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RESUMO

MILLEZI, Alessandra Farias. A¢do bactericida de detergente-sanificante a
base de 6leos essenciais sobre biofilme de Aeromonas hydrophila. 2009. 70
pDissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

A maioria das bactérias, quando em seus habitats, sdo encontradas em
comunidades de diferentes graus de complexidade, associadas a diversas
superficies, como o ago inoxidavel, compondo um biofilme, isto ¢é, um
ecossistema estruturado altamente dindmico, que atua de maneira coordenada.
Essas comunidades agem como ponto de contaminacdo, além de outros
prejuizos, como a corrosdo. Neste contexto, Aeromonas hydrophila se destaca
pela capacidade de formar biofilme, sendo uma bactéria deterioradora e relatada
como patdégeno emergente. Atualmente, a utilizagdo de d6leos essenciais para o
controle do crescimento microbiano tem se mostrado eficiente como nova
alternativa. Dessa forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de
determinar o efeito bactericida dos Oleos essenciais de Thymys vulgaris
(tomilho) e Cymbopogon citratus (capim-limio) sobre biofilme formado por
Aeromonas hydrophila em cupons de ago inoxidavel AISI 304, utilizando o leite
desnatado UAT como substrato. Os 6leos de tomilho e capim-limdo foram
extraidos pela técnica de hidrodestilagdo. Para a determinagdo da concentragdo
minima inibitéria (CMI), utilizaram-se as concentracdes 0; 3,90; 7,80; 15,60;
31,20; 62,50; 125,00; 250,00 e 500,00 uL.mL'l. A metodologia empregada foi a
de difusdo em cavidade em agar. Para a formagao do biofilme, foram inoculados
em placas de Petri contendo os cupons em 60 mL de leite e cerca de 10° UFC.ml
¢ incubados, a 28°C, por 10 dias. O processo de adesdo e formagio de biofilme
foi acompanhado retirando-se cupons do leite a cada 48 horas, até completar 10
dias. Apods esse periodo, realizou-se o teste de sensibilidade do biofilme
utilizando-se a CMI de cada 6leo adicionado em NaOH 1%. Os cupons contendo
o biofilme foram tratados, por 15 minutos, nas temperaturas de 25°C e 40°C. A
CMI encontrada para o 6leo essencial de tomilho foi de 62,50 uL.mL" e, para o
6leo de capim-limdo, de 31,20 uL.mL". Pelo teste de Scott-Knott ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos com os oOleos de capim-limdo e
tomilho, porém, ambos reduziram com mais eficiéncia, diferindo
significativamente do controle NaOH. O tratamento com a solu¢do de capim-
limao reduziu 4,51 e 5,53 ciclos log o biofilme, nas temperaturas de 25°C e
40°C, respectivamente. O detergente de tomilho também reduziu o biofilme, a
niveis de 3,84 ciclos log, em temperatura de 25°C e a 5,22, em 40°C. Assim, a
utilizagdo das solugdes de capim-limao e tomilho foi promissora na reducao do
biofilme de A. hydrophila.

Comité de orientac¢do: Roberta Hilsdorf Piccoli — UFLA (Orientadora), Maria das Gragas

Cardoso — UFLA (Co-orientadorar).
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ABSTRACT

MILLEZI, Alessandra Farias. Action bactericidal dedetergente-sanificante
the base of essential oils on biofilme of Aeromonas hydrophila 2009. 70 p.
Dissertation (Master's degree in Agricultural Microbiology) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG

