andlise de variancia
por meio do teste F, houve diferenca significativa (p[10,05) entre os dias de
analise para P. aeruginosa. Em contrapartida, para L. monocytogenes néo houve
diferenca (p[10,05) (APENDICES C e D).

Nas primeiras 48 horas ambas as bactérias apresentaram crescimento
limitado, aproximadamente 1 ciclo log, sendo que o crescimento méaximo de P.
aeruginosa deu-se no 6° dia (9,99 Log UFC/mL), enquanto que de L.
monocytogenes foi no 8° dia (9,13 Log UFC/mL) (Gréafico 1). Vale ressaltar que,
a partir do 4° dia, as células bacterianas presentes no meio de cultivo, modo de
crescimento planctonico, foram provenientes dos cupons contendo biofilme,
uma vez que houve adi¢do de meio estéril a cada dois dias, processo este

denominado de biotransferéncia.
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Segundo Yates e Smotzer (2007) o crescimento microbiano ¢
caracterizado pelo aumento do numero de células, ou da massa microbiana,
precedido por uma fase lag na qual as células promovem mudancgas
intracelulares para se adaptarem ao novo ambiente, podendo ou ndo ocorrer um
pequeno crescimento. O crescimento microbiano ¢ afetado pelas condigdes
fisicas e quimicas do ambiente, sendo os principais fatores limitantes a
disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH, tensdo de oxigénio, dentre
outros.

O crescimento de L. monocytogenes inferior ao de Pseudomonas
aeruginosa, pode estar relacionado ao fato de que P. aeruginosa tem
requerimentos nutricionais simples e € capaz de crescer rapidamente em meio de
cultura sintético (LLOYD-JONES; LAURIE; TIZARD, 2005). Lungu, Ricke e

Johnson (2009) citam ainda que L. monocytogenes apresenta diferentes
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requerimentos nutricionais para o crescimento e € capaz de utilizar limitadas
fontes de carboidratos para obten¢do de energia, cujo elemento preferencial ¢ a
glicose. Phan-Thanh e Gormon (1997) mencionam que meios ricos
nutricionalmente como TSB (Trypticase soy broth) ¢ BHI (Bovine brain heart
infusion) sdo &timos para promoverem o crescimento de Listeria spp.

A temperatura de 37 °C também foi favoravel para o crescimento, uma
vez que Pseudomonas aeruginosa apresenta crescimento em temperatura na
faixa de 4 a 42 °C ¢ Listeria monocytogenes cresce em temperatura que varia de
0 a 45 °C (LUNGU; RICKE; JOHNSON, 2009).

A transicao de célula planctonica para biofilme é regulada por uma série
de fatores fisiolégicos e ambientais, tais como: densidade celular,
disponibilidade de nutrientes e estresse celular (LANDINI et al., 2010).

Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes foram capazes de
formar biofilme na superficie de polipropileno, quando cultivadas em TSB a
temperatura de 37 °C, considerando que para se formar biofilme sdo necessarias,
no minimo, 10° células aderidas por cm* (RONNER; WONG, 1993). Pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, pode-se inferir que houve maior
contagem de células no estado planctonico do que aderidas a superficie de
polipropileno, para ambas as bactérias.

A capacidade de formagdo de biofilme em dez dias de cultivo foi de
6,46 Log UFC/cm”® para P. aeruginosa ¢ de 6,06 Log UFC/cm® para L.
monocytogenes. De acordo com o teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia houve diferenca significativa entre os dias de analise para P.
aeruginosa, enquanto que para L. monocytogenes ndo houve diferenga
significativa.

O Grafico 2 representa os valores médios do crescimento de P.

aeruginosa e L. monocytogenes na superficie de polipropileno, durante dez dias.
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Hoiby et al. (2010) citam que P. aeruginosa produz um biofilme maduro
in vitro de 5 a 7 dias, fato observado também neste estudo, no qual ocorreu
maior crescimento na superficie de polipropileno no 6° dia (7,29 Log UFC/mL).
Por outro lado, L. monocytogenes apresentou maior capacidade de formagao de
biofilme, 6,26 Log UFC/mL, nas primeiras 48 horas.

Segundo Bower, McGuire e Daeschel (1996) o tempo necessario para a
formagdo completa do biofilme varia de acordo com a linhagem estudada,
enquanto que o processo de adesdo inicial pode ocorrer dentro de minutos a
poucas horas, dependendo do meio de cultivo, da bactéria e da superficie,
ocorrendo mais rapidamente em superficies que apresentam maior rugosidade e
cobertas com filme condicionante.

