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RESUMO GERAL

VALERIANO, Carolina. A¢do antimicrobiana de 6leos essenciais frente a
patogenos sésseis e planctdnicos de origem alimentar. 2010. 95p. Tese
(Doutorado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

O desenvolvimento de biofilmes em ambientes de processamento de
alimentos pode ser uma fonte continua de contaminagdo. O aumento da
resisténcia das células no biofilme a agentes antibacterianos e sanitizantes torna
necessario o desenvolvimento de novas alternativas para seu controle. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a sensibilidade de células
planquiténicas de Escherichia coli enteropatogénica, Salmonella entérica
Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazaki frente a agdo de
oleos essenciais de Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum e
Origanum majorana. Objetivou-se também avaliar a sensibilidade de células
sésseis de Escherichia coli enteropatogénica e Salmonella enterica Enteritidis
frente a solugdes a base de dleo essencial de Mentha piperita e Cymbopogon
citratus. A extragdo dos Oleos essenciais foi realizada por hidrodestilagéo,
utilizando-se aparelho de clevenger modificado. O efeito das diferentes
concentragdes dos 6leos essenciais foi avaliado pela técnica de difusdo em agar.
A formacdo do biofilme foi realizada sobre a superficie de cupons de ago
inoxidavel, utilizando como substrato caldo triptona de soja. O nimero de
células aderidas foi determinado apds 48, 96, 144, 192 e 240 horas. As solugdes
a base de oleo essencial foram testadas apds as 240 horas de formagdo do
biofilme, em trés tempos de contato (10, 20 ¢ 40 minutos). As quantidades de
oleos essenciais utilizadas nas solu¢des foram baseadas nas CMIs. Cupons de
ago inoxidavel submetidos as solu¢des a base de Oleos essenciais foram
analisados por MEV, para visualiza¢do da ag¢do dos 6leos essenciais nas células.
Observou-se que o efeito bactericida dos 6leos essenciais apresentou efetividade
variada para as bactérias testadas. Pelo nimero de células aderidas, observou-se
que tanto Escherichia coli quanto Salmonella Enteritidis aderiram rapidemente a
superficie, formando biofilme maduro apds 240 horas. As solucdes a base de
oleo essencial mostraram-se efetivas na redugdo do ntimero de células sésseis,
principlmente ap6s 20 e 40 minutos de contato. Ambas as solugdes foram
capazes de reduzir 100% do nimero de células do biofilme ap6s 20 minutos de
contato.

* Comité Orientador: Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA (Orientadora), Maria das
Gragas Cardoso — UFLA.
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Pela MEV, observaram-se alteragdes estruturais nas células bacterianas,
provavelmente causadas pela atuagdao dos 6leos essenciais. Os 6leos essenciais
avaliados se mostraram efetivos frente as bactérias testadas, podendo ser
considerados novas alternativas na sanitizacdo de superficies de aco inoxidavel.

Palavras-chave: Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum,
Origanum majorana, Escherichia coli enteropatogénica, Salmonella entérica
Enteritidis, Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazaki.



GENERAL ABSTRACT

VALERIANO, Carolina. Agdo antimicrobiana de oOleos essenciais frente a
patogenos sésseis e planctonicos de origem alimentar. 2010. 95p. Thesis.
(Ph.D. in Agricultural Microbiology) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil. *

Biofilm formation in food processing environments can be a continuing
source of contamination. Increased resistance of biofilm cells to antibacterial
and sanitizers agents requires the development of new alternatives to control
them. This work was executed with the aim of (1) evaluating the planktonic cells
sensitivity of enteropathogenic Escherichia coli, Salmonella enterica Enteritidis,
Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazaki against the antibacterial action
of Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum, and Origanum
manjorana; and (2) studying the sessile cells sensitivity of enteropathogenic
Escherichia coli and Salmonella enterica Enteritidis against solutions based on
essential oil of M. piperita and C. citratus. The essential oil extraction was
performed by hydrodistillation using the modified Clevenger apparatus. The
effect of the different essential oil concentrations was evaluated by the agar
diffusion technique. The biofilm formation was performed on the surface of
stainless steel chips by using tryptone soy broth as substrate. The adhered cells
number was evaluated after 48, 96, 144, 192 and 240 hours. Solutions based on
essential oil were tested after 240 hours of biofilm formation at three contact
durations (10, 20 and 40 minutes). The amount of essential oil used in the
solutions was based on MICs. Stainless steel chips submitted to the solutions
based on essential oil were analyzed by SEM to visualize the action of the
essential oil in the cells. The bactericidal effect of essential oil presented varying
effectiveness for all the bacteria tested. According to the adhered cells number it
was observed that Escherichia coli and Salmonella enterica Enteritidis adhered
quickly to the surface forming ripe biofilm after 240 hours. The solutions based
on essential oil were effective in the reduction of the sessile cells number,
mainly after contact of 20 and 40 minutes. Both solutions were able to reduce
100% of the biofilm cells number after contact of 20 minutes.

* Guidance Committee: Roberta Hilsdorf Piccoli—- UFLA (Advisor), Maria das
Gragas Cardoso — UFLA.

vi



In the SEM was possible to observe the structural alterations in the bacteria
cells, probably caused by the performance of the essential oil. The essential oil
evaluated were effective against the bacteria tested. These findings can be used
as new alternatives in the sanitization of stainless steel surfaces.

Key-word: Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Ocimum basilicum,
Origanum majorana, enteropathogenic Escherichia coli, Salmonella enterica
Enteritidis, Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazaki.
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CAPITULO 1

ACAO ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS FRENTE A
PATOGENOS SESSEIS E PLANCTONICOS DE ORIGEM ALIMENTAR



1 INTRODUGCAO GERAL

Os biofilmes s@o constituidos por bactérias que aderem a superficies e
que sdo envolvidas por uma camada de particulas de matéria orgénica, ou seja,
depositos nos quais os microrganismos estdo fortemente aderidos a uma
superficie por meio de filamentos de natureza proteica ou polissacaridica,
conhecida por exopolissacarideos (EPS) (Nikolaev & Plakunov, 2007).

Os biofilmes tém um impacto negativo em varias atividades. Estragos
em equipamentos por biocorrosdo, entupimento de membranas e filtros e perdas
energéticas relacionadas com o aumento do atrito sdo alguns dos efeitos
adversos da acumulagdo de biofilmes microbianos e representam perdas
significativas para a indastria em ambito global (Walker et al., 1998).

Quando microrganismos patogénicos e deterioradores participam do
processo de formacgdo de biofilme, podem contaminar produtos alimenticios,
causando danos a satide do consumidor e provocar grandes prejuizos
econdmicos (Characklis, 1990).

Tais problemas s3ao agravados pela resisténcia demonstrada por
biofilmes a antibioticos e biocidas, quando comparados com células bacterianas
livres. Esta resisténcia tem serias implicagdes econdmicas e ambientais em
varios sistemas industriais, como o alimenticio € o médico, além de sistemas de
distribuicdo de agua.

Devido a resisténcia apresentada por biofilmes a antissépticos
convencionais e antibioticos, a demanda por novos antimicrobianos para o
controle do mesmo tem sido aumentada. Com isso, as atencgoes estdo se voltando
para o uso de compostos antimicrobianos naturais, o que instigou algumas
investigacdes com relagdo aos efeitos de fitoquimicos. Entre esses estudos, ha
uma crescente pesquisa com relacdo aos 6leos essenciais (Chorianopoulos et al.,

2008).



Os Oleos essenciais sdo produtos volateis do metabolismos secundario
de plantas aromaticas, formados em células especializadas e encontrados em
folhas, flores, sementes, caules e raizes. De forma geral, sdo misturas complexas
de substancias lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (Simdes & Spitzer,
2004). Devido ao seu versatil conteudo de compostos, variando desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e
cumarinas, até compostos com enxofre, estes, t€ém demonstrado um bom
potencial como agentes antibacteriano e antifungico (Burt, 2004).

Embora a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais tenha sido
relatada em numerosos trabalhos, poucos estudos tém relacionado o mecanismo
de ag@o desses produtos naturais na célula microbiana. Alguns autores relatam
que as propriedades antimicrobianas desses compostos sdo associadas com seu
carater lipofilico, o que leva a um aciimulo na bicamada lipidica da membrana
citoplasmatica, conferindo caracteristicas de permeabilidade (Sikkema et al.,
1994; Kakkali et al., 2008)

Em bactérias, a permeabilizagdo da membrana ¢ associada com perda
de ions e reducdo do potencial da membrana, colapso da bomba de proton e
deplecdo do ATP (Bakkali et al., 2008). Outras alteragdes de natureza
antibacteriana devido a atuacdo de oOleos essenciais sdo a coagulacdo do
citoplasma (Gustafson et al., 1998) e a danificacdo de proteinas embebidas na
membrana citoplasmatica (Ultee et al., 1999).

A possivel utilizagdo de 6leos essenciais como agentes antimicrobianos ¢
assegurada pelo aumento na procura de produtos considerados como naturais.

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de a) avaliar a
composi¢do quimica dos Oleos essenciais de M. piperita, C. citratus, O.
basilicum e O. manjorana e suas atividade antibacteriana frente a patogenos de

origem alimentar, Escherichia coli enteropatogénica, Salmonella entérica



Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazaki e b) avaliar a a¢do
antimicrobiana de solugdes a base de 6leo de M. piperita e C. citratus frente a
biofilmes formados por Escherichia coli enteropatogénica e Salmonella
enteerica Enteritidis em superficie da ago inoxidavel AISI 304 (#4), utilizando
contagem padrdo em placas ¢ MEV. A MEV foi realizada, nesta etapa do
trabalho, no intuito de observar a ocorréncia de alteragdes estruturais na

superficie bacteriana, devido a acdo antibacteriana dos 6leos essenciais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilme

Biofilmes sdo definidos como comunidades de microrganismos
imobilizados conjuntamente em uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) de origem microbiana. Eles representam a parte majoritaria
de toda a vida microbiana, tanto em quantidade como em termos de atividade
(Xavier et al., 2003).

Bactérias vivem em biofilmes em varios ambientes, incluindo sistemas
saturados, tais como plantas de tratamento de aguas residuais e ambientes
instaurados, como o solo (Wingender et al., 1999).

Quando ocorre a interagdo entre a bactéria e a superficie, o primeiro
estagio € o de adesdo reversivel da bactéria com a superficie, o que acontece em
um curto periodo. Neste estagio, forcas de interagdo fisico-quimicas ndo
especificas atuam entre as moléculas e estruturas da superficie do
microrganismo e do substrato s6lido (van der Waals, hidrofobicas, eletrostaticas)
(Bryers, 2000).

O estagio seguinte, de adesdo irreversivel, inicia-se quando as células
tornam irreversivelmente aderidas a superficie. Nesta fase, as células perdem a
motilidade; algumas delas aderem as outras, comega a excrecdo de polimeros
extracelulares (polissacarideos, lipopolissacarideos e glicoproteinas), os quais
formam a matriz polimérica extracelular (EPS). Como resultado da divisdo
celular compacta, microcolonias emergem, ligadas a esta matriz (Nikolaev &
Plakunov, 2007).

Fatores ambientais ¢ propriedades das células microbianas afetam o
processo de formacdo do biofilme e suas caracteristicas. Os mais importantes

fatores ambientais sdo: pH, salinidade, osmolaridade, pressdo parcial de



oxigénio, disponibilidade de nutrientes e hidrofobicidade. Os fatores bioticos
também influenciam a ades@o. A fase de crescimento de uma cultura bacteriana
tem um alto grau de determinacdo da propriedade adesiva desta célula. A
aumentada propriedade adesiva de células crescendo ativamente pode ser
relacionada a sua motilidade. A presenca de genes que reagem a adesdo e sdo
ativos somente em biofilmes, pode ser considerada um mecanismo genético
especifico para adesdo. Existem também estruturas de superficie celular de
grande importancia na adesdo como flagelos, pili tipo IV e de “moléculas de
adesdo” especificas lecitinas e adesinas e também antiadesinas (London, 1991).

A atividade de microrganismos em um biofilme ¢é notavelmente
diferente da que € observada quando estes estdo na fase suspensa planctonica.
As células microbianas fechadas na matriz do biofilme demonstram significantes
vantagens em relacdo as células planctonicas, principalmente com relacao a
resisténcia a agentes agressivos, como antibioticos e desinfetantes e a radiagdo
ultravioleta, a desidratacdo (EPS sdo altamente hidratados) e a proteg¢@o contra
predadores, como protozoarios (Ceri et al., 2001; Picioreanu et al., 2004).

Os exopolissacarideos (EPS) sintetizados pelas células microbianas sdo
amplamente varidveis em sua composigdo e, consequentemente, em suas
propriedades fisicas e quimicas. Alguns sdo macromoléculas neutras, mas a
maioria ¢ polianidnica, devido a presenca de acido urénico (4cido D-
glucurénico, sendo o mais comum, embora os acidos D-galacturénico ¢ D-
manuronico sejam também encontrados) ou acetato ligado a piruvato. Residuos
inorganicos, como fosfato ou raramente sulfato, podem também conferir um
estado polianidnico (Sutherland et al., 2004).

O EPS cria um local de ambiente celular e atua como uma barreira
seletiva entre a célula e o ambiente externo. O EPS, dependendo de sua
composi¢do, ¢ capaz de: adsorver moléculas organicas e ions metalicos,

aumentar a retencao de dgua e proteger canais do potencial de agua, além de



alterar enzimaticamente o substrato e impedir o transporte de dentro para fora do
biofilme. A quantidade e a qualidade do EPS mudam o ambiente local e, assim,
afetam a fisiologia da célula, incluindo o aumento de nutrientes, a sinalizagao
célula-célula e a expressdo proteica. Assim, o EPS é um importante componente
dos biofilmes, que deve ser entendido como parte de um completo conhecimento
do biofilme bacteriano (Steinberger & Holden, 2004). A quantidade de EPS
sintetizado dentro do biofilme depende da disponibilidade de fontes de carbono
(ambos dentro e fora da célula) e do balanco entre carbono e outros nutrientes
limitantes.