Most of the bacteria when in their natural habitats they are found in communities
of different complexity degrees, associated to several surfaces, as the stainless
steel, composing a biofilm, that is, an ecosystem structured highly dynamic, that
it acts of way coordinate. These communities act about point of constant
contamination, besides other damages as the corrosion. In this context,
Aeromonas hydrophila stands out for his/her capacity to form biofilm, being a
bacterium potentially deteriorate and told as emerging pathogenic. Nowadays,
the use of essential oils for the control of the microbial growth has if shown
efficient as a new alternative. Before the exposed, the present work had as
objective extracts essential oils from the plants Thymys vulgaris (thyme) and
Cymbopogon citratus (grass-lemon) and to determine the bactericidal effect of
the oils in biofilme formed by Aeromonas hydrophila in coupons of stainless
steel AISI 304 using the skimmed milk UHT as substratum. The essential oils of
thyme and grass-lemon were extracted for the hydrodynamic technique. For the
determination of the Minimum Concentration Inhibit the concentrations 4, 8, 16,
31, 62, 125, 250 and 500 pL.mL" were used. The used methodology was the
one of diffusion in cavity in Agar. The number of cells for mL was determined
by the curve pattern. To induce the formation of the biofilm they were
inoculated in the milk about 10° UFC.ml " in plates containing 60 mL of milk,
incubated to 28°C by 10 days. Every 48 hours he/she took place the plaque and
counting. For the test of sensibility of the biofilm formed after 10 days of
cultivation CMI of each essential oil was used added in NaOH 1%. The
coupons’ containing the biofilm was treated by 15 minutes in the temperatures
of 25°C and 40°C. CMI for the essential oil of thyme was of 62 pL.mL" and for
the grass-lemon oil it was 31 pL.mL"'. For the test of Scott-Knott there was not
significant difference among the treatments with the grass-lemon oils and thyme,
however both reduced with more efficiency, differing significantly of the control
NaOH. The treatment with the solution of grass lemon reduced 4,51 and 5,53
cycles log of the biofilm of A. hydrophila respectively in the temperatures of
25°C and 40°C. The thyme detergent also presented reduction of the
biofilm, at levels of 3,84 cycles log in temperature of 25°C and 5,22 in
40°C.

Guindace Commitee: Roberta Hilsdorf Piccoli — UFLA (Adviser), Maria das Gragas
Cardoso — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos compreendem o grupo de seres vivos de dimensdes
microscopicas, que podem viver na natureza isolados ou agregados, formando
comunidades de células, nas quais a maioria das bactérias vivem em
comunidades, formando associacdes em diferentes graus de complexidade,
aderindo-se a variadas superficies, tanto bidticas como abidticas, geralmente
compondo um biofilme, que pode ser formado por populagdes de mesma espécie
(monoespécie) ou por multiplas espécies (multiespécie).

A adesdo bacteriana em superficie ocorre amplamente, tanto na
natureza, quanto na area biomédica e nas industrias, ocasionando grandes
problemas. As bactérias podem ter sua adesao facilitada por apéndices celulares,
tais como pili, flagelos e fimbrias, os quais proporcionam melhor contato célula-
superficie.

Existem varios conceitos para definir biofilme. Harrison et al. (2005) o
definem como uma comunidade de células bacterianas estruturadas
irregularmente, aderidas na superficie envolvida em matriz composta por
substancia polimérica extracelular. Existem varias teorias para a formagdo do
biofilme, as quais se baseiam em duas fases: reversivel, na qual atuam ligagdes
de hidrogénio e forcas de Van der Waals e irreversivel, em que ocorrem a
adesao fisica da célula a superficie, a maturagdo do biofilme e o retorno parcial
das células ao meio. Essas duas fases envolvem o desenvolvimento de um
biofilme em etapas sequenciais: ades@o inicial a superficie, formacdo de
microcolonias e, na maioria das vezes, diferenciagdo das microcolonias em
macrocolonias que estdo envolvidas na matriz de exopolissacarideo, o que
constitui o biofilme maduro. Varios fatores sdo capazes de influenciar as etapas

de formagdo do biofilme, tais como: temperatura, pH, disponibilidade de



nutrientes, concentragdo de células suspensas ¢ propriedades fisicas da
superficie.

As superficies envolvidas no processamento de alimentos, como ago
inoxidavel, borracha, vidro, teflon e plastico, apresentam caracteristicas
favoraveis para a formacao de biofilme.

Nas industrias de alimentos, a formagdo de biofilme microbiano na
superficie de equipamentos e utensilios usados no processamento dos alimentos
resulta em graves problemas, ja que pode ser fonte de contaminacdo do
alimento, comprometendo a qualidade final do produto e a satide do consumidor.

Sabe-se que, na industria de alimentos, os laticinios enfrentam grandes
problemas para a obtencdo de produtos de boa qualidade. Varios fatores
contribuem para esse fato, sendo um deles a caracteristica nutricional do leite,
que favorece o crescimento microbiano.