Segundo Gjermansen et al. (2010) a formagdo e desenvolvimento do

biofilme sfo afetados pela  hidrofobicidade celular e pela presenca de
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componentes extracelulares, tais como: adesinas, apéndices proteiniceos e
exopolissacarideos; interacdo envolvendo a comunica¢do intracelular;
velocidade do fluxo; concentragdo de nutrientes; pH, temperatura, caracteristica
da superficie de contato e outros. Cerca et al. (2005) relatam que a formagao do
biofilme € mais dependente da interagdo entre as células do que da quantidade
de células inicialmente aderidas a superficie.

As caracteristicas fisicas (topografia) e quimicas (carga elétrica da
superficie, hidrofobicidade ¢ energia livre) da superficie, bem como
caracteristicas da célula, representam importante papel no processo de adesdo.

De acordo com Ploux et al. (2007) bactérias com parede celular
hidrofébica preferem substratos hidrofobicos, enquanto que aquelas com parede
celular hidrofilica preferem substratos hidrofilicos. Liu et al. (2004) incluem
que quando a superficie da célula e do substrato sdo hidrofébicas, a adesdo
microbiana ¢ altamente facilitada; se ambas as superficies sdo hidrofilicas, a
adesdo microbiana pode ser realizada com dificuldade; aumentando a
hidrofobicidade da superficie celular pode-se favorecer a adesdo em superficie
hidrofilica.

Embora ndo tenha sido realizado teste de hidrofobicidade da superficie
de polipropileno, Lugdo et al. (2007) caracterizam a superficie de polipropileno
como hidrofobica, dessa maneira pode-se inferir que a maior capacidade de
formag¢do de biofilme de P. aeruginosa deve-se a propriedade hidrofobica da
parede celular.

A hidrofobicidade de L. monocytogenes ¢ influenciada diretamente pela
temperatura, pois a 37 °C muitas linhagens ndo produzem flagelo e sdo imoveis,
devido a repressdo do gene flagelar Mog, sendo sua sintese a 30 °C ou inferior
(LEMON; HIGGINS; KOLTER, 2007). Ainda que a presenca do flagelo

influencie na hidrofobicidade da célula, sua principal fungdo é promover a
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locomogdo. Nota-se que a motilidade flagelar tem mostrado ser de grande
importancia para formagao do biofilme.

Para Pseudomonas aeruginosa o flagelo desempenha ainda importante
papel de adesdo nos estagios iniciais do desenvolvimento do biofilme, enquanto
que a formagdo de microcolénias esta condicionada a motilidade twithing
(motilidade de contragdo), que ¢ dependente do pili tipo IV (O’TOOLE;
KAPLAN; KOLTER, 2000).

Parizzi et al. (2004) investigaram a capacidade de adesdo de Listeria
inoccua e Staphylococcus aureus em superficie de ago inoxidavel, policarbonato
e polipropileno a 30 °C. Os resultados mostraram que ambas as bactérias
apresentaram maior aderéncia na superficie de polipropileno, quando cultivadas
por 10 horas.

Segundo Whitehead e Verran (2006) superficies que apresentam
ranhuras ou fendas de propor¢des similares ao tamanho da célula, propiciam
maior retencdo do microrganismo, do que superficies rugosas ou lisas. O valor
recomendado para a rugosidade de superficie de contato com alimento é de 0,8
pum ou menos (HILBERT et al., 2003).

A rugosidade da superficie de polipropileno nao foi analisada, mas como
pode ser visualizado na Figura 1, apresenta-se bastante irregular, com ranhuras e
fendas. Nota-se que tais caracteristicas nao influenciaram diretamente para

formagdo do biofilme.
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Figura 1 Caracteristica da superficie de polipropileno observada através de
eletromicrografia de varredura.

Resultados de estudo realizado por Oh et al. (2009) mostraram que
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 formou biofilme nas superficies de ago,
aluminio, borracha e polipropileno a 25 °C. Os resultados indicaram que o
polipropileno apresentou maior rugosidade quando comparado as demais
superficies e tais autores mencionam que a maior formagdo de biofilme em
polipropileno pode estar relacionada a tal caracteristica.

Dentre os varios fatores que interferem na formacdo do biofilme a
concentragdo dos nutrientes tem relevante importancia. Segundo Mai e Conner
(2007) a influéncia dos nutrientes esta diretamente relacionada a espécie.

Carpentier e Chassaing (2004) mencionam que Listeria monocytogenes,
quando cultivada em meios TSB e BHI, ndo apresentam alto potencial para
formar biofilme e usualmente ndo formam microcolonias em superficies de
contato com alimento, tais como aco inoxidavel.