Os biofilmes tém importancia em varias atividades humanas. Em
estagdes de tratamento de aguas ou de efluentes, removem organismos
patogénicos e reduzem a quantidade de matéria organica por meio de interagdes
com o biofilme. Numerosos bioprocessos também utilizam biofilmes. Alguns
exemplos incluem a produgdo de vinagre e a de acido citrico, aplicagdes
farmacé€uticas por meio da producdo de metabolicos secundarios e processos
biologicos para a extracdo de metais pesados a partir de minério (Rawlings,
2002).

O crescimento ndo desejado de biofilmes, em contrapartida, tem impacto
negativo em varias atividades. Estragos em equipamentos devido a biocorrosido
causada por biofilmes, contaminagdo de produtos, perdas energéticas
relacionadas com o aumento de atrito, resisténcia acrescida a transferéncias de
calor e perdas de pressdo sdo alguns dos efeitos adversos da acumulagdo de
biofilmes microbianos e representam perdas significativas para industrias, em
ambito global. Tais problemas s3o agravados pela resisténcia aumentada a
métodos de desinfec¢do e limpeza que os biofilmes demonstram, comparados
com células bactérias livres. Assim, os métodos convencionais de desinfecgdo
ndo sdo suficientes e requerem, por vezes, doses elevadas de desinfetantes,

indesejadas do ponto de vista ambiental (Simdes et al., 2003).



A chave para uma efetiva limpeza em superficies ¢ o entendimento da
natureza e do tipo da superficie a ser limpa, incluindo os microrganismos a
serem removidos a partir da superficie. Uma vez que os microrganismos formam
um biofilme firme, a limpeza ¢ a desinfec¢do tornam-se muito mais dificeis.
Além disso, antimicrobianos ndo penetram satisfatoriamente na matriz
exopolissacaridica na superficie ap6s inadequada limpeza e, assim, eles nao
destroem todas as células do biofilme (Wirtanen et al., 2001). Neste contexto, a
investigacdo de novos produtos no controle de biofilmes demonstra elevada
importancia.

Investigacdes recentes revelam a atividade antimicrobiana de alguns
produtos naturais derivados de plantas (Griffin et al., 1999; Delorenzi et al.,
2006; Akendengue et al., 2002). Entre esses estudos, ha uma crescente pesquisa
com relacdo aos Oleos essenciais, substancias que possuem varias agdes

biologicas comprovadas, destacando-se a sua acdo microbiologica.

2.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo formados a partir de vias metabolicas
secundarias ¢ podem ser definidos como misturas complexas de substincias
volateis, lipofilicas, geralmente odorifiras e liquidas (Simdes & Spitzer, 2004).

A International Standard Organization, ou ISO, define 6leos essenciais
como os produtos obtidos de partes de plantas mediante destilagdo por arraste
com vapor d’adgua, bem como os obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos
citricos.

Sdo, geralmente, incolores ou ligeiramente amarelados; poucos sdo os
oleos que apresentam cor, como o Oleo volatil de camomila, de coloragao
azulada, pelo seu alto teor em azulenos. Em geral, sdo muito instaveis,

principalmente na presenga de ar, luz, calor, umidade e metais. A maioria dos



oleos volateis possui indice de refracdo e é opticamente ativa, propriedades essas
utilizadas na sua identificagdo e controle da qualidade (Simdes et al., 2004;
Oussalah et al., 2006).

Na natureza, os 6leos essenciais exercem importante papel na prote¢ao
das plantas como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e também
contra herbivoros. Podem agir também atraindo insetos, para favorecer a
dispersdo de polens e sementes ou repelir aqueles indesejaveis (Bakkali et al.,
2008).

Os constituintes dos oOleos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres,
oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas, até
compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentragdes; normalmente, um deles € o composto majoritario,
existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas quantidades
(tragos) (Simdes et al., 2004).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pelos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais
oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae). Os oleos essenciais podem estar estocados em certos orgdos, tais
como flores (laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-liméo, eucalipto, louro) ou,
ainda, nas cascas dos caules (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes,
rizomas (circuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou
sementes (noz-moscada). Embora todos os o6rgdos de uma planta possam
acumular oleos essenciais, sua composicao pode variar segundo a localizagao
(Robbers et al., 1997; Oussalah et al., 2006).

As plantas ricas em 6leos essenciais devem ser coletadas pela manha ou

a noite, pois o periodo de exposicdo ao sol pode provocar perda quantitativa



importante do 6leo existente no vegetal. O grau de hidratagdo do terreno e os
teores de macronutrientes (N, P, K) também podem influenciar a composicdo
dos oleos volateis. Entretanto, ndo se pode prever ou estabelecer um unico
padréo, pois cada espécie reage de forma diferenciada (Castro, 2006).

A utilizagdo de produtos naturais extraidos de plantas ¢ tdo remota
quanto a civiliza¢do na terra. Os egipcios utilizavam amplamente os extratos e
oleos extraidos de plantas para tratamento farmacoldgico e também como
conservante de alimentos. Com o desenvolvimento de novas técnicas de
producdo destes compostos € o desenvolvimento da Quimica, ocorreu melhoria
na obten¢ao de d6leos essenciais (Rates, 2001).

Atualmente, as propriedades antimicrobianas dos dleos essenciais t€ém
despertado interesse pela perspectiva de constituirem uma alternativa para as
exigéncias dos consumidores quanto a utilizagdo de aditivos naturais em
alimentos (Tassou et al., 2000).

O mecanismos de acdo dos dleos essenciais nas células bacterianas diz
respeito, principalmente, aos danos estruturais e funcionais & membrana
citoplasmatica (Sikkema et al., 1994). Como sdo tipicamente lipofilicos, os 6leos
essenciais se acumulam na bicamada lipidica da membrana citoplasmatica,
conferindo caracteristicas de permeabilidade (Bakkali et al.,, 2008). A
permeabilidade das membranas celulares é dependente da sua composigdo e da
hidrofobicidade dos solutos que a atravessam (Sikkema et al., 1995), de maneira
que a resisténcia bacteriana frente a 6leos essenciais parece estar relacionada a
habilidade de particdo dos componentes dos mesmo na fase lipidica da
membrana (Lambert et al., 2001).

Em bactérias, a permeabilidade da membrana citoplasmatica esta
associada a dissipagdo da forga proton motiva, no que diz respeito a redugdo do
pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, € a perda de metabolitos e

ions potassio e fosfato (Lambert et al., 2001). Dessa forma, danos estruturais a



membrana citoplasmatica levam ao comprometimento de suas fungdes como
barreira seletiva e local de acdo enzimatica e geragdo de energia (Sikkema et al.,
1994; Gill & Holley, 2006).

Outras alteracdes de natureza antibacteriana, devido a atuagdo de o6leos
essenciais, sdo a coagulagdo do citoplasma (Gustafson et al., 1998) e a
danificagdo de proteinas embebidas na membrana citoplasmatica (Knobloch et
al., 1989; Ultee et al., 1999). Enzimas como ATPases estdo localizadas na
membrana citoplasmatica e encontram-se envoltas por moléculas de lipideos.

Dois possiveis mecanismos sdo propostos para a agdo dos oleos
essenciais em relagdo a proteinas da membrana citoplasmatica. Moléculas
lipofilicas capazes de se acumular na bicamada lipidica podem vir a danificar a
interagdo lipideo-proteina. Entretanto, a interacdo direta de compostos lipofilicos
com partes hidrofobicas das proteinas pode também ocorrer (Juven et al., 1994;
Sikkema et al., 1995).

As propriedades antimicrobianas de plantas e seus 6leos essenciais t€ém
sido estudadas, principalmente com relagdo ao efeito inibidor sobre

microrganismos patogénicos presentes em alimentos.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS EM
BACTERIAS PATOGENICAS DE ORIGEM ALIMENTAR
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1 RESUMO

Objetivou-se identificar e quanticar os constituintes ¢ avaliar a atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais de Mentha piperita, Cymbopogon citratus,
Ocimum basilicum e Origanum majorana contra cepas de Escherichia coli
enteropatogénica, Salmonella enterica Enteritidis, Listeria monocytogenes e
Enterobacter sakazaki. A obtengdo dos 6leos essenciais foi realizada a partir de
folhas secas, empregando-se a técnica de hidrodestilagdo e utilizando-se a
aparelho de Clevenger modificado. A atividade antibacteriana dos o6leos
essenciais foi determinada pelo método de difusdo em agar. Observou-se que 0s
Oleos essenciais inibiram o crescimento bacteriano, mas sua efetividade foi
variada. Entre os 6leos essenciais testados, M. piperita apresentou alta atividade
animicrobiana para E. coli, atividade moderada para Salmonella Enteritidis e
Enterobacter sakazakii e baixa atividade para Listeria monocytogenes. Ja
Cymbopogon citratus apresentou alta atividade antimicrobiana frente a E. coli e
atividade moderada frente a Enterobacter sakazakii, Salmonella Enteritidis e
Listeria monocytogenes. Ocimum basilicum apresentou alta atividade
antibacteriana frente E. coli e Enterobacter sakazakii, moderada atividade frente
a  Salmonella Enteritidis e ndo apresentou atividade frente a Listeria
monocytogenes. Origanum majorana também foi testado neste estudo e
apresentou alta atividade antimicrobiana frente E. coli, atividade moderada para
Salmonella Enteritidis e Enterobacter sakazakii e baixa atividade para Listeria
monocytogenes.

Palavras-chave: monoterpenos, patogenos de origem alimentar, propriedades
antibacteriana.
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2 ABSTRACT

The objective of this work was to identify and quantify the constituents
and to evaluate the antimicrobial activity of essential oil of Mentha piperita,
Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum and Origanum majorana, against
enteropathogenic Escherichia coli, Salmonella enterica Enteritidis, Listeria
monocytogenes and Enterobacter sakazaki. The essential oil were obtained from
dried leaves by using the hydrodistillation technique and the modified Clevenger
apparatus. The bacterial activity of the essential oil was determined by using the
agar diffusion technique. Essential oil inhibited bacterial growth, but its
effectiveness was varied. Among the essential oil tested, M. piperita showed
high antimicrobial activity against E. coli, moderate activity for Salmonella
enterica Enteritidis and Enterobacter sakazakii and low activity for Listeria
monocytogenes. However, Cymbopogon citratus presented high antimicrobial
activity against E. coli and moderate activity against Enterobacter sakazakii,
Salmonella enterica Enteritidis and Listeria monocytogenes. Ocimum basilicum
showed high antimicrobial activity against E. coli and Enterobacter sakazakii,
moderate activity against Salmonella enterica Enteritidis and it was inactive
against Listeria monocytogenes. Origanum majorana, which was also tested in
our work, showed high antibacterial activity against E. coli, moderate activity
against Salmonella enterica Enteritidis and Enterobacter sakazakii and low
activity against Listeria monocytogenes.

Key-word: monoterpenes, pathogenic feed source, antibacterial properties.
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3 INTRODUCAO

Patogenos de origem alimentar sdo amplamente diversos na natureza e
continuam sendo a maior causa de problemas mundiais de saude publica em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Esses agentes sdo responsaveis por
consideravel morbidade e mortalidade, além de resultar em custos com cuidados
médicos, perda de produtividade e controle pela indastria de alimentos
(Frantamico et al., 2007, Nedorostova et al., 2009). Nos paises industrializados,
a porcentagem de pessoas que sdo acometidas com doencas transmitidas por
alimentos por ano chega a 30% da populagdo. A cada ano, somente nos EUA, se
estima um total de 76 milhdes de casos de doengas transmitidas por alimentos,
com 325.000 hospitalizagdes e 5.000 mortes. Nao existem dados documentados
desses casos nos paises em desenvolvimento, mas sabe-se que eles enfrentam
graves problemas, devido a presenca de uma grande variedade de patdgenos.
Entre os mais sérios patogenos de origem alimentar estio Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes e E. coli, os quais respondem pelo maior numero de
casos de doengas e mortes (Ricke et al., 2005; Oussalah et al., 2007).

Para reduzir doengas e danos econdomicos causados por microrganismos
patogénicos, o uso de produtos naturais como compostos antimicrobianos
parecer ser uma maneira interessante de controlar a presenga de bactérias
patogénicas e estender a vida de prateleira de alimentos processados (Cowan,
1999; Filoche et al., 2005; Nedorostova et al., 2009), principalmente devido a
prevaléncia de microrganismos resistentes a antissépticos e antibidticos
convencionais e também pelo aumento do conceito popular sobre a qualidade de
alimentos e do potencial impacto dos aditivos sintéticos na saude. Assim, a
crescente demanda do consumidor por produtos naturais efetivos e seguro tem

levado a investiga¢des com relagdo aos efeitos de fitoquimicos. Entre esses
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estudos € crescente a pesquisa com relacdo aos dleos essenciais (Dorman &
Deans, 2000; Draughon, 2004; Filoche et al., 2005).

Os oleos essenciais ¢ seus componentes sdo considerados os agentes
antimicrobianos mais importantes presentes em plantas; eles podem também
apresentar atividade antioxidante e anti-inflamatéria. Os Oleos essenciais
originam-se do metabolismo secundario das plantas, sendo constituidos por uma
mistura de compostos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, € seus
derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, ester, éteres, cetonas, fendis e 6xidos).
Outros compostos volateis incluem fenilpropanoides e substancias contendo
enxofre ou nitrogénio. Geralmente, a composi¢do do oleo essencial ¢ um
balango de varios compostos, embora na maioria das espécies um constituinte
prevaleca sobre o outro (Cowan, 1999, Bajpai et al., 2008).