O leite é um alimento constituido de proteinas, gorduras, carboidratos,
minerais, enzimas, pH neutro e alta atividade de &gua. Essas caracteristicas
favorecem a adesdo ¢ a formagdo de biofilme de muitas bactérias patogénicas e
deteriorantes. Entre os microrganismos passiveis de contaminag¢do da produgio
leiteira, Aeromonas hydrophila ¢ considerada emergente, sendo potencial
produtor de lipases e proteases capazes de alterar a qualidade do leite UAT, até
mesmo apos o seu processamento térmico. Paralelamente, estudos vém relatando
ser essa bactéria formadora de biofilme e potencialmente patogénica ao ser
humano.

Atualmente, ha tendéncia, no mercado, de utilizar produtos naturais que
possuam efeitos antimicrobianos em relacdo a microrganismos patogénicos,
deterioradores e formadores de biofilme.

Os consumidores optam pelo uso de alimentos naturais, com baixo
indice de aditivos sintéticos, que podem conter agentes carcinogénicos. Os 6leos

essenciais encontrados em plantas condimentares e medicinais tém despertado o



interesse das industrias alimenticias, sendo alvos de diversos estudos envolvendo
bactérias e fungos, uma vez que o efeito antimicrobiano desses oleos ja foi
comprovado.

O Brasil possui elevada biodiversidade de plantas condimentares e
medicinais ja empregadas em industrias cosméticas, de alimentos e
farmacéuticas. Dentre essas plantas destacam-se as espécies Cymbopogon
citratus e Thymus vulgaris, pela produgdo de éleos essenciais € também por suas
caracteristicas antimicrobacterianas. A utilizagdo desses 6leos essenciais contra
microrganismos surge como alternativa para evitar a formacao de biofilme ou
reduzir os indices de contaminagdo em alimentos.

Diante do exposto, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, extrair
Oleos essenciais das plantas Thymus vulgaris (tomilho) e Cymbopogon citratus
(capim-limao) e determinar o efeito bactericida dos 6leos em biofilme formado
por Aeromonas hydrophila em cupons de ago inoxidavel AISI 304, utilizando o

leite desnatado UAT como substrato.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Adeséo microbiana e formacéo de biofilme

Os biofilmes sao comunidades complexas de microrganismos que se
desenvolvem em superficies de ambientes diversos. Eles contaminam produtos
industriais, proteses dentarias, cateteres, ventiladores e implantes médicos,
podendo causar infeccdo em humanos, animais e plantas (Hall-Stoodley &
Stoodley, 2002).

As bactérias formadoras de biofilme podem viver de forma livre
(bactérias planctonicas) ou em comunidades, aderidas a um substrato (bactérias
sésseis) (Shirtliff et al., 2002). As células bacterianas podem formar biofilme em
superficies de aco inoxidavel, vidro, aluminio, teflon, materiais de nailon e
borracha encontrados em ambientes utilizados para processar alimentos
(Andrade & Macédo 1996).

A formagdo de biofilme (Figura 1) ocorre em uma série de eventos
subsequentes (O'Toole et al., 2000). Varias teorias sdo propostas, descrevendo a
formagdo de biofilmes. Marshall et al. (1971) propde que a adesdo é um
processo que ocorre em duas etapas. Na primeira, o processo € ainda reversivel,
em que ocorre contato da célula com a superficie, por forgas de Van der Walls e
atragdo eletrostatica. Esta interacdo ¢ relativamente fraca e pode ser rompida
facilmente. Na segunda etapa, a fase denominada irreversivel, ocorre a interagao
fisica da célula com a superficie por meio de material extracelular de natureza
polissacaridica ou proteica, produzida pela bactéria, que ¢ denominada matriz de

glicocalix.



Destacamento de
células

\a A
[ A R
Adesio Colonizagio da Maturagio do biofilme
inicial superficie
reversivel (Adesio

irreversivel)

FIGURA 1 Ciclo de desenvolvimento de um biofilme (Jenkinson & Lappin-
Scott, 2001 adaptado por Boari, 2008).

De acordo com Andrade et al. (1998), é necessario um numero minimo
de 107 células aderidas por cm?; ja outros autores, como Wirtanem et al. (1996),
consideram biofilme o nimero de células aderidas de 10° e 10° por cm’. Parizzi
(1998) considera biofilme quando o niimero de células aderidas oscila entre 10°
e 107 células por cm’.

Characklis (1984) caracteriza o mecanismo de formagao do biofilme em
cinco etapas. Inicialmente, ocorre o condicionamento da superficie pela
absor¢do de material organico, em seguida, o transporte de células e nutrientes
para o sitio de aderéncia, iniciando-se, assim, o processo de adesdo bacteriana
por atracdo eletrostatica. Sequencialmente, ocorre o crescimento celular, seguido
de colonizagdo e adesdo irreversivel. Por fim, o biofilme apresenta alta atividade
metabolica, com liberacdo de células localizadas na periferia.