Harvey, Keenan e Gilmour (2007) analisaram a formagdo de biofilme
em poliestireno a 20 °C, por 12 linhagens de L. monocytogenes em TSB, 1/15 de

TSB e Welshime’s modificado (MWB). Os resultados mostraram que a
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formagdo do biofilme por todas as linhagens aumentou com o aumento do tempo
de incubacdo, 24, 48 e 72 horas, a 20 °C em TSB, em contrapartida o periodo de
incubagdo acima de 48 horas ndo aumentou a formagdo do biofilme, quando
cultivadas em 1/15 de TSB e MWB . Desconsiderando o tempo de incubagao, a
maior quantidade de biofilme foi observada em MWB, seguido de TSB e 1/15
de TSB.

A adesdo a superficie e formagdo de biofilme proporcionam vantagens
aos microrganismos como maior capacidade de retengdo de nutri¢do, protecdo
contra procedimentos de sanificagdo e vantagens adaptativas. Atualmente, a
aplicagdo de antimicrobianos naturais tem atraido a atencdo de pesquisadores de
diversas areas, pois apresenta amplo espectro de agdo e causa menos impacto no

ambiente.
3.2 Aplicacao de 6leos essenciais no controle de biofilme

Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes, quando em
biofilme na superficie de polipropileno, foram expostas aos 6leos essenciais de
acafrdo, urucum e o sinergismo na concentra¢do de 0,5% em diferentes tempos,
a temperatura ambiente. De acordo com a analise de varidncia, ndo houve
diferenca significativa (p[10,05) entre os tempos analisados e entre os 0leos
essenciais, para ambas as bactérias (APENDICE E).

As células viaveis de L. monocytogenes em biofilme na superficie de
polipropileno, quando tratadas com os 6leos essenciais, foram reduzidas por
completo. Os Oleos essenciais de acafrdo e sinergismo foram capazes de
danificar a parede celular de L. monocytogenes, enquanto que poros podem ser
observados ao longo de toda a estrutura celular quando exposta ao 6leo essencial
de urucum (Figura 2). Pode-se observar ainda nas Figuras 2B e 2C a presenca de

residuos de exopolissacarideo.
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Figura 2 Micrografia eletronica de varredura de células de L. monocytogenes
aderidas em superficie de polipropileno (A) e tratadas com oOleos
essenciais de agafrao (B), urucum (C) e sinergismo (D)

Em contrapartida, P. aeruginosa em biofilme, quando exposta aos 6leos
essenciais de agafro por 15 minutos e urucum a 15 e 60 minutos, reduziram
somente, 2,11; 2,62 e 2,26 ciclos Log, respectivamente. Nos demais tempos de

exposi¢do e na combinagao houve danos irreversiveis nas células (Figura 3).
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Figura 3 Micrografia eletronica de varredura de células de P. aeruginosa
aderidas em superficie de polipropileno (A) e tratadas com o6leos
essenciais de agafrao (B), urucum (C) e sinergismo (D)

Segundo Bakkli et al. (2008) devido a grande quantidade de
constituintes quimicos dos 6leos essenciais, ndo existe um alvo especifico. No
entanto, alguns autores sugerem que a atividade antimicrobiana dos oleos
essenciais esta atribuida aos compostos majoritarios.

Os compostos majoritarios identificados no 6leo essencial de acafrdo
foram o a-felandreno (41,07%) e terpinoleno (27,38%), seguidos do 1,8-cineol
(7,70%), B-pineno (4,79%) e limoneno (3,04%), enquanto que de urucum foram
o a-humuleno (43,01%), E-nerolidol (14,40%) e espatulenol (7,57%).

Como tipico lipofilico, ele passa através da parede celular e membrana
citoplasmatica, rompe as estruturas das diferentes camadas de polissacarideos,

acidos graxos e fosfolipideos e permeabiliza (BAKKLI et al., 2008). De acordo
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com Burt (2004) bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a agdo dos 6leos
essenciais do que bactérias Gram-positivas devido & membrana externa da
parede celular de bactérias Gram-negativas, que restringe a difusdo de
compostos hidrofobicos. Tal fato foi observado neste estudo para a a¢do do 6leo
essencial de agafrao e urucum sobre P. aeruginosa.

Na literatura ha auséncia de relatos sobre a aplicagdo de 6leos essenciais
de folhas secas de acafrdo e urucum no controle de biofilme formado por
bactérias patogénicas, no entanto existem algumas referéncias pautadas sobre a
aplicagdo de diferentes 6leos em relagdo ao biofilme de L. monocytogenes e P.
aeruginosa.