Como os 6leos essenciais e seus constituintes sdo extensivamente usados
como ingredientes de flavour em uma ampla variedade de alimentos, bebidas e
produtos de confeitaria, sua aplicagdo no controle de patdégenos pode reduzir o
risco de doengas de origem alimentar e assegurar ao consumidor produtos
alimenticios seguros (Burt, 2004; Kotzekidou et al., 2008).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de identificar e quanticar
os constituintes e avaliar a atividade antimicrobiana de o6leos essenciais de
horteld-pimenta (Mentha piperita), capim-limdo (Cymbopogon citrarus),
manjerona (Origanum majorana), e manjericdo (Ocimum basilicum) frente os
patogenos de origem alimentar Escherichia coli enteropatogénica, Salmonella

enterica Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazaki.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Os materiais vegetais utilizados para a extragdo de 6leo essencial foram
folhas de horteld-pimenta (Mentha piperita) e de capim-limao (Cymbopogon
citrarus), manjerona (Origanum majorana), manjericdo (Ocimum basilicum) e
erva doce (Pimpinella anisium). O material foi colhido no horto de plantas
medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na cidade de Lavras,
regido sul de Minas Gerais (Brasil), a 21°14” S de longitude 45°00° W GR, a 918
m de altitude. As plantas foram coletadas em novembro de 2008, na parte da

manha, em dia com temperatura amena e sem precipitacao pluviométrica.

4.1.1 Extracao dos 6leos essenciais e determinagdo do rendimento

O método empregado para extracdo dos Oleos essenciais foi o de
hidrodestilagao utilizando o aparelho de Clevenger modificado. Oprocesso de
extracdo foi realizado por um periodo de 2 horas, controlando-se a temperatura

em, aproximadamente, 100°C.

4.1.2 Identificagédo e quantificagdo dos constituintes dos 0leos essenciais

As andlises qualitativas e quantitativas dos o6leos essenciais foram
realizadas no laboratorio METABIO, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Sergipe.

Analises qualitativas dos 6leos foram realizadas por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), utilizando-
se aparelho Shimadzu CG-17%, com detector seletivo de massa modelo

QP 5050% sob as seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de
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silica fundida (30 m X 0,25mm) com fase ligada DB-5MS (Folsom, CA, USA);
temperatura da fonte de ions de 280°C; programagao da coluna com temperatura
inicial de 50°, por 2 minutos com aumento de 4°C/minuto até 200°C; depois,
10°C/minuto até 300°C, finalizando com temperatura de 300°C, por 10 minutos;
gas carreador hélio (ImL min™); pressdo inicial na coluna de 100,2 KPa; taxa
split 1:83 e volume injetado de 0,5 um (1% de solucdo em diclorometano). As
condigdes para espectrometro de massas (EM) foram: energia de impacto de 70
eV, velocidade de decomposicdo 1000, intervalo de decomposi¢do de 0,50 e
fragmentos de 40 Da e 550Da decompostos. Foi injetada, nas mesmas condigoes
das amostras, uma série de padrdes de hidrocarbonetos (C9H20....... C26H54).
Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca
Wiley 229 e pelo indice de Kovat, calculando para cada constituinte de acordo
com Adams (1995).

A quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada por
cromatografia gasosa. Nesta analise, foi utilizado um cromatografo gasoso
Shimadzu CG - 17 A, com detector por ionizacdo de chama (FID), nas seguintes
condi¢des cromatograficas: coluna capilar (DBS); programagdo da coluna com
temperatura inicial de 50°C, por 2 minutos, com aumento de 4°C/minutos, até
200°C; depois, 10°C/minutos até 300°C, finalizando com temperatura de 300°C,
por 10 minutos Utilizou-se como gas carreador o nitrogénio (2,2 mL.min™) e,
ainda, taxa de split de 1:10 e volume injetado de 1 mL (1% de solugdo em
diclorometano) e pressdo na coluna de 115 KPa. A quantificagdo de cada

constituinte foi obtida por meio de normalizacdo de areas (%).

4. 2 Teste de atividade antibacteriana

4.2.1 Microrganismos
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Foram utilizadas cepas de Escherichia coli enteropatogénica,
Salmonella entérica Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter
sakazakii, provenientes da colecdo de culturas da Fundagdo Oswaldo Cruz

(Fiocruz).

4.2.2 Padronizacao, estocagem e preparo do inéculo

Para a padronizacdo do nimero de células, a cepa foi inicialmente
inoculada em frasco Erlenmeyer contendo 150mL de meio de cultura caldo
triptona de soja (TSB) (Himedia®, Mumbai, Maharashtra, India), o qual foi
incubado a 37°C. Em seguida, a partir do TSB, a curva de crescimento foi
determinada pela realizagdo periddica de leituras da absorbancia da cultura a
600nm e de dilui¢des seriadas em agua peptonada 0,1% (p/v) com posterior
plaqueamento em superficie para determina¢io do Log UFC. mL ™', utilizando-
se como meio de cultura agar triptona de soja (TSA) (Himedia®, Mumbai,
Maharashtra, india).

Durante a realizagdo do experimento, a cepa foi estocada sob
refrigeracdo em meio de congelamento (por 100 mL de 4gua destilada: 15ml de
glicerol, 0,5g de peptona bacterioldgica, 0,3g de extrato de levedura e 0,5g de
NACL, pH 7,2+7,4). Para ativa¢ao e utilizacdo da cepa, uma aliquota do meio de
congelamento foi transferida para tubos de ensaio contendo TSB, sendo
realizados dois repiques consecutivos com incubagdo a 37°C, por 24 horas, neste
meio de cultura. Em seguida, a cultura foi estriada em placas contendo TSA e
incubada a 37°C, por 24 horas. Das coldnias formadas na superficie do TSA, foi
retirada uma algada e transferida para um frasco Elernmeyer contendo 150mL de
TSB, o qual foi incubado a 37°C, até atingir o numero de células necessarias

para a utilizagdo no experimento.
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4.2.3 Determinacao da atividade antimicrobiana

A metodologia empregada foi a de difusdo em agar, de acordo com
Mendonga (2004), com modificagdes. Como meio de cultura utilizou-se TSA.
Para o preparo das cavidades de deposicdo dos oleos essenciais, uma camada
inicial do meio de cultura foi depositada em placas de Petri, sobre as quais, apos
solidificacdo, foram dispostas pérolas de vidro. Uma sobrecamada do meio de
cultura contendo o in6cuo na concentragdo de, aproximadamente, 8 Log UFC.
mL™, foi depositado sobre as pérolas de vidro dispostas na superficie da camada
inicial. Ap6s solidificagdo da sobrecamada, as pérolas de vidro foram removidas
com o auxilio de pingas estéreis, dando origem as cavidades. Em seguida, 10ul
das diferentes concentragdes (0; 0,39; 078; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50),
expressas em % (v/v) dos 6leos essenciais de horteld e capim-limdo, manjerona,
manjericio e erva-doce, diluidas em etanol, foram transferidas para as
cavidades. A concentragdo 0% (v/v), constituida apenas de etanol, foi utilizada
como controle positivo do crescimento bacteriano. As placas foram incubadas, a
37°C, por 24 horas e, apos esse periodo, foram medidos os diametros dos halos
de inibigdo formados. O experimento foi realizado em trés repeticdes e os
resultados foram expressos como a média dos trés valores. A atividade
antibacteriana foi caracterizada pelo comprometimento do crescimento
bacteriano, observado pela formagdo de halo de inibi¢do. A menor concentragdo
que apresentou atividade antimicrobiana foi definida como concentragdo minima

inibitoria (CMI).

4.3 Analise dos dados

Os dados de atividade bactericida dos oleos essenciais obtidos pelo
método de difus@o em placa foram padronizados em unidades arbitrarias por mL
(UA/ml) para, posteriormente, serem comparados entre si. Para a obtengdo das

UA/mL utilizou-se a féormula:
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DH

X 50
Fator de diluic&o

em que DH ¢ o didmetro inibitorio para a menor concentragdo (em milimetros).
De posse dos valores das UA/mL, procedeu-se a uma analise de variancia, tendo
os dados de UA dos o6leos essenciais para cada bactéria sido transformados em
raiz de x+0,5 e as medias comparadas pelo teste de Scott & Knott (1974) usando

o pacote “Laercio” (Silva, 2008), compilado pelo software R® (2009).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

A atividade antibacteriana dos Oleos essenciais de Mentha piperita,
Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum e Origanum majorana contra as
quatro espécies de bactérias testadas, Escherichia coli enteropatogénica,
Salmonella entérica Enteritidis, Listeria monocytogenes e Enterobacter
sakazakii esta sumarizada na Tabela 1. Os resultados revelam que os Oleos
essenciais demonstraram atividade antimicrobiana em variadas magnitudes,
sendo a maioria das bactérias testadas sensivel aos 6leos.

Os principais constituintes do 6leo essencial de M. piperita identificados
e quantificados foram mentol (68,21%), mentona (10,95%) acetato de metila
(6,65%) e iso-mentona (4,82%). Prévias investigagdes da composicdo sao
consistentes com nossos resultados, segundo os quais mentol e mentona sdo
encontrados como compostos majoritarios. Iscan et al. (2002) elucidaram, por
GC e GC/MS, a composi¢ao e relativa porcentagem de quatro amostras de 6leos
essenciais de M. piperita de fontes distintas. Os resultados demonstraram que as
amostras continham mentol (28%-42%) e mentona (18%-28%) como os

principais constituintes.
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8¢C

TABELA 1 Atividade bactericida (UA/mL +EP) dos diferentes 6leos essenciais para Salmonella Enteritidis, Eschrichia
coli, Listeria monocytogenes e Enterobacter sakazakii.

Atividade do 6leo essencial (UA/mL+EP)’

Bactéria Mentha piperita Cymbopogon citratus Ocimum basilicum Origanum majorana CV (%)

S. Enteritidis 1.706,67+ 28221  bC 2.77333+213,33 aB  1.600,00+ bB  1.706,67+ bB 10,48
184,75 213,33

E. coli 8.106,67+1.128,85 aA  9.386,67+ 853,33 aA  6.826,67+ aA 597333+ aA 9,79
853,33 426,67

L. monocytogenes 106,67+ 6,67 bD 2.773,33+ 213,33 aB 0,00+0,00 cC 0,00+0,00 cC 10,85

E. sakazakii 3.200,00+ 369,50 bB  2.773,33+ 213,33 bB 8.106,67+ aA  2.346,67+ bB 7,05
426,67 213,33

Medias seguidas pela mesma letra minuscula na mesma linha ou maitscula na mesma coluna, nao diferem entre si, pelo
teste de Scott & Knott (1974) (P<0,05).



Oleo essencial de M. piperita apresentou alta atividade antimicrobiana
para E. coli, atividade moderada para Salmonella Enteritidis e Enterobacter
sakazakii e baixa atividade para Listeria monocytogenes. Varios estudos tém
avaliado a atividade antibacteriana de M. piperita (Cowan, 1999, Tassou et al.,
2000, McKay & Blumberg, 2006). Mentol tem sido relatado como sendo o
composto responsivel pela atividade antimicrobiana de M. piperita
(Sivropoulou, 1995) e foi apresentado como ativo contra Clostridium
sporogenes, Enterobacter aeraerogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus
Vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella pullorum, Staphylococcus
aureus e Streptococcus faecalis, inibindo estes microrganismos em
concentragdes de 10 pL por placa, utilizando o método de plaqueamento em
agar (Iscan et al., 2002). Contudo, alguns estudos sugerem que mentol ndo
parece ser o unico agente responsavel pela propriedade antimicrobiana de M.
piperita. Yadegarinia et al. (2006) observaram alta atividade antimicrobiana de
6leo essencial de M. piperita com concentragdes baixas de mentol (3,6%).
Assim, pode-se deduzir que outros compostos quimicos presentes no oleo
também contribuem para alta atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M.
piperita.

Na avaliagdo, o Oleo essencial de C. citratus apresentou, em sua
constituigdo, 38,43% de geranial, 31,12% de neral, 4,21% de linalol ¢ 2,53% de
mirceno. Geranial e neral sdo estereoisdmeros e sua mistura constitui o citral.
Assim, o citral ¢ uma mistura isomérica de geranial [(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-
dienal; citral A ou isdmero E] e neral [(2z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal; citral B
ou isomero Z] (El Fattah et al.,, 1992). Observa-se que o0s constituintes
majoritarios encontrados no 6leo essencial de C. citratus utilizado neste estudo
assemelha-se aos encontrados nos trabalhos consultados. Oliveira et al. (2009)
encontraram, como constituintes do dleo essencial de C. citratus, geranial

(42,91%), neral (30,90%), linalol (1,51%) e mirceno (1,36%).
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Cymbopogon citratus apresentou alta atividade antimicrobiana frente a
E. coli e atividade moderada frente a Enterobacter sakazakii, Salmonella
enteritidis e Listeria monocytogenes.

Doran et al. (2008) demonstraram que o 6leo essencial de C. citratus
inibiu bactérias resistentes a antibioticos em concentracdes muito baixas
(0,06%). Onawunmi (1989), ao avaliar a atividade de citral frente a bactérias e
fungos, constatou que a minima concentracao inibitoria obtida para S. aureus, E.
coli, C. albicans e M. gypseum foi de 0,05% (v/v), enquanto para A. fumigatus
foi de 0,08% (v/v). Segundo este autor, 0,01% de citral levou a uma ligeira
inibicdo no crescimento de E. coli; j4 em concentra¢des mais altas (0,03%,
0,05%, 0,08% e 0,1%), citral demonstrou rapida diminui¢do na viabilidade da
contagem final de células.

Entre os Oleos essenciais avaliados, apenas C. citratus apresentou
atividade frente a Listeria monocytogenes. Esses achados estdo de acordo com
os de Oussalah et al. (2007) que também observaram superioridade na atividade
antibacteriana do 6leo essencial de C. citratus frente a L. monocytogenes, tendo
a CMI encontrada para o 6leo essencial sido de 0,4% (v/v). Lis-Balchin & Deans
(1997) observaram forte atividade antilisterial de C. citratus e encontraram uma
correlacdo entre essa atividade e o alto contetido de geranial e neral. A moderada
atividade registrada pelo método de difusdo em Agar, neste estudo, pode ser
atribuida a baixa afinidade entre componentes menos polares, como neral e
geranial e o substrato polar (agar), o que pode diminuir atividade do o6leo
essencial de C. citratus.