A teoria proposta por Notermans et al. (1991), indica que a formagdo do

biofilme ocorre em trés etapas, sendo a primeira a fixa¢do da bactéria, seguida



do transporte de células e nutrientes para o sitio de aderéncia, promovendo a
consolidacdo do microrganismo na superficie, para, posteriormente, ocorrer a
colonizagdo e crescimento da bactéria. Ja para Hall-Stoodley & Stoodley (2002),
a formacdo de biofilme é um processo linear que comega quando células
bacterianas planctonica prendem-se a uma superficie. Esta aderéncia ¢ seguida
pela multiplicacdo celular atingindo o estdgio maduro, que se apresenta
estruturalmente complexo (Costerton & Stewart, 2001).

Em todas as teorias propostas para a formagdo de biofilme, a matriz de
glicocalix possui fungdo importante em sua fisiologia, agindo na aderéncia das
células e como uma barreia de defesa a elas. A matriz ajuda as células do
biofilme a resistirem a condi¢cdes de estresse, como a deplecdo de agua e
nutrientes, presenga de biocidas e de outros agentes antimicrobianos (Kives et
al., 2000).

A matriz de glicocalix constitui-se de exopolissacarideos, os quais sdo
gomas hidrosoluveis que possuem propriedades fisicas, estruturais e quimicas
diferentes, sendo produzidos por grande variedade de microrganismos. Alguns
exopolissacarideos sdo sintetizados durante todo o crescimento bacteriano,
enquanto outros sdo sintetizados durante a fase logaritmica ou estacionaria
(Souza & Garcia-Cruz, 2004). Estes sdo considerados componentes-chave que
determinam a estrutura e a integridade funcional do biofilme microbiano,
agregado pela formacdo tridimensional; agem também como adesivo e barreira
defensiva, protegendo as células para que ndo sejam destacadas pelo fluxo de
substancias. Auxiliam também em condi¢cdes de estresse celular, como a
diminuicdo e a exaustdo de nutrientes e agua, a presenca de agentes
antimicrobianos e condi¢cdes ambientais inadequadas (Kives et al., 2006).

O desenvolvimento do biofilme e a liberagdo de células podem ser
regulados pela expressio de um gene dependente da densidade celular,

controlado por moléculas sinalizadoras, tais como homoserina lactona acilada



(AHLs), para bactérias gram-negativas ¢ peptideos especificos, para bactérias

gram-positivas (VanHoudt & Michiels, 2005).

2.2 Fatores que influenciam a adesdo microbiana

As varias fases de interagdes microbianas com a superficie parecem
requerer a producdo de estruturas extracelulares microbianas que auxiliam na
adesdo inicial e na manutengdo da estrutura do biofilme (Hall-Stoodley &
Stoodley, 2002).

A habilidade de microrganismos de aderirem e se multiplicarem em
superficies sob condigdes favoraveis pode levar a formagdo de biofilme, sendo
esse um processo dindmico e com mecanismos diferentes envolvidos na
aderéncia e crescimento. Substancias poliméricas extracelulares (EPS) possuem
papel importante na aderéncia e na colonizacdo dos microrganismos nas
superficies (Kumar & Anand, 1998).

Existem fatores que interferem na adesdo microbiana a superficie de
contato. Dentre eles incluem-se as caracteristicas dos microrganismos, como
espécie, concentracdo, produgdo de EPS, hidrofobicidade, carga elétrica
superficial, presenga de flagelo, fimbria e pili; as caracteristicas do material
aderente, como carga e microtopografia e as caracteristicas do meio envolvendo
0 microrganismo, como pH, temperatura, tempo de contato e agitagdo (Zottola,
1994).