Estudo realizado por Oliveira et al. (2010) revelaram que solucdes
desinfetantes baseadas em Oleos essenciais de folhas frescas de Cymbopogon
nardus e Cymbopogon citratus e combinagdo foram eficientes na remog¢do de
biofilme formado por Listeria monocytogenes em superficie de ago inoxidavel
quando cultivada em TSB a 37 °C.

Sandasi, Leonard e Viljoe (2008) investigaram o efeito de cinco
componentes comuns de oleos essenciais (o-pineno, 1,8-cineol, +-limoneno,
linalol e acetato de geranil) contra biofilmes de L. monocytogenes. Os resultados
mostraram que nenhum dos componentes selecionados exibiu atividade
antilisterial durante seis horas de contato com o biofilme, em contrapartida
aumentaram-no. A atividade metabdlica do biofilme foi reduzida apenas depois
de seis horas de incubacdo e entdo permaneceu constante.

Vale ressaltar, que a aplicacdo da microscopia eletronica de varredura no
presente estudo foi uma ferramenta adicional na andlise das células aderidas,
bem como na andlise do efeito dos 6leos essenciais sobre as células.

An e Friedman (1997) citam que dentre as varias técnicas para avaliar a

adesdo microbiana em superficies, a microscopia eletronica de varredura é um
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método que proporciona observar a morfologia da célula e do material da
superficie, bem como a interagdo entre eles.

Técnicas laboratoriais convencionais associadas a técnicas de
microscopias sdo na atualidade 6timas ferramentas no estudo de células aderidas

em superficie de contato com alimento.
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4 CONCLUSAO

Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes apresentaram 6timo
crescimento planctonico e no modo séssil, quando incubadas a 37 °C.

Os oleos essenciais de agafrdo, urucum e sinergismo a 0,5%, causaram
danos irreversiveis na estrutura celular de L. monocytogenes quando aderidas na
superficie de polipropileno. Por outro lado, P. aeruginosa apresentou maior
resisténcia aos Oleos essenciais de acgafrdo e urucum quando exposta em
diferentes tempos de contato.

A técnica de microscopia eletronica de varredura contribuiu para o
estudo da formagdo de biofilme de P. aeruginosa e L. monocytogenes na
superficie de polipropileno, bem como do efeito dos 6leos essenciais na estrutura

celular.
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APENDICE A Anélise de variancia para formagdo de halo sobre P. aeruginosa
em fungdo dos 6leos de agafriio, urucum e sinergismo em seis

concentragoes diferentes

GL SQ QM F P-valor
Oleo 2 242.62 12131 1479  0.000 *
Concentragao 5 238.75 47.75 5.82 0.001 *
Repetigao 2 19.56 9.78 1.19 0.316
Oleo X Concentragio 10 34921  34.92 4.26 0.001 *
Residuos 34 278.94 8.20

APENDICE B Analise de varidncia para formagdo de halo sobre L.
monocytogenes em fungdo dos dleos de agafrdo, urucum e
sinergismo em seis concentracdes diferentes

FV GL SQ QM F P-valor

Oleo 2 0.84 0.42 0.93 0.403
Concentracao 5 48.41 9.68 21.48  0.000  ***
Repeticao 2 1.01 0.50 1.12 0.338

Oleo X Concentragio 10 5.05 0.50 1.12 0.377
Residuos 34 15.32 0.45

APENDICE C Analise de variancia para Log (UFC) de P. aeruginosa segundo

os tratamentos estudados

GL SQ QM F P-valor
Local 1 107.10  107.10  210.12 <0.001
Dias 4 16.973 4.243 8.3251 <0.001
Bloco 1 1.01 1.013 1.9869  0.1657
Local X Dias 4 2.20 0.55 1.0796  0.3782
Residuos 44 22.43 0.51
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APENDICE D Analise de varidncia para Log (UFC) de L. monocytogenes
segundo os tratamentos estudados

GL SQ QM F P-valor
Local 1 101.984 101.984 217.3986 <0.001
Dias 4 1.692 0.423 0.9019 04711
Bloco 1 0.137 0.137 0.2922  0.5915
Local X Dias 4 2.611 0.653 1.3913  0.2526
Residuos 44 20.641 0.469

APENDICE E Analise de variancia para redugdo de P. aeruginosa segundo os

tratamentos estudados com a transformacao Box-Cox.

GL SQ QM F P-valor
Oleo 2 0.0 0.0 1.0 0.35936
Tempo 2 0.02 0.012 1.048 0.3594
Bloco 1 0.037 0.037 3.143 0.0832
Oleo X Tempo 4 0.025 0.006 0.524 0.7187
Residuos 44 0.519 0.012