Apesar de as atividades antimicrobianas e antifungicas do 6leo essencial
de C. citratus serem atribuidas ao citral (Guerra et al., 2000), é possivel que a
atividade dos principais componentes seja modulada por outras moléculas que
estdo presentes em menor quantidade. Onawunmi et al. (1984) demonstraram

sinergismo entre os componentes do o6leo, observando que mirceno nao
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apresentou atividade antimicrobiana, mas, quando associado ao citral,
potencializou seu efeito. E possivel que a atividade dos principais componentes
seja modulada por moléculas menores (Hoet et al., 2006; Bakkali et al., 2008).

Oleo essencial de Ocimum basilicum apresentou alta atividade
antibacteriana frente E. coli e Enterobacter sakazakii; moderada atividade frente
a Salmonella Enteritidis e ndo apresentou atividade frente a Listeria
monocytogenes. Segundo Sinha & Gulati (1990), o 6leo essencial de Ocimum
basilicum de varias regides foi efetivo contra Staphylococcus aureus, E. coli,
Salmonella thyphi, Samonella paratyphi, Shigella boydii ¢ Proteus vulgaris.
Deans & Ritcie, ao avaliaram varios 6leos essenciais (incluindo O. basilicum),
quanto a sua propriedade antimicrobiana contra 25 g€neros de bactérias,
utilizando a técnica de difusdo em agar, constataram que a maioria das bactérias
testadas, incluindo Aeromonas hydrophila, B. subtilis, Brevibacterium linens,
Brocothrix thermosphacta, Erwinia carotovora, E. coli, Lueconostoc cremoris,
S. aureus, Streptococcus faecalis e Yersinia enterocolitica, apresentou ampla
sensibilidade ao 6leo essencial de O. basilicum.

O oleo essencial de O. basilicum apresentou, em sua constitui¢do,
59,19% de linalol, 13,74% de 1,8 cineol, 6,91% de cinamato de metila, 3,94%
de a-epi-cadinole e 2,44% de metil chavicol. Sua atividade antibacteriana pode
ser, em parte, devido, a presencga do alto conteudo de linalol (Sartoratto et al.,
2004; Koutsoudaki et al., 2005; Sokovic & Griensven, 2006).

A atividade antimicrobiana dos principais constituintes do 6leo essencial
de O. basilicum (Linalol, 1,8 cineol, methyl chavicol, eugenol e metil cinamato)
foi também estudada. Pattnaik et al. (1997) avaliaram as propriedades
antibacterianas dos constituintes aromaticos de oleos essenciais. Os resultados
dos testes demonstraram que linalol foi o mais efetivo composto, inibindo 17 das
18 cepas bacterianas. Alcoois sdo conhecidos por possuir atividade bactericida

em vez de bacteriostatica contra células vegetativas. O alcool terciario linalol ¢
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ativo contra microrganismos testados, potencialmente atuando tanto como um
agente de desnaturacdo proteica ou como um solvente desidratante (Suppakul et
al., 2002).

Knobloch et al. (1989) avaliaram a atividade antimicrobiana dos
componentes do 6leo essencial de O. basilicum contra bactérias gram-negativas
(e.g. Enterobacter aerogenas e P. Vulgaris), bactérias gram-positivas (e.g. S.
aureus e B. subtilis) e fungos (e.g. Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus e P.
expansum). Estes autores constataram que linalol, com alta solubilidade em
agua, teve significativa atividade antimicrobiana, quando comparado a outros
compostos, como cinamaldeido, citral, geraniol, eugenol e mentol, ao passo que
metil chavicol, com sua baixa solubilidade, apresentou uma menor atividade
antimicrobiana.

A solubilidade em agua dos constituintes dos oleos essenciais esta
diretamente relacionada a sua capacidade de penetrar na parede celular de
fungos e bactérias. Contudo, a atividade antimicrobiana desses 6leos deve-se a
sua solubilidade na bicamada lipidica da membrana celular (Knobloch et al.,

1989; Suppakul et al., 2002).

Oleo essencial de Origanum majorana também foi testado neste estudo
e apresentou alta atividade antimicrobiana frente E. coli, atividade moderada
para Salmonella Enteritidis e Enterobacter sakazakii e nao apresentou atividade
antibacteriana frente a Listeria monocytogenes.

Para os constituintes do 6leo essencial do O. majorana utilizado, as
proporgdes e as substancias identificadas foram: 38,17% de terpinen-4-ol, 7,71%
de y-terpineno, 6,50% de p-cimeno e 3,84% de o-terpineno. Bussata et al.
(2008), ao avaliarem a atividade antimicrobiana de o6leo essencial de O.
majorana frente a dez espécies de bactérias, observaram que todos os

microrganismos testados foram suscetiveis a a¢ao do dleo essencial, com valores
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de MIC a partir de 0,069 a 2.3 mg/mL. Deans & Svoboda (2006), em um estudo
sobre a atividade antimicrobiana do 6leo de O. majorana sobre 25 bactérias,
mostraram um poder inibitério sobre consideravel nimero de bactérias.

A atividade antibacteriana apresentada pelo 6leo pode ser devido a
terpinen-4-ol e vy-terpineno. y-Terpineno tem sido relatado por apresentar
significativa atividade antimicrobiana (Carson & Riley, 1995; Cosentino et al.,
1999) e terpinen-4-ol tem sido citado por apresentar atividade bacteriostatica
contra alguns microrganismos (Barel et al., 1991). Contudo, os compostos que
sdo encontrados em menor quantidade, como p-cimeno e a-terpineol, podem
também contribuir para atividade antimicrobiana dos o6leos (Carson & Riley,
1995; Pattnaik et al., 1997; Cosentino et al., 1999; Tabanca et al., 2001), sendo
possivel que estejam envolvidos em algum tipo de sinergismo com outros
compostos ativos (Marino et al., 2001; Xianfei et al., 2007).

A maior atividade de O6leo essencial frente a E. coli, Salmonella,
Enteritidis e Enterobacter sakazakii e a menor atividade frente a Listeria
monocytogenes diferem da maioria dos estudos que relatam que bactérias gram-
positivas sdo mais sensiveis a oOleos essenciais do que as gram-negativas
(Davison, 1997). Entretanto, alguns estudos ndo confirmam estas observagdes.
Burt (2004) afirma que bactérias gram-positivas tém sido menos ou igualmente
sensiveis a bactérias gram-negativas. Doran et al. (2009), avaliando a atividade
antimicrobiana de 6leo essencial de C. citratus, demonstraram que este 6leo
inibiu bactéria resistente a antibidtico a baixas concentragdes (0,06%). Além
disso, foi observado também que bactéria gram-positiva foi menos susceptivel
do que gram-negativa. Ao estudarem a atividade antimicrobiana de 22 o6leos
essenciais frente a 10 cepas bacterianas, Kotzekidou et al. (2008) demonstraram
que S. typhimurium (gram-negativa) foi a cepa mais sensivel, sendo inibida por
17 dos compostos testados, enquanto L. monocytogenes (gram-positiva) foi a

cepa mais resistente, sendo inibida por somente quatro dos compostos testados.
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Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com estas
observagdes, uma vez que Listeria monocytogenes apresentou maior resisténcia
aos Oleos testados quando comparada as bactérias gram-negativas.
Randrianarivelo et al. (2009), ao avaliarem amostras de o6leos essenciais de
Cinnamosma fragrans originarias de duas regides em Madagascar,
Tsaramandrosa (B8) e Mariarano (B143), frente a bactérias gram-positivas e
gram-negativas, observaram que cepas de Micrococcus foram mais resistentes
aos 0leos B134, sendo tdo resistente quanto cepas de Salmonella ao 6leo B8.

A permeabilidade da membrana bacteriana, a presenga de proteinas
porinas em bactérias gram-negativas e a distribuicdo intracelular dos
constituintes dos oleos essenciais sdo elementos chaves que influenciam a
difusdo e a agdo dos 6leos essenciais dentro das células, sendo, entdo, a varia¢ao
na atividade dos 6leos essenciais esperada contra diferentes grupos de bactérias
(Lambert et al., 2001; Randrianarivelo et al., 2009).

Neste estudo foi também observado que, em geral, os dleos essenciais
apresentam alta atividade antimicrobiana contra E. coli, concordando com outros
estudos. Hammer et al. (1999), usando a técnica de difusdo em Agar, concluiram
que E. coli foi mais sensivel do que uma cepa selecionada de S. typhimurium
para a maioria dos 6leos essenciais testados (Penalver et al., 2005).

A diferenga encontrada entre a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais
deste estudo ¢ a composi¢do quimica dos dleos essenciais de alguns trabalhos ja
realizados pode ser atribuida ao fato de que os 6leos essenciais sdo um grupo
heterogéneo de misturas de substancias orgénicas nas quais os constituintes e
suas concentragoes relativas ndo dependem somente da espécie da planta. Entre
outros fatores que influenciam a composi¢do quimica, os mais importantes sao a
origem da planta, a parte da planta utilizada, o estagio de desenvolvimento da
planta, as condi¢gdes climaticas e de crescimento, como temperatura, solo e

fertilizantes e as condi¢des de destilagdo e estocagem (Ozcan & Erkmen, 2001;
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Oladimeji et al., 2001). Entretanto, a maioria componentes majoritarios
encontrados nos 6leos essenciais estudados foi semelhante aos encontrados nos
trabalhos consultados.

Essa diferenga apresentada na constitui¢do € na concentragdo dos oleos
essenciais influencia diretamente na atividade antimicrobiana. Assim, a
diferenca na atividade antimicrobiana existente entre os Oleos essenciais de
diferentes espécies de plantas, como observado entre os Oleos essenciais de
Mentha piperita, Cymbopogon citrarus, Origanum majorana e Ocimum
basilicum), é relacionada a concentragdo e a natureza de seus constituintes
quimicos (Chang et al., 2001).

Com relagdo aos oOleos essenciais estudados, os constituintes
majoritarios encontrados foram monoterpenos. A agdo antimicrobiana dos
monoterpenos tem sido explicada pelo seu efeito toxico na estrutura e na fungao
da membrana celular. Como resultado do carater lipofilico, os monoterpenos
irdo, preferencialmente, se deslocar da fase aquosa em direcao as estruturas da
membrana (Sikkema et al., 1994), o que resulta em expansdo da membrana,
aumento da fluidez e permeabilidade da membrana, desordenando as proteinas
embebidas na membrana, inibindo a respiracdo e alterando o processo de
transporte de ions (Trombeta et al., 2009). Dessa forma, danos estruturais a
membrana citoplasmatica levam ao comprometimento de suas fungdes, como
barreira seletiva e local de acdo enzimatica e geragdo de energia (Sikkema et al.,
1994).

A capacidade apresentada pelos 6leos essenciais em inibir o crescimento
bacteriano permite que os mesmos sejam utilizados como antimicrobianos na

industria de alimentos.
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6 CONCLUSAO

Os compostos majoritarios encontrados foram mentol € mentona para M.
piperita, geranial e neral para C. citratus, linalol e 1,8 cienol para O. basilicum,
e terpinen-4-ol e p-cimeno para O. manjorana.

Os resultados deste estudo demonstraram que os Oleos essenciais de
Mentha piperita, Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum e Origanum
majorana apresentaram significativa atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli enteropatogénica, Salmonella entérica Enteritidis e
Enterobacter sakazaki. Contudo, somente o Oleo essencial de C. citratus

apresentou atividade frente a Listeria monocytogenes.
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CAPITULO 3

FORMAGCAO DE BIOFILME POR Escherichia coli EM ACO
INOXIDAVEL E ACAO SANIFICANTE DE OLEOS ESSENCIAIS
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1 RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de investigar a agdo
antibacteriana de solugdes a base de 6leos essenciais de C. citratus e M. piperita,
frente ao biofilme formado por Escherichia coli INCQS 184. O biofilme foi
formado em superficie de ago inoxidavel AISI 304 (#4), por 240 horas, a 35°C e,
subsequentemente, foi tratado com as solugdes a base de dleos essenciais por 10,
20 e 40 minutos, na concentragdo de 7,8% (v/v). As solucdes a base de oleo
essencial se apresentaram efetivas, reduzindo o ntimero de células aderidas,
principalmente ap6s 20 e 40 minutos de contato, obtendo-se uma redugdo de
100%. A atividade antibacteriana dos oOleos essenciais pode ser evidenciada
pelas mudancas morfologicas apresentadas pelas células tratadas com oleo
essencial de M. piperita e C. citratus, observadas pela MEV. Os 6leos essenciais
podem ser uma boa alternativa para serem utilizados como sanitizantes na
superficie de equipamentos das industrias de alimentos.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Mentha piperita, Cymbopogon
citratus, microscopia eletronica de varredura
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2 ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the antibacterial action of
solutions based on essential oil of Mentha piperita and Cymbopogon citratus
against the biofilm formed by Escherichia coli INCQS 184. Biofilm was formed
on stainless steel surface AISI 304 (#4) after 240h at 35 °C. Subsequently, the
biofilm was treated with solutions of essential oil during 10, 20 and 40 minutes,
at a concentration of 7,8% (v/v). Solutions of essential oil presented effective
reducing the adhered cells number, mainly after contact of 20 and 40 min. After
these periods it was possible observe a 100% reduction in the adhered cells
number. The antibacterial activity of essential oil could be observed by SEM
which showed morphological changes of cells treated with M. piperita and C.
citratus essential oil. Essential oil can be a good alternative to be used as
sanitizers on the surface of equipment from food industries.

Key-word: Antimicrobial activity, Mentha piperita, Cymbopogon
citratus, scanning electron microscopy.
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3 INTRODUCAO

A adesdo de microrganismos a superficies e equipamentos utilizados no
processamento de alimentos e os problemas que estes causam sdo assuntos
preocupantes para a industria de alimentos. Biofilmes tém potencial para atuar
como fonte croénica de contaminagdo microbiana, podendo comprometer a
qualidade dos alimentos e representar um perigo para a saude (Barnes et al.,
1999). Microrganismos sésseis apresentam vantagens, uma vez que sdo mais
dificeis de serem removidos mecanicamente a partir de superficies em contato
com alimentos (Efstathios & Nychas, 2006) e s3o mais resistentes a
desinfetantes e agentes sanitizantes, quando comparados as células
planquitonicas, o que agrava os problemas causados pelos biofilmes e contribui
para a inefici€ncia do higieniza¢do (Barnes et al., 1999; Efstathios & Nychas,
2006).