Os EPS sintetizados por células microbianas variam muito na sua
composicdo e, conseqlientemente, nas propriedades quimicas e fisicas
apresentadas. Os polissacarideos sdo, essencialmente, cadeias moleculares
longas e finas, com massa molecular na ordem de 0,5-2,0 x 10° Da, que podem
estar associados de formas diferentes. Os EPS presentes nos biofilme
assemelham-se aos polimeros sintetizados pelas mesmas células planctonicas. A

quantidade de EPS sintetizado nos biofilmes depende da disponibilidade de



substratos de carbono e do balango entre carbono e outros nutrientes limitantes
(Silankorva, 2004). A fun¢do do EPS na formagdo de biofilme ¢ unir as células
bacterianas em microcoldnias pela matriz extracelular “substancia polimera” ou
“polissacarideo extracelular (Hall-Stoodley & Stoodley, 2002). A quimica do
EPS ¢é complexa e inclui polissacarideos, acidos nucleicos e proteinas (Hall-
Stoodley & Stoodley, 2002).

O pH e a temperatura da superficie de contato também podem ter
influéncia no grau de adesdo de microrganismos. Pseudomonas fragi mostrou
maxima adesdo sobre superficies de ago, quando em pH na faixa de 7 a 8, 6timo
para o metabolismo da célula (Stanley, 1983). Semelhantemente, o efeito de pH
na capacidade de adesdo de Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes
também foi demonstrado por Herald & Zottola (1988). Estes autores também
observaram o efeito da temperatura, em que Y. enterocolitica aderiu melhor
sobre as superficies de ago quando incubada a 21°C, em detrimento das
temperaturas de 35°C ou 10°C.

Diversos estudos demonstram a hidrofobicidade da superficie como um
fator importante no processo de adesdo. A hidrofobicidade representa o grau de
capacidade de molhadura da superficie em meio aquoso, sendo a adesdo
favorecida pelas superficies hidrofobicas, as quais possam entrar em contato
pela compressao da camada de dgua e das mesmas (Sousa, 2005).

Estudos de Davies (1998), utilizando biofilme de Pseudomonas
aeruginosa, indicam que o quorum sensing ¢ importante para a formagio da
estrutura em biofilmes. Quorum sensing é um mecanismo intercelular de
sinalizacdo que atua na regulagdo de certas atividades celulares, como a
produgdo de metabdlitos secundarios de modo dependente da densidade celular,

observado em culturas planctonicas (Salmomd et al., 1995).



2.3 Superficies envolvidas

Sabe-se que nenhum dos materiais normalmente empregados na
industria de alimentos apresenta capacidade de impedir os processos iniciais de
formacao do biofilme, bem como o desenvolvimento de seu ciclo (Kingshott et
al., 2003).

A capacidade de uma superficie de resistir & corrosdo ¢ de grande
importancia, uma vez que depressdes provocadas por elas podem diminuir
acentuadamente a limpabilidade (Flint et al., 2000). Segundo Wirtanen et al.
(1996), a topografia da superficie, embora importante, no que diz respeito a
adesdo inicial, parece ter participacdo menor na formagdo do biofilme, pois as
microrranhuras € microfendas seriam mais interessantes ao biofilme maduro,
pois poderiam proteger alguma por¢do da comunidade do biofilme de atritos
mecanicos e, em casos de danos mecanicos, a por¢do remanescente poderia
regenerar a estrutura.

As superficies comumente utilizadas para o processamento de alimentos,
como ag¢o inoxidavel, polietileno, propileno, policarbonato, ago-carbono, teflon,
madeira e vidro, permitem o crescimento microbiano, que pode originar
processos de adesdo bacteriana e formagdo de biofilme. As caracteristicas
macroscopicas e, particularmente, as microscopicas das superficies sdo
determinantes para maior ou menor adesdo microbiana, com reflexos na
contaminagdo dos alimentos por microrganismos deterioradores ou patogénicos
(Andrade, 1996).

O ago inoxidavel corresponde a uma liga composta por ferro e cromo.
Em se tratando do AISI 304, o mais utilizado na industria de alimentos, esta liga
contém de 18%-20% de cromo, 8,0%-10,5% de niquel e o restante, de ferro. O
cromo presente nesta liga apresenta alta afinidade pelo oxigénio e, quando estes
dois elementos se combinam, forma-se, na superficie do ago inoxidavel, pelo

fendmeno denominado passivagdo, uma fina camada de oxido de cromo,



chamada de camada passiva. Este filme formado, com até 40 A° de espessura, ¢
o responsavel pela caracteristica de resisténcia a corrosdo e hidrofobicidade do
material. Dessa forma, quanto mais hidrofobica for a célula, maior sua
capacidade de se ligar diretamente ao aco inoxidavel (Macédo, 2004).
Numerosos trabalhos tém sido publicados, tratando da influéncia das
caracteristicas do aco inoxidavel sobre incrustagdes, limpeza e desinfec¢do. Na
maioria dos casos, os autores referem-se a aspectos qualitativo e quantitativo da
superficie de contato, como, por exemplo, topografia (Frank & Chmielewski,

2001; Medilanski et al., 2002; Woodling & Moraru, 2005).