Atualmente, sdo prioridades, nas industrias de alimentos, a limpeza e a
sanitizagdo para minimizar o risco de contaminagdo por biofilmes. Pesquisas de
novas substincias para a eliminagdo de biofilmes sdo, portanto, uma nova area
com potencial promissor.

O uso de agentes antimicrobianos naturais pode ser uma alternativa
efetiva ou suplementar para o controle de microrganismos (Knowles et al.,
2005). Entre esses produtos, os 6leos essenciais de plantas condimentares,
aromaticas e medicinais tém demonstrado possuir atividade antimicrobiana
contra uma ampla variedade de microrganismos. Contudo, até o momento, ha
poucos dados disponiveis sobre a avaliagdo de oOleos essenciais como
sanitizantes frente a biofilmes (Chorianopoulos et al., 2008, Oussalah et al.,

2007).
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Em varios estudos tem sido relatado que microrganismos patogénicos de
origem alimentar, como E. coli, podem facilmente aderir e formar biofilmes em
superficies em contato com alimentos como aco inoxidavel, vidro e plastico
(Riva et al., 2007, Pawar et al., 2005). A associa¢do com superficies solidas ¢
uma estratégia que ndo somente E. coli, mas outras bactérias utilizam para
sobreviver em condi¢des subdtimas.

Escherichia coli é um microrganismo tipicamente de origem fecal,
usado como indicador de qualidade sanitaria da agua e de ambientes de
processamento de alimentos. Pela aquisicdo especifica de fatores de viruléncia
as cepas de E. coli t€m se tornado um patdgeno notorio, causando um amplo
espectro de doencas e representando um risco para a saide da populacao
mundial.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a aglo
antimicrobiana de solugdes a base de 6leo essencial de horteld-pimenta (Mentha
piperita) e de capim-limao (Cymbopogon citrarus) frente a biofilme formado

por Escherichia coli 184 em superficie de ago inoxidavel.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos utilizados, padronizacéo, preparacdo e estocagem do
indculo

O microrganismo utilizado foi Escherichia coli 184, proveniente da
colecdo de culturas da Fundag¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz) (Rio de Janeiro, RJ).
Para a padronizagdo do numero de células, as cepas foram inicialmente
inoculadas em frasco Erlenmeyer contendo 150mL de caldo triptona de soja
(TSB) (Himedia®) e incubadas a 37°C. A curva de crescimento da bactéria foi
determinada por leituras periodicas da absorbancia a 600nm e dilui¢Ges seriadas
em solu¢do salina [NaCl 0,9% 9p/v). Subsequentemente, realizou-se
plaqueamento de 0,1 ml da diluigdo adequada em superficie para determinacdo
do Log UFC. mL ™', em A4gar triptona de soja (TSA) (Himedia®).

Para o experimento, a cepa foi estocada, sob refrigeracdo, em meio de
cultura de congelamento (por 100 mL de agua destilada: 15ml de glicerol, 0,5g
de peptona bacteriologica, 0,3g de extrato de levedura ¢ 0,5g de NACL; pH
7,2£7,4). Para ativacdo e utilizagdo da cepa, aliquota do meio de cultura de
congelamento foi transferida para tubos de ensaio contendo TSB, sendo
realizados dois repiques consecutivos em TSB, com incubagdo a 37°C, por 24
horas. Em seguida, a cultura foi estriada em placas contendo TSA e incubada a
37°C, por 24 horas. Das colonias formadas na superficie do TSA, algumas foram
removidas e transferidas para frasco Erlenmeyer contendo 150 ml de TSB, os
quais foram incubados a 37°C, até a obten¢do do niimero de células necessarias

para o experimento, aproximadamente 8 log UFC mL™" (ODggo nm = 1.320).

4.2 Modelo experimental de formacé&o do biofilme

O modelo experimental de formagdo do biofilme por Eschericha coli foi

elaborado segundo sistema proposto por Gram et al. (2007) e em suporte de ago
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inoxidavel AISI 304 (#4), composto por duas divisdes, cada qual dando lugar ao
apoio de vinte cupons de aco inoxidavel AISI 304, com 1 mm de espessura e
dimensdes de 10 x 20 mm, dispostos verticalmente. O conjunto suporte e cupons
foi colocado em um béquer de 1.000 mL, o qual continha uma barra magnética e
permaneceu acomodado sobre um agitador magnético, utilizado com a
finalidade de permitir a livre circulagdo do substrato dentro do béquer. O bequer

foi lacrado com auxilio de placa de Petri e filme plastico.

4.3 Preparacao dos cupons e suporte de ago inoxidavel

Para iniciar o estagio de formagdo do biofilme, os cupons ¢ o suporte de
aco inoxidavel foram previamente higienizados e esterilizados. Inicialmente,
eles foram limpos com acetona 100%, lavados por imersdo em detergente
alcalino [NaOH 1% (p/v), pH 13,2), por 1 hora, enxaguados com agua destilada
esterilizada, secos e limpos com alcool 70% (v/v). Apds a higienizacdo, eles
foram lavados com agua destilada estéril, secos por duas horas a 60°C e

autoclavados, a 121°C, por 15minutos (Rossoni & Gaylarde, 2000).

4.4 Formacao do biofilme

O suporte de ago inoxidavel contendo os cupons foi disposto no interior
de um béquer de 1.000 mL, juntamente com uma barra magnética. Em seguida,
foram adicionados ao béquer 900 mL de TSB previamente estéril ¢ 1 mL de
TSB contendo a cultura bacteriana, perfazendo a concentragdo final de,
aproximadamente, 8 Log UFC.mL". O béquer foi lacrado e incubado a 37°C,
sob agitagdo de 50 rpm. A cada 48 horas, os cupons foram removidos do
suporte, lavados com tampao fosfato salino estéril (PBS, pH 7,4), removendo-se,
assim, as células ndo aderidas. Apds lavagem, os cupons foram novamente

dispostos em um novo suporte estéril e imersos em um novo béquer contendo
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900 mL de TSB, ambos esterilizados. Esse procedimento foi repetido por cinco
vezes, visando a completa formagdo de biofilme apds incubagdo (Joseph et al.,

2001).

4.5 Materiais vegetais

Os materiais vegetais utilizados para a extragdo de 6leo essencial foram
folhas secas de hortela-pimenta (Mentha piperita) e de capim-limdo
(Cymbopogon citratus). O material foi colhido no Horto de Plantas Medicinais
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizado na cidade de Lavras,
regido Sul de Minas Gerais (Brasil), a 21°14°S, longitude 45°00° W GR r 918 m
de altitude. As plantas foram coletadas em novembro de 2008, na parte da

manha, em dia com temperatura amena e sem precipitacao pluviométrica

4.5.1 Extracao dos 6leos essenciais

O método empregado para a extracdo dos oOleos essenciais foi o de
hidrodestilagao utilizando o aparelho de Clevenger modificado. O processo de
extracdo foi realizado por duas horas, controlando-se a temperatura em,

aproximadamente, 100°C.

4.5.2 ldentificacéo e quantificagao dos constituintes dos 6leos essenciais

As analises qualitativas dos 6leos foram realizadas por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), utilizando-se
aparelho Shimadzu CG-17?%, com detector seletivo de massa modelo QP 50507,
sob as seguintes condigdes operacionais: coluna capilar de silica fundida (30 m
X 0,25mm) com fase ligada DB-5MS (Folsom, CA, USA); temperatura da fonte

de ions de 280°C; programacao da coluna com temperatura inicial de 50°, por 2
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minutos, com aumento de 4°C/min, até 200°C; depois, 10°C/min até 300°C,
finalizando com temperatura de 300°C, por 10 minutos; gas carreador hélio
(ImL min™); pressio inicial na coluna de 100,2 KPa; taxa split 1:83 e volume
injetado de 0,5 um (1% de solucdo em diclorometano). As condi¢des para
espectrometro de massas (EM) foram: energia de impacto de 70 eV, velocidade
de decomposicdo 1.000, intervalo de decomposicao de 0,50 e fragmentos de 40
Da e 550Da decompostos. Foi injetada, nas mesmas condigdes das amostras,
uma série de padrdes de hidrocarbonetos (C9H20....... C26H54). Os espectros
obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca Wiley 229 e pelo
indice de Kovat, calculado para cada constituinte, de acordo com Adams (1995)
A quantificagdo dos constituintes dos 6leos essenciais foram realizadas
por cromatografia gasosa. Nesta analise, foi utilizado um cromatdgrafo gasoso
Shimadzu CG - 17 A, com detector por ionizagdo de chama (FID), nas seguintes
condi¢des cromatograficas: coluna capilar (DBS); programagdo da coluna com
temperatura inicial de 50°C por 2 minutos, com aumento de 4°C/minuto até
200°C; depois, 10°C/minuto até 300°C, finalizando com temperatura de 300°C
por 10 minutos. Utilizou-se, como gés carreador, o nitrogénio (2,2 mL.min™'); a
taxa de split foi de 1:10, o volume injetado foi de 1 mL (1% de solugdo em
diclorometano) e a pressdo na coluna, de 115 KPa. A quantificagdo de cada

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

4.5.3 Determinacéo da atividade antimicrobiana

A metodologia empregada foi a de difusdo em agar, de acordo com
Mendonga (2004), com modificagdes. Como meio de cultura utilizou-se TSA.
Para o preparo das cavidades de deposicdo dos oleos essenciais, uma camada
inicial do meio de cultura foi depositada em placas de Petri, sobre as quais, apos

solidificacdo, foram dispostas pérolas de vidro. Uma sobrecamada do meio de

51



cultura contendo o ino6cuo na concentracdo de, aproximadamente, 8 Log UFC.
mL™, foi depositada sobre as pérolas de vidro dispostas na superficie da camada
inicial. Apds solidificacdo da sobrecamada, as pérolas de vidro foram removidas
com o auxilio de pingas estéreis, dando origem as cavidades. Em seguida, 10ul
das diferentes concentragdes (0; 0,39; 078; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50),
expressas em porcentagem (v/v) dos éleos essenciais de M. piperita e C.
citratus, foram diluidas em etanol e transferidas para as cavidades. A
concentracdo de 0% (v/v), constituida apenas de etanol, foi utilizada como
controle positivo do crescimento bacteriano. As placas foram incubadas, a 37°C,
por 24 horas e, apos esse periodo, foram medidos os didmetros dos halos de
inibicdo formados. A atividade antibacteriana foi caracterizada pelo
comprometimento do crescimento bacteriano, observado pela formacdo de halo
de inibi¢do. A menor concentracdo que apresentou atividade antimicrobiana foi

definida como concentragdo minima inibitéria (CMI).

4.5.4 Tratamento dos cupons com 6leos essenciais

Apbs 240 horas de formagao de biofilme nos cupons de aco inoxidavel,
os mesmos foram submetidos a tratamentos com oOleos essenciais de hortela-
pimenta (Mentha piperita) e de capim-limdo (Cymbopogon citratus), na
concentracdo de 7,8%, correspondente & minima concentragdo inibitoria
previamente definida. Os cupons de aco inoxidavel foram removidos do suporte
e mergulhados, por trés vezes, em solugdo salina, removendo-se, assim, as
células ndo aderidas. Em seguida, foram imersos em solugdes alcodlicas de 2
mL de 6leos essenciais, em concentra¢do de 7,8% e solucdo controle, durante

10, 20 e 30 minutos, em temperatura ambiente, sob condigdes estaticas.
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4.6 Enumeracao das células do biofilme

As células bacterianas foram enumeradas pela contagem padrio em
placas durante a formagdo do biofilme (48, 96, 144, 192 e 240 horas) e apos o
tratamento com os d6leos essenciais (240 horas). Foram retirados, aleatoriamente,
dois cupons de aco inoxidavel, com pinga esterilizada, os quais foram imersos
separadamente em 10 mL de 4gua peptonada a 0,1%, por 1 minuto, para a
remocao das células ndo aderidas. Em seguida, as sésseis foram removidas
utilizando-se swabs estéreis. Os swabs foram transferidos para tubos de ensaio
contendo agua peptonada 0,1% (p/v) e agitados em vortex por 2 minutos.
Diluigdes até 107" foram preparadas e aliquotas de 100uL foram inoculadas na
superficie de placas de Petri contendo TSA. As placas foram incubadas a 35°C,

por 24 horas e foi determinado o nimero de células viaveis em UFC. cm™.

4.7 Microscopia eletrdnica de varredura

Um cupom de cada cultura bacteriana contendo células aderidas, com
tratamento € sem tratamento com Oleos essenciais, foi tratado com fixador
Karnovsky modificado (pH 7,2), por um periodo de 15 dias. Em seguida, foi
lavado com tampdo cacodilato trés vezes, por 10 minutos e tratadas com
tetroxido de 6smio por quatro horas, sendo este retirado com agua destilada (trés
lavagens). Posteriormente, realizou-se a desidratagdo do material em acetona
usando séries de 25%, 50%, 75%, 90% (uma vez de 10 minutos) e 100% (trés
vezes, por 10 minutos cada). Apos as etapas descritas anteriormente, as amostras
foram acondicionadas em porta-amostras e levadas para secagem em secador de
ponto critico e, posteriormente, montadas em stubs com fita dupla face de
carbono e levadas ao sputtering para metalizagdo com ouro. Realizada a
metalizagdo, as amostras foram visualizadas e imagens digitais foram obtidas em

microscopio eletronico de varredura MEV LEO Evo 40.
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4. 8 Analise estatistica

Os dados de crescimento de E. coli foram submetidos a analises do tipo
dose-resposta, empregando-se o um modelo Weibull do pacote “drc” (Analysis
of Dose-Response Curves) (Ritz & Streibig, 2005) compilado pelo software R®
(2009).
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5 RESULTADOS

5.1 Composicéo quimica dos 6leos essenciais

A composigdo das fracdes volateis obtidas a partir dos 6leos essenciais
de Cymbopogon citratus e Mentha piperita durante a extragdo esta representada
na Tabela 1. Nas analises de GC-MS foram identificados oito compostos, que
representaram 80,66% da composicdo total do 6leo essencial de C. citratus; ja
para M. piperita, pelas andlises de GC-MS, foram identificados dezenove
compostos, que representaram 98,24% da composi¢do total dos oOleos. Esses
oleos apresentaram, em sua composi¢do, principalmente, monoterpenos como

mentol, mentona, geranial e neral.