2.4 Microrganismos envolvidos na formagao de biofilme

O biofilme pode ser formado por uma tUnica espécie bacteriana ou por
varias. Estima-se que o biofilme dental contenha mais de 500 espécies de
bactérias diferentes, nos estagios mais tardios (Mah & O’Toole, 2001). Dentre
0os microrganismos que podem participar do processo de adesdo e gerar
problemas de saude publica ou de ordem econdémica, estdo P. aeruginosa, P.
fluorescens, P. fragi, Micrococcus sp e Enterococcus faecium (Criado et al.,
1994; Andrade et al., 1998).

Em tubulagdes, na industria de alimentos, tem ocorrido a predominéncia
do género Arthrobacter, correspondendo a 20% das bactérias isoladas das
superficies das tubulagdes. Contudo, outros géneros podem ser observados, tais
como: Moraxella, Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Alcaligenes e
Achromobacter (Oliveira et al., 2006).

Segundo Silva Jr. (2005), os microrganismos capazes de formar biofilme
e que sdo comumente encontrados sdo: P. aeruginosa, P. fragi, Micrococcus sp.,
Bacillus cereus, Enterococcus sp., L. monocytogenes, Yersinia enterolitica,
Salmonella sp. e Escherichia coli. A pesquisa de algumas dessas bactérias nas

analises microbioldgicas de amostras provenientes de superficies de contato com
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alimentos (utensilios e equipamentos) ¢ de grande importancia para avaliacdo da
eficacia dos processos e produtos utilizados para higiene (lavagem e
desinfec¢@o) nas unidades de alimentagdo e nutrigdo (UANS).

Figueiredo (2000), utilizando modelo de circuito de processamento de
leite empregando cupons de prova de ago inoxidavel, mostrou que cultura de P.
aeruginosa, apos 12 horas de contato, atinge valores na ordem de 10° UFC/cm’
na superficie dos cupons.

Listeria innocua Lé6a e S. aureus ATCC 6538 apresentam capacidade de
adesdo a superficies de aco inoxidavel AISI 204, propileno (utilizado na
fabricagdo de placas para corte de carne e legumes) e policarbonato (utilizado na
fabricacdo de mamadeiras (Parizzi, 1998). Aeromonas hydrophila ATCC 7966
também mostrou capacidade de aderir e formar biofilme em ago inoxidavel AISI
304, quando cultivado em leite desnatado UAT (Boari, 2008). Tebaldi (2008),
cultivando P. fluorescens e P. aeruginosa em leite UAT, a temperatura de
refrigeragdo, mostrou que P. fluorescens apenas aderiu em ago inoxidavel AISI
304, contudo, P. aeruginosa foi capaz de formar biofilme.

Sharma & Anand (2002) caracterizaram a constitui¢do da microbiota
formadora de biofilme em uma industria de processamento de leite, relatando a
presenga de patdgenos, inclusive Staphylococcus aureus coagulase-positivo e
bactérias entéricas, como Shigella, Escherichia coli e Klebsiella.

Marques et al. (2007) relatam a formagdo de biofilme por S. aureus em
aco inoxidavel AISI 304, quando cultivado, a 37°C, em TSB. Ja Rezende (2005)
demonstrou que P. fluorescens e P. aeruginosa formaram biofilme em vidro e
aco inoxidavel, quando incubados em suas temperaturas 6timas de crescimento e

meio de cultura TSB.
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2.4.1 Aeromonas hydrophila

A. hydrophila ¢ uma espécie gram-negativa, anaerobica facultativa, ndo
formadora de esporos, moével, catalase positiva, oxidase positiva com
temperatura 6tima de desenvolvimento de 28°C (Josep & Carnahan, 2000; Lai et
al., 2007). Apresenta distribuicdo ubiqua no ambiente, podendo estar presente
nos mais diferentes tipos de matérias-primas e alimentos, como pescado e
derivados, carnes e derivados, e alimentos manipulados com agua (Sufien et al.,
2003).

Microrganismos dessa espécie sdo pscicrotroficos, ou seja, mesmo com
temperatura Otima para o crescimento em torno de 28°C, sdo capazes de se
desenvolver nas temperaturas empregadas na conservacdo de alimentos sob
refrigeracdo de 4° a 7°C (Braun & Sutherland, 2005). Dessa forma, a
refrigeracdo do leite cru em tanques de resfriamento por expansdo acaba
favorecendo o desenvolvimento de psicrotroficos, como Aeromonas spp.
(Marchand et al., 2007).

A presenca de A. hydrophila na cadeia leiteira vem sendo bastante
relatada. Bulhdes & Rossi Junior (2002), ao estudarem a prevaléncia deste
microrganismo no queijo minas frescal artesanal, detectaram sua presenga em
51,25% das amostras (82/160), em quantidades que variaram entre 5,0 x 10’ ¢
4,0 x 10° UFC. Segundo esses, as precarias condi¢des de higiene no setor
primario e o possivel uso de agua ndo tratada seriam pontos criticos a sua
inserc¢do na cadeia produtiva.

Carneiro & Rossi Junior (2006), em estudos sobre prevaléncia de
Aeromonas spp. no fluxograma de beneficiamento de leite tipo A, isolaram
microrganismos deste género em 90% das amostras de leite cru (18/20), em
30% das amostras de leite na saida do pasteurizador (6/20), em 40% das

amostras de leite do tanque de abastecimento do empacotador (8/20) e em 25%
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das amostras de leite ja aptas ao consumo (5/20). Aeromonas hydrophila estava
presente em 21,62% das amostras analisadas.

Estudos recentes também relatam A. hydrophila como formadora de
biofilme em diversas superficies, especialmente na induastria de alimentos. Boari
(2008) comprovou a formacao de biofilme pela bactéria em ago inoxidavel AISI

304 (Figura 2), utilizando o leite como substrato.

FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura de A. hydrophila cultivada, a
28°C, em cupom de aco inoxidavel AISI 304, utilizando-se leite
UAT desnatado, ap6s 10 dias de contato (Boari, 2008).

2.5 Biofilmes na industria

Na induastria de alimentos, bactérias formadoras de biofilme sdo
importantes na contaminagdo de alimentos. Se, apds limpeza e desinfecgdo, a
matriz exopolissacaridea ndo for removida completamente, bactérias se aderem
com maior facilidade, formando biofilme (Kives et al., 2006), sendo fonte

potencial na contaminacdo de produtos processados (Sharma & Anand, 2002).
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A adesdo e a formagdo de biofilmes bacterianos podem ser indesejaveis,
sob varios aspectos, numa planta de processamento. Estas podem diminuir a
transferéncia de calor em trocadores de calor, diminuir o fluxo em tubulagdes,
desencadear processos corrosivos e, principalmente, tornarem-se fonte de
contamina¢do microbiana (Arcuri, 2000).

Estragos em equipamentos pela biocorrosdo causada por biofilmes,
contaminagdo de produtos pela biotransferéncia, perdas energéticas relacionadas
com o aumento de atrito, resisténcia acrescida a transferéncia de calor e perdas
de pressdo sdo alguns efeitos adversos da acumulacdo de biofilmes microbianos
(Jass & Walker, 2000) e representam perdas significativas para as industrias em
ambito global. Tais problemas sdo agravados pela resisténcia acrescida a
métodos de desinfec¢do e limpeza que os biofilmes demonstram, comparando
com células livres (Simdes et al., 2004).

Viarias técnicas estdo sendo adotadas para o estudo de biofilme e/ou
controle, nas quais as estratégias de prevencdo e controle sdo importantes na
indastria de alimentos. As mais utilizadas sdo a higienizagdo adequada de
equipamentos, a escolha de sanificantes, o uso correto ¢ a selecdo de detergentes
e sanificantes (Kumar & Anand, 1998).

De acordo com Arcuri (2000), um biofilme presente numa superficie
com residuos de alimentos impede a efetiva penetragdo do sanificante, nio
ocorrendo a eliminagdo ou redugdo efetiva dos microrganismos.

Os impactos econdmicos causados pelos biofilmes sdo estimados em 1%
do PIB em paises industrializados e podem ser classificados nas seguintes
categorias: superdimensionamento de processos ou estruturas para efeitos
deletérios de biofilmes, custos de medidas de controle de biofilmes (sistemas de
limpeza quimica ou mecanica, biocidas, etc.), custos de interrupgdo da produgdo
ou