5.2 Formagcdao do biofilme

O grafico da figura 1 demonstra a formagdo de biofilme por E. coli em
cupons de aco inoxidavel imersos em TSB, a 35°C, por 10 dias. Uma suspensdo
com concentragio inicial de células de 10 UFC/mL™ foi utilizada para simular
uma alta contaminagdo microbiana.

A adesdo na superficie dos cupons de ago inoxidavel, apos 48 horas de
incubacio, foi de 10° UFC/cm?®. Até as 144 horas de formacio do biofilme, o
numero de células aderidas manteve-se semelhante ao valor inicial nas 48 horas
de incubagdo. Entretanto, apds as 144 horas, os valores alcangaram 10’ UFC/

2 . . . .
cm” e se mantiveram constantes até as 240 horas de crescimento (Figura 1).
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FIGURA 1 Quantificagdo do crescimento de Escherichia coli durante a
formacdo de biofilme sobre ago inoxidavel AISI 304 (#4), com
incubagdo, a 35°C, em meio de cultura triptona de soja (TSB)
como substrato.

5.3 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana de solugbdes a base de Oleo essencial de
Mentha piperita e Cymbopogon citratus frente ao biofilme formado por
Escherichia coli 184, em superficie de aco inoxidavel, estd sumarizada na
Tabela 2.

A avaliagdo foi feita pela contagem obtida ap6s o tratamento dos cupons
que apresentaram a formacdo do biofilme por E. coli, com as solugdes de 6leo
essencial por 10, 20 e 40 minutos de contato. O efeito de cada solugdo de 6leo
essencial frente o biofilme foi expresso como reducdo logaritmica da

populacdo bacteriana entre o biofilme formado inicialmente e as células

remanescentes apos o tratamento.
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Com as solugdes utilizadas a uma concentragdo de 7,8% (v/v) para
ambos os Oleos, observou-se que, apos 10 minutos de contato, obtiveram-se
quatro redug¢des logaritmicas para o 6leo de Cymbopogon citratus e uma redugéo
logaritmica para o 6leo de Mentha piperita, a partir do numero de células
iniciais, que era de 10" UFC/ cm®. Ja apds 20 ¢ 40 minutos de contato, o
tratamento resultou em uma redugdo logaritmica a niveis abaixo do limite

detectavel pelo método de contagem em placa, para ambos os 6leos.

5. 4 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) revelou que as células
sésseis de E. coli ndo tratadas com os 6leos essenciais exibiram uma morfologia
normal, com superficie celular lisa (Figura 2 A e E). A observagdo morfologica
das células tratadas com os oleos essenciais de C. citratus e M. piperita
demonstrou que houve alteragdes estruturais na superficie da célula, como
depressoes e aumento da rugosidade. Além disso, notaram-se também algumas

células ndo divididas e certos elongamentos celulares.
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TABELA 1 Percentual da composic¢do dos dleos essenciais de Cymbopogon
citratus e de Mentha piperita

M. piperita % C. citratus %
componentes GC-MS componentes GC-MS

Artemisia triene 0,32 metil-5-epten-2-one 0,43
Sabineno 0,12 mirceno 2,53
B-pineno 0,37 linalol 4,21
Mirceno 0,25 neral 31,12
Limoneno 0,94 geraniol 1,33
1,8-cineol 0,07 geranial 38,43
Isopulegol 0,68 ciperene 0,24
Mentona 10,95 2-undecanona 2,37
Iso-mentona 4,82 -
Mentol 68,21 -
Neoiso-mentol 2,24 -
Pulegona 0,25 -
Piperitona 1,38 -
Acetato de neo-isopulegila 0,19 -
Acetato de neo-metila 0,12 -
Acetato de metila 6,65 -
Acetato de iso-metila 0,16 -
(E)-cariofileno 0,37 -
Germacreno D 0,15 -
Composicao % 98,24 80,66
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TABELA 2 Numero de células de Escherichia coli aderidas em superficie de
aco inoxidavel AISI 304 (#4), em Log UFC cm™, as 240 horas de
formagdo de biofilme, apds tratamento com 6leo essencial.

Oleo UFC (+EP)
Bactéria .
essencial 10 min 20 min 40 min
Controle 5,87¢" +4,06e°
E. coli Capim 3.083,33+ 0,00+0,00 0,00+0,00

90,98

Hortela 6.216,67+ 0,00+0,00 0,00+0,00
293,73
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FIGURA 2 Eletromicrografia de vararredura do biofilme formado E. coli em
superficie de ago inoxidavel AISI 304 (#4), apés 240 horas de
contato a 35°C, submetidas a solucdes a base de dleo essencial. (A)
controle, sem tratamento; (B) C. citratus, 10 minutos de tempo de
contato; (C) C. citratus, 20 minutos de tempo de contato; (D) C.
citratus, 40 minutos de tempo de contato; (E) controle, sem
tratamento; (F) M. piperita, 10 minutos de tempo de contato; (G)
M. piperita, 20 minutos de tempo de contato e (H) M. piperita, 40
minutos de tempo de contato.
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6 DISCUSSAO

Como demonstrado neste estudo, E. coli 184 foi capaz de aderir e formar
biofilme em superficie de ago inoxidavel, alcancando valores de 10’ UFC.cm?,
apos 240 horas de incubagdo. A diferenciagdo entre ades@o e biofilme tem sido
proposta em fungio da quantidade de células presentes por cm®. Zottola (1997) e
Andrade et al. (1998) enfatizam que, para que se considere formagdo de
biofilmes bacterianos, sdo necessarias contagens acima de 7 Log UFC.cm™.
Assim, com base nestes autores, a contagem obtida é suficiente para considerar a
existéncia de biofilme madura e ndo apenas adesdo bacteriana.

Resultados semelhantes aos observados neste estudo foram obtidos por
Ryu et al. (2004) que, ao avaliarem a formagao de biofilme por trés cepas de E.
coli O157:H7 (43895+, 43894+ ¢ E0018+) em cupons de ago inoxidavel imersos
em TSB, a 22°C, por 6 dias, observaram que a populagdo de cepas inicialmente
aderidas foi de 5,1; 5,5 e 5,6 logi,c UFC por cupom, respectivamente,
aumentando para 7,9; 7,7 e 7,3 log;o UFC por cupom, respectivamente, com dois
dias, permanecendo constante durante o periodo restante de incubagao.

Castonguay et al. (2006) afirmam que varias cepas de E. coli apresentam
habilidade para aderir e formar biofilme, o que resulta em uma maior
persisténcia no ambiente. As cepas de E. coli podem produzir uma variedade de
diferentes determinantes para adesdo e formag@o de biofilme em superficies
solidas, tais como curli (uma estrutura proteica da superficie celular), pili tipo I,
flagelos, pili conjugativo e polissacarideos extracelulares.

Recentemente, a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais vem sendo
avaliada frente a biofilmes, visando a possivel utilizagdo desses compostos como
agentes sanificantes na industria de alimentos. Os resultados encontrados nos

trabalhos ja realizados t€ém sido promissores, entretanto, ainda divergem entre si,
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demonstrando a necessidade de realizacdo de mais estudos sobre o assunto
(Chorianopoulos et al., 2008).

Neste estudo, a solugdo de dleo essencial a base de C. citratus, apds 10
minutos de contato com os cupons que apresentaram a formacdo de biofilme,
promoveu quatro redugdes logaritmicas, enquanto a solu¢do a base de M.
piperita reduziu apenas 1 ciclo logaritmico ap6s este mesmo tempo de contato.

Hammer et al. (1999) avaliaram a minima concentragdo inibitoria de C.
citratus e observaram a inibi¢do de E. coli a uma concentragdo de 0,06%, ao
passo que a concentragao inibitoria de M. piperita foi de 0,5% (v/v).

A maior efetividade apresentada pela solugdo a base de 6leo essencial de
C. citratus, quando comparada a solugdo a base de 6leo essencial de M. piperita
apos 10 minutos de contato (Tabela 2), pode ser atribuida, principalmente, a
composi¢ao quimica distinta entre os 6leos.

Os constituintes majoritarios do 6leo de C. citratus, os estereoisomeros
geranial (38,43%) e neral (31,12%), sdo (ndo aromaticos) aldeidos
monoterpénicos, enquanto os constituintes majoritarios de M. piperita, o mentol
(68,21%) e a mentona (10,95%), sdo (monociclicos) alcool e cetona,
respectivamente. Alguns autores tém relatado maior atividade em compostos
fenolicos (Consentino et al., 1999; Dorman & Deans, 2000), seguidos por
aldeidos, cetonas, dlcoois e outros hidrocarbonetos (Ozcan & Boyraz, 2000).

Com relagdo ao tempo de contato utilizado, observou-se que a agdo das
solugdes a base de dleo essencial foi mais efetiva apds 20 e 40 minutos de
tratamento, quando se observou uma redugdo logaritmica a niveis abaixo do
limite detectavel pelo método de contagem em placa (Tabela 2). Nesta etapa, a
efetividade da solugdo a base de 6leo essencial de M. piperita ndo diferiu da
efetividade da solugdo a base de 6leo essencial de C. citratus.

Resultados semelhantes ao deste estudo foram obtidos por Oliveira et al.

(2009) que, ao avaliarem a efetividade de solugdo sanitizante a base de 6leo
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essencial de C. citratus frente a biofilme formados em superficie de aco
inoxidavel por Listeria monocytogenes, durante 15 e 60 minutos de contato,
observaram que a solugdo sanitizante foi mais efetiva apds os 60 minutos de
contato.

Como a agdo antibacteriana dos 6leos essenciais ocorre, principalmente,
pelo aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica, com consequente
extravasamento de conteudo celular, observa-se que quanto maior o tempo de
contato entre 0o microrganismo ¢ a solucdo contendo 6leo essencial, maior sera a
perda de constituintes intracelulares. Segundo Denyer & Hugo (1991), apesar de
certa quantidade de extravasamento do contetido celular ser tolerada pelas
bactérias sem perda da sua viabilidade, perda extensiva de conteudo ou saida de
moléculas essenciais e ions conduzirdo a morte celular. Estas afirma¢des podem
explicar a maior efetividade apresentada pelas solugdes de 6leo essencial apos
um maior tempo de contato com o biofilme.

Os oleos essenciais de C. citrarus e M. piperita apresentaram
monoterpenos, geranial, neral, linalol, mentol, mentona e iso-mentona como
principais componentes. O mecanismo de agdo dos monoterpenos ndo ¢
completamente compreendido, porém, sabe-se que ele envolve, principalmente,
efeitos toxicos a estrutura e a fungdo da célula (Sokmen et al., 2004), exercendo
essa atividade por meio do rompimento da integridade da membrana das
bactérias (Knobloch et al., 1989). Outra importante caracteristica desta classe de
compostos ¢ sua hidrofobicidade, que lhes permite penetrar nos componentes
lipideos da mitocondria e na membrana celular da bactéria, desorganizando a
estrutura celular e conferindo a esta uma caracteristica de permeabilidade,
resultando em extravasamento de moléculas importantes do interior celular e
eventual morte da bactéria (Sikkema et al., 1994).

A agdo antibacteriana proposta para constituintes dos 6leos essenciais

presentes nas solugdes a base de C. citratus e M. piperita pode ser visualizada
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pela MEV. Nas células tratadas com os 6leos essenciais, observaram-se distintas
mudancas morfologicas, como a rugosidade e a deformidade das células sésseis
de E. coli (Figura 2 B, C, G). Estas observagdes sugerem a ocorréncia de
deplecdo do conteudo das células, indicando que a membrana celular foi afetada
¢ danificada pelo agente antimicrobiano. Segundo Turgis et al. (2009),
eletromicrografias das células tratadas com oOleo essencial de mostarda
demonstraram rompimento da membrana e danos na morfologia de Escherichia
coli O157:H7 e Salmonella typhi.

Os elongamentos celulares observados (Figura 2 D e H) sugerem que os
oleos essenciais podem interferir na divisdo das células bacterianas, levando a
deformacao da célula que apresenta, tipicamente, a forma de bastonete curto,
para uma forma de bastonete longo ndo usual. Estudos anteriores sobre células
vegetativas relatam que células se tornam alongadas e formam filamentos sob
condi¢bes de estresse. Estudos de Salmonella enteritiditidis durante o
congelamento (Phillips et al., 1998) e de Listeria monocytogenes exposta a altas
concentracdes de sal (Isom et al., 1995) revelaram que as células sob condigdes
de estresse elongaram e formaram grandes filamentos.

Resultados semelhantes foram observados por Suwalak et al. (2009) que
também observaram, a partir de MEV, mudancas morfologicas, tais como
elongamento e rugosidade, nas células de E. coli O157:H7 tratadas com extrato

etanolico de Quercus infectoria.
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7 CONCLUSAO

A partir deste estudo, pode-se concluir que as solugdes a base de dleo
essencial de Cymbopogon citratus e Mentha piperita, na concentragdo de 7,8%,
apresentam boa atividade antimicrobiana frente as células sésseis de Escherichia
coli, sendo esta atividade mais efetiva apds 20 minutos de tratamento.

A atividade antibacteriana dos o6leos essenciais ficou também evidente
pelas mudangas morfologicas apresentadas pelas células tratadas, as quais foram
observadas pela MEV.

Devido a atividade antibacteriana desses oOleos essenciais ¢ sua
disponibilidade como produto natural, eles podem ser utilizados para aplica¢ao

como sanitizantes nas superficies de equipamentos das industrias de alimentos.
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CAPITULO 4

FORMAGCAO DE BIOFILME POR Salmonella enteritidis EM ACO
INOXIDAVEL E ACAO SANIFICANTE DE OLEOS ESSENCIAIS
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1 RESUMO

Solugoes a base de 6leos essenciais de hortela-pimenta (Mentha piperita)
e de capim-limao (Cymbopogon citratus) foram testadas em biofilme formado
por Salmonella enterica Enteritidis S64, apds 240 horas em ago inoxidavel AISI
304 (#4). Os oleos essenciais testados na concentragdo de 7,8% apresentaram
atividade antimicrobiana frente ao biofilme, apoés 20 minutos de contato,
verificando redugdo de 100% no nimero de células viaveis do biofilme. A acgdo
dos oleos essenciais pode ser observada por meio da microscopia eletronica de
varredura que demonstrou o rompimento da parede celular e alteracdes
morfologicas das células tratadas com solugdes de 6leo essencial de M. piperita
e C. citratus. Os oleos essenciais estudados podem ser considerados alternativas
convenientes a aditivos quimicos, para o uso na industria de alimentos,
atendendo as necessidades por qualidade e satisfazendo a demanda pelo
consumo de produtos naturais.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Mentha piperita, Cymbopogon
citratus, microscopia eletronica de varredura.
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2 ABSTRACT

Solutions based on essential oil of Mentha piperita and Cymbopogon
citratus were tested in biofilm formed by Salmonella enterica Enteritidis S64,
after 240h in stainless steel surface AISI 304 (#4). Essential oil (7,8%) presented
antimicrobial activity against the biofilm, mainly after 20 min of contact. In this
time was obtained reduction of 100% in the biofilm viable cells number. The
essential oil action could be observed through SEM that showed a disruption of
the cell wall and morphology alterations of cells treated with solutions of M.
piperita and C. citratus essential oil. Essential oil studied in the present work
can be considered as convenient alternatives to chemical additives to application
in the food industry, addressing the needs for quality and consumer demand for
natural products.

Key-word: Antimicrobial activity, Mentha piperita, Cymbopogon citratus,
scanning electron microscopy.
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3 INTRODUCAO

Salmonella spp. é um dos mais importantes patdégenos de origem
alimentar, sendo responsdvel por mais de 95% dos casos de infecgdes
alimentares e cerca de 30% das mortes provenientes de doencas originadas por
alimentos (Hohmann, 2001). Vérios estudos tém documentado a habilidade de
Salmonella spp. em aderir e formar biofilme resiliente em superficies e
equipamentos como plastico, vidro e ago inoxidavel, em ambientes de
processamento de alimentos (Austin et al., 1998; Ortega et al., 2009)

A adesdo bacteriana a diferentes superficies na indistria de alimentos
com subsequente desenvolvimento de biofilme tem grande relevincia economica
e de saude publica. Quando microrganismos patogénicos e ou deterioradores
participam do processo de formagdo de biofilme, podem atuar como potencial
fonte de contaminacdo de produtos alimenticios, o que leva a deterioragdo dos
alimentos ou a transmissdo de doengas (Stepanovic et al., 2003). A eliminacdo
desse complexo usualmente requer o uso de detergentes acidos ou alcalinos e ou
iodoforos. Embora eficazes, questdes como corrosdo de materiais, contaminagao
de produtos e toxicidade, combinados com a rapida emergéncia de espécies
microbianas resistentes, limitam o uso desses compostos. Tais problemas sao
agravados pela resisténcia apresentada pelas células sésseis ou em biofilme a
antibioticos e biocidas, quando comparados com células planquitonicas (Hood &
Zottola, 1995).

Devido, principalmente, a resisténcia apresentada por biofilmes a
antisépticos convencionais e antibioticos, a demanda por novos antimicrobianos
para o controle do mesmo tem aumentado. Com isso, atencdes estdo se voltando
para o uso de compostos antimicrobianos naturais, o que estimulou algumas

investigacdes com relacdo aos efeitos de fitoquimicos. Entre esses estudos, ha
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crescente pesquisa com relagdo aos Oleos essenciais, que sdo metabolitos
secundarios volateis, produzidos pelas plantas. Devido ao seu versatil conteudo
de compostos, variando desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, o6xidos, perdxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre, estes t€m
demonstrado potencial para serem utilizados como agente antibacteriano e
antifungico (Burt, 2004).

Embora a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais tenha sido
relatada, as informagdes a respeito de seu uso como desinfetante ainda ¢
limitada, sendo necessarios mais estudos (Bakkali et al., 2008).

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de horteld-pimenta (Mentha piperita) e de
capim-limao (Cymbopogon citratus) frente ao biofilme formado por Salmonella

enterica Enteritidis S 64, em superficie de ago inoxidavel.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos usados, padronizagdo, preparagdo e estocagem do
inoculo

O microrganismo utilizado, Salmonella enterica Enteretidis S 64,
proveniente da cole¢do de culturas da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de
Janeiro, RJ. Para padronizagdo do numero de células, as cepas foram
inicialmente inoculada em frasco Erlenmeyer contendo 150mL de caldo triptona
de soja (TSB) (Himedia®) e incubadas a 37°C. A curva de crescimento da
bactéria foi determinada por leituras periddicas da absorbancia a 600nm e
diluigdes seriadas em solugdo salina [NaCl 0,9% O9p/v). Subsequentemente,
realizou-se plaqueamento de 0,1 ml da diluicdo adequada em superficie para a
determinagio do Log UFC. mL ', em A4gar triptona de soja (TSA) (Himedia®).
Para o experimento, a cepa foi estocada sob refrigeragdo em meio de cultura de
congelamento (por 100 mL de agua destilada: 15ml de glicerol; 0,5g de peptona
bacteriologica; 0,3g de extrato de levedura; 0,5g de NACL; pH 7,2+7,4). ).

Para ativagdo e utilizagdo da cepa, aliquota do meio de cultura de
congelamento foi transferida para tubos de ensaio contendo TSB, sendo
realizados dois repiques consecutivos em TSB com incubagdo a 37°C, por 24
horas. Em seguida, a cultura foi estriada em placas contendo TSA e incubada a
37°C, por 24 horas. Das colonias formadas na superficie do TSA, algumas foram
removidas e transferidas para elermeyer contendo 150 ml de TSB, os quais
foram incubados a 37°C, até a obtencdo do nimero de células necessarias para o

experimento, aproximadamente 8 log UFC mL! (ODggo nm= 1.320).
4.2 Modelo experimental de formacé&o do biofilme

O modelo experimental de formagdo do biofilme por Salmonella

Enteretidis foi elaborado segundo sistema proposto por Gram et al. (2007) e em
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suporte de aco inoxidavel AISI 304 (#4), composto por duas divisdes, cada qual
dando lugar ao apoio de vinte cupons de ago inoxidavel AISI 304 com 1 mm de
espessura ¢ dimensdes de 10 x 20 mm, dispostos verticalmente. O conjunto
suporte e cupons foi colocado em um béquer de 1.000 mL, o qual continha uma
barra magnética e permaneceu acomodado sobre um agitador magnético,
utilizado com a finalidade de permitir a livre circulagdo do substrato dentro do

béquer, o qual foi lacrado com auxilio de placa de Petri e filme plastico.

4.3 Preparo dos cupons e suporte de ago inoxidavel

Para iniciar o estagio de formagao do biofilme, os cupons e o suporte de
aco inoxidavel foram previamente higienizados e esterilizados. Inicialmente,
eles foram limpos com acetona 100%, lavados por imersdo em detergente
alcalino [NaOH 1% (p/v), pH 13,2) por 1 hora, enxaguados com 4gua destilada
esterilizada, secos e limpos com alcool 70% (v/v). Apds a higienizagdo, eles
foram lavados com agua destilada estéril, secos por 2 horas 60°C e autoclavados

a 121°C, por 15minutos (Rossoni & Gaylarde, 2000).

4.4 Formagcao do biofilme

O suporte de aco inoxidavel contendo os cupons foi disposto no interior
de um béquer de 1.000 mL, juntamente com uma barra magnética. Em seguida,
foram adicionados ao béquer 900 mL de TSB previamente estéril e 1 mL de
TSB contendo a cultura bacteriana, perfazendo a concentragdo final de,
aproximadamente, 8 Log UFC.mL". O béquer foi vedado e colocado a 37°C,
sob agitacdo de 50 rpm. A cada 48 horas, os cupons foram removidos do
suporte, lavados com tampao fosfato salino estéril (PBS, pH 7,4), removendo-se,
assim, as células ndo aderidas. Apos lavagem, os cupons foram novamente
dispostos em um novo suporte estéril e imersos em um novo béquer contendo

900 mL de TSB, ambos esterilizados. Esse procedimento foi repetido por cinco
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vezes, visando a completa formagdo de biofilme apds incubagdo (Joseph et al.,

2001).

4.5 Materiais vegetais

Os materiais vegetais utilizados para a extragao de 6leo essencial foram
folhas secas de horteld-pimenta (Mentha piperita) e capim-limao (Cymbopogon
citratus). O material foi colhido no Horto de Plantas Medicinais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), localizado na cidade de Lavras, regido sul de Minas
Gerais (Brasil), a 21°14’S, longitude 45°00° W GR e 918 m de altitude. As
plantas foram coletadas em novembro de 2008, na parte da manha, em dia de

temperatura amena e sem precipitacao pluviométrica.

4.6 Extracao dos 6leos essenciais

O método empregado para a extragdo dos Oleos essenciais foi o de
hidrodestilagdo utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado. O processo
de extracdo foi realizado por 2 horas, controlando-se a temperatura em,

aproximadamente, 100°C.

4.7 ldentificacdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

As analises qualitativas dos dleos foram realizadas por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), utilizando-se
aparelho Shimadzu CG-17%, com detector seletivo de massa modelo QP 5050A
sob as seguintes condigdes operacionais: coluna capilar de silica fundida (30 m
X 0,25mm) com fase ligada DB-5MS (Folsom, CA, USA); temperatura da fonte
de ions de 280°C; programacdo da coluna com temperatura inicial de 50°, por 2
minutos com aumento de 4°C/miuton, até 200°C; depois, 10°C/minuto até 300°C,
finalizando com temperatura de 300°C, por 10 minutos. Utilizou-se, como gas

carreador, hélio (ImL min'l); a pressao inicial na coluna foi de 100,2 KPa; a taxa
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split de 1:83 e o volume injetado de 0,5 um (1% de solug¢do em diclorometano).
As condigdes para espectrometro de massas (EM) foram: energia de impacto de
70 eV, velocidade de decomposicdo 1000, intervalo de decomposicdo de 0,50 e
fragmentos de 40 Da e 550Da decompostos. Foi injetado nas mesmas condigdes
das amostras, uma série de padrdoes de hidrocarbonetos (C9H20....... C26H54).
Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da biblioteca
Wiley 229 e pelo indice de Kovat, calculando para cada constituinte, de acordo
com Adams (1995).

A quantificagdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada por
cromatografia gasosa. Nesta analise, foi utilizado um cromatografo gasoso
Shimadzu CG - 17 A, com detector por ionizagdo de chama (FID), nas seguintes
condi¢des cromatograficas: coluna capilar (DBS5); programacao da coluna com
temperatura inicial de 50°C, por 2 minutos, com aumento de 4°C/minuto até
200°C; depois, 10°C/minuto até 300°C, finalizando com temperatura de 300°C
por 10 minutos Utilizou-se como gas carreador o nitrogénio (2,2 mL.min™"); a
taxa de split foi de 1:10 eo volume injetado, de 1 mL (1% de solugdo em
diclorometano) e pressdo na coluna de 115 KPa. A quantificagdo de cada

constituinte foi obtida por meio de normalizacdo de areas (%).

4.8 Determinacéo da atividade antimicrobiana

A metodologia empregada foi a de difusdo em agar, de acordo com
Mendonga (2004), com modificagdes. Como meio de cultura utilizou-se TSA.
Para o preparo das cavidades de deposicao dos 6leos essenciais, uma camada
inicial do meio de cultura foi depositada em placas de Petri, sobre as quais, apos
solidificacdo, foram dispostas pérolas de vidro. Uma sobrecamada do meio de
cultura contendo o in6cuo na concentragdo de, aproximadamente, 8 Log UFC.
mL™" foi depositada sobre as pérolas de vidro dispostas na superficie da camada

inicial. Apos solidificagdo da sobrecamada, as pérolas de vidro foram removidas
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com o auxilio de pingas estéreis, dando origem as cavidades. Em seguida, 10ul
das diferentes concentragdes (0; 0,39; 078; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50),
expressas em porcentagem (v/v) dos oéleos essenciais de M. piperita e C.
citratus, foram diluidos em etanol e transferidos para as cavidades. A
concentracao 0% (v/v), constituida apenas de etanol, foi utilizada como controle
positivo do crescimento bacteriano. As placas foram incubadas, a 37°C, por 24
horas e, apds esse periodo, foram medidos os didmetros dos halos de inibigdo
formados. A atividade antibacteriana foi caracterizada pelo comprometimento
do crescimento bacteriano, observado pela formagdo de halo de inibigdo. A
menor concentracdo que apresentou atividade antimicrobiana foi definida como

concentracdo minima inibitoria (CMI).

4.9 Tratamento dos cupons com 6leos essenciais

Apds 240 horas de formacao de biofilme, os cupons de ago inoxidavel
foram submetidos a tratamentos com oOleos essenciais de hortela-pimenta
(Mentha piperita) e de capim-limao (Cymbopogon citratus). Os cupons de aco
inoxidavel foram removidos do suporte e mergulhados trés vezes em solugdo
salina, removendo-se, assim, as células ndo aderidas. Em seguida, foram imersos
em solu¢des alcodlicas de 2 mL de 6leos essenciais em concentra¢do de 7,8%
(v/v) e solugdo controle (alcool etilico PA), durante 10, 20 ¢ 40 minutos, em

temperatura ambiente, sob condi¢des estaticas.

4.10 Enumeracao das células do biofilme

O numero de bactérias foi definido pela contagem padrdo em placas
durante a formacdo do biofilme (48, 96, 144, 192 ¢ 240 horas) e apds o
tratamento com os dleos essenciais (240 horas). Foram retirados, aleatoriamente,
dois cupons de ago inoxidavel com pinga esterilizada, os quais foram imersos

separadamente em 10 mL de agua peptonada a 0,1%, por 1 minuto, para a

79



remocdo das células ndo aderidas. Em seguida, as sésseis foram removidas
utilizando-se swabs estéreis. Os swabs foram transferidos para tubos de ensaio
contendo agua peptonada 0,1% (p/v) e agitados em vortex, por 2 minutos.
Diluigdes de até 10™'° foram preparadas e aliquotas de 100uL foram inoculadas
na superficie de placas de Petri contendo TSA. As placas foram incubadas a

35°C, por 24 horas e foi determinado o nimero de células viaveis em UFC. cm™.

4.11 Microscopia eletronica de varredura

Um cupom de cada cultura bacteriana contendo células aderidas, com
tratamento € sem tratamento com Oleos essenciais, foi tratado com fixador
Karnovsky modificado (pH 7,2) por um periodo de 15 dias. Em seguida, foi
lavado com tampao cacodilato trés vezes, por 10 minutos e tratadas com
tetroxido de 6smio por 4 horas, sendo este retirado com agua destilada (trés
lavagens). Posteriormente, realizou-se a desidratagdo do material em acetona
usando séries de 25% , 50%, 75%, 90% (uma vez de 10 minutos) e 100% (trés
vezes por 10 minutos cada). Apos as etapas descritas anteriormente, as amostras
foram acondicionadas em porta-amostras ¢ levadas para secagem em secador de
ponto critico e, posteriormente, montadas em stubs com fita dupla face de
carbono e levadas ao sputtering para metalizagdo com ouro. Realizada a
metalizagdo, as amostras foram visualizadas e imagens digitais foram obtidas em

microscopio eletronico de varredura MEV LEO Evo 40.

4. 12 Analise estatistica

Os dados de crescimento de Salmonella Enteritidis obtidos foram
submetidos a analises do tipo dose-resposta, empregando-se o modelo de
Weibull com quatro parametros do pacote “drc” (Analysis of Dose-Response

Curves) (Ritz & Streibig, 2005) compilado pelo software R® (2009)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Salmonella Enteritidis aderiu ao ago inoxidavel, alcangando valores de
10° UFC/ cm?, ap6s 48 horas de incubagdo (Figura 1), com um inéculo inicial de
10* UFC/mL ™', o que caracteriza alta quantidade de células aderidas. Segundo
Zottola (1997), esse nimero de células ¢ suficiente para considerar a existéncia
de biofilme maduro e ndo apenas adesdo bacteriana.

Resultados semelhantes foram relatados por Joseph et al. (2001) que, ao
estudarem duas culturas de Salmonella isoladas de frango (Salmonella
weltevreden e Salmonella FCM40), observaram uma densidade populacional de
10° CFU. cm™ para ambas as culturas, apés 48 horas de contato com ago
inoxidavel. Segundo estes auotres, muitas vezes o tempo de contato entre
alimentos e superficies de processamento pode ser de 24-48 horas, dependendo
das condigdes de processamento, do tipo de equipamentos e das condi¢es de
limpeza e sanificagdo. Uma vez o biofilme formado, este pode ser fonte de
contaminagdo para outros alimentos que passam pela mesma linha de
processamento.

Até 192 horas de formacdo do biofilme, o nimero de células aderidas
manteve-se semelhante ao valor inicial, observado as 48 horas de incubacéo.
Entretanto, apos 192 horas de crescimento, os valores alcangaram 10’ CFU. cm’
? se mantendo constantes até as 240 horas de crescimento (Figura 1). Giaouris &
Nychas et al. (2006) demonstraram, em seus estudos, que quando os cupons de
aco inoxidavel foram totalmente cobertos pelo meio de crescimento e
reabastecidos com meio fresco, o biofilme alcangou uma densidade populacional
maxima de 10’ UFC/ cm™, ap6s 15 dias de crescimento.

A formagdo de biofilme por Salmonella Enteritidis em superficies inerte
¢ complexo, pois envolve a interacdo de varios componentes da superficie

celular bacteriana, expressos pela célula em determinado ambiente e a natureza
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das moléculas solventes adsorvidas a superficie e propriedades da propria
superficie inerte (Austin et al., 1998; Donlan & Costerton, 2002).

O ago inoxidavel é uma das superficies mais utilizadas no
processamento de alimentos e mostra-se liso a olho nu. Entretanto, quando
visualizado em microscopio eletrénico, apresenta varias irregularidades. O ago
inoxidavel utilizado neste estudo (AISI 304 #4) ¢ moderadamente irregular,
quando comparado aos demais tipos e tem falhas distintas. As irregularidades
apresentadas pelas superficies utilizadas na induastria de alimentos tém
importante papel na formagdo de biofilme (Bower et al., 1996). A ocorréncia
dessas imperfeicdes, além de proteger as células bacterianas contra forcas
exercidas pelo fluxo do alimento, origina regides de dificil acesso que podem
reduzir a eficiéncia de procedimentos de higienizacdo, favorecendo o
crescimento microbiano e o desenvolvimento de biofilmes (Zottola & Sasahara,
1994; Chia et al., 2009).

Quando células bacterianas aderem a superficies e formam biofilmes, a
limpeza e a sanificacdo, normalmente, tornam-se mais dificeis. Possiveis razoes
para o aumento da resisténcia de células em biofilmes ao tratamento
antimicrobiano incluem a dificuldade de o sanificantes penetrar na matriz que
envolve o biofilme, o microambiente alterado que contribui para reduzir a
velocidade de crescimento microbiano, a aquisi¢do de fendtipos de resisténcia e
a existéncia de células persistentes (Gilbert et al., 2001; Gawande & Bhagwat
2002; Chorianopoulos et al., 2008). Estes fatores dificultam a eliminagdo de
biofilmes, sendo importante o desenvolvimento de novas estratégias de limpeza
e sanificacdo para o controle de Salmonella sp. em ambientes de processamento

de alimentos.
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FIGURA 1 Quantificagdo do crescimento de Salmonella Enteritidis durante a
formagdo de biofilme sobre aco inoxidavel AISI 304 (#4), com
incubagdo a 37°C, em meio de cultura triptona de soja (TSB) como
substrato.

A atividade antibacteriana de solugOes a base de 6leo essencial de
Mentha piperita e Cymbopogon citratus foi avaliada pela contagem obtida ap6s
o tratamento dos cupons de ago inoxidavel que apresentavam formagdo de
biofilme por Salmonella Enteritidis ap6s 240 horas de encubagdo. Dessa forma,
o efeito de cada solug@o de dleo essencial sobre biofilme foi expresso como a
redugdo logaritmica da populacdo bacteriana entre o biofilme formado
inicialmente e as células remanescentes apos o tratamento.

De acordo com os resultados observados, verifica-se que os o6leos
essenciais de M. piperita e C. citratus, na concentracdo de 7,8% v/v,
demonstraram capacidade de reduzir o niumero de células viaveis do biofilme

formado por Salmonella Enteritidis. A efetividade da solugdo de dleo essencial
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de M. piperita ndo diferiu da efetividade da solug@o a base de C. citratus. Apos
10 minutos de contato entre as solugdes ¢ os cupons, observaram-se quatro
redugdes logaritmicas. Ambos os tratamentos resultaram em redugdes
logaritmicas a niveis abaixo do limite detectavel pelo método de contagem em
placa, quando o tempo de contato foi de 20 e 40 minutos (Tabela 1).

Alguns estudos tém mostrado resultados semelhantes a respeito da
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais frente a biofilme. Chorianopoulos
et al. (2008) testaram dois sanificantes quimicos acidos (&cido latico e acido
hidroclorico), um sanificante alcalino (hidréxido de so6dio) e 6leo essencial de S.
thymbra, frente a biofilme formado por Salmonella entérica e demonstraram que
o Oleo essencial exibiu forte atividade antimicrobiana frente ao biofilme,
promovendo reducdo de 4 Log, enquanto a eficiéncia dos outros trés
desinfetantes ndo foi adequada, apesar do longo tempo de tratamento aplicado
(180 min.).

Segundo Oliveira et al. (2009), solu¢des desinfetantes a base de 6leos
essenciais de C. citratus e C. nardus, testados contra biofilme formado por
Listeria monocytogenes em ago inoxidavel, foram capazes de reduzir em 100% o

numero de células, apos 60 minutos de contato.

Afirmagoes a respeito do mecanismo de acdo dos 6leos essenciais tém
sido baseadas na natureza de seus componentes. Contudo, a composi¢dao dos
oleos essenciais pode variar amplamente, dependendo da regido geografica, da
variedade, da idade da planta, do método de secagem e do método de extragdo
do ¢6leo.

A atividade antibacteriana de C. citratus e M. piperita tem sido relatada
por alguns autores (Tassou et al., 2000; Iscan et al., 2002; Mayaud et al., 2008;
Trajano & Lima, 2009).
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Em alguns trabalhos tem sido relatado que ha uma relagdo entre a
composi¢cao quimica e a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (Deans &
Sbodova, 1990; Hayouni et al., 2008). Assim, neste trabalho, a atividade
antimicrobiana apresentada pelos 6leos essenciais de M. piperita e C. citratus
pode estar associada a presenga de monoterpenos em sua composicao.

O caréter lipofilico dos monoterpenos € o principal responsavel pela sua
atividade antimicrobiana (Sikkema et al., 1994; Burt 2004; Trombeta, 2005).
Devido ao carater hidrofébico, ocorre acumulo desses compostos na membrana
citoplasmatica, o que leva ao aumento da area superficial e a consequente
expansao, causando aumento na fluidez, afetando, assim, a permeabilidade da
célula e promovendo a liberagdo de constituintes extracelulares. Todavia, estes
compostos também podem interferir em fungdes da membrana citoplasmatica,
como transporte de elétrons, absor¢do de nutrientes, proteinas de membrana,
sintese de acidos graxos e atividade enzimatica (Sikkema et al., 1994; Viuda-

Martos et al., 2008).

TABELA 1 Numero de células de Salmonella Enteretidis aderidas em superficie
de aco inoxidavel AISI 304 (#4), em Log UFC cm™, ap6s 240 horas
de formagao de biofilme, apds tratamento com o6leo essencial.

Oleo UFC (+EP)
Bactéria ) - - -
essencial 10 min 20 min 40 min
Controle 5,9¢""+3,31 ¢'°
Salmonella Capim 3.700,00+ 0,00+0,00 0,00+0,00
sp. 309,84
Hortela 5.500,00+ 0,00+0,00 0,00+0,00
453,14
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A morfologia das células foi visualizada por MEV. As células sésseis de
Salmonella Enteritidis ndo tratadas com os Oleos essenciais exibiram uma
morfologia celular normal com uma superficie celular lisa (Figura 2 A e B).

As células tratadas com solugdes de 6leo essencial de M. piperita e C.
citratus demonstram o rompimento da parede celular e a morfologia alterada em
relagdo ao controle (Figura 4 A, B, C e D). Estas observacdes sugerem que os
oleos essenciais induziram a deple¢do do conteudo celular de S. Enteritidis, uma
vez que a estrutura da parede celular das bactérias foi severamente afetada e
danificada, ocasionando um aumento na rugosidade da superficie celular. Os
danos causados na membrana citoplasmatica pela agdo dos Oleos essenciais
podem ser também observados pela formagdo de bolhas na superficies das
células (Figura 4 A e B). Codling et al. (2005) demostraram que PQ-1 e MAPD
biocidas comerciais utilizados na desinfec¢do de lentes induzem danos na
membrana citoplasmatica de Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcencens e
Sthaphilococcus aureus, sendo esta agdo exemplificada pela formagdo de bolhas
na superficie das células.

Foi possivel observar também alteragdes morfologicas, como
elongamentos (Figura 3 D), sugerindo que os 6leos essenciais podem interferir
na divisdo das células bacterianas. Elongamento ¢ formagdo de filamentos tém
sido relatados em bactérias, incluindo Escherichia coli (Wainwright et al.,
1999), Listeria monocytogenes (Isom et al., 1995), Pseudomonas
pseudoalcaligenes (Shi & Xia, 2003) ¢ Salmonella spp. (Phillips et al., 1998;
Mattick et al., 2000) expostas a condi¢des de estresse. Segundo Phillips et al.
(1998), a formagdo de elongamento em Salmonella Enteritiditidis foi observada
ao estudar o efeito do congelamento sobre as células. Essa mudanca na
morfologia confirma a agdo dos O6leos essenciais nas células bacterianas,
causando danos estruturais e funcionais na membrana plasmatica, modificando

sua permeabilidade e levando ao extravasamento do conteudo celular.
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FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura de células de Salmonella Enteretidis
aderidas a superficie de aco inoxidavel AISI 304(# 4), apds 240
horas de contato a 37°C, utilizando meio de cultura caldo triptona de
soja (TSB) como substrato sem solugdo de 6leo essencial.
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FIGURA 3 Eletromicrografia de varredura de células de Salmonella Enteretidis
aderidas a superficie de ago inoxidavel AISI 304(# 4) apds 240
horas de contato a 37°C, utilizando meio de cultura caldo triptona de
soja (TSB) como substrato, submetidas a solu¢des de 6leo essencial
de M. piperita (A) e (B) 10 minutos de tempo de contato; (C) 20
minutos de tempo de contato e (D) 40 minutos de contato.
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FIGURA 4 Eletromicrografia de varredura de células de Salmonella Enteretidis
aderidas a superficie de aco inoxidavel AISI 304(# 4), apds 240
horas de contato a 37°C, utilizando meio de cultura caldo triptona de
soja (TSB) como substrato, submetidas a solu¢des de 6leo essencial
de C. citratus. (A) e (B) 10 minutos de tempo de contato; (C) 20
minutos de tempo de contato e (D) 40 minutos de contato.
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6 CONCLUSAO

Os oleos essenciais de M. piperita e C. citratus demonstraram atividade
antibacteriana frente a biofilmes formados em cupons de ago inoxidavel por
Salmonella Enteritidis. A agdo dos dleos essenciais foi mais efetiva apos 20
minutos de contato.

Os 6leos essenciais de M. piperita e C. citratus podem ser considerados
alternativas convenientes a aditivos quimicos para o uso na industria de
alimentos, atendendo as necessidades por qualidade e satisfazendo a demanda

pelo consumo de produtos naturais.
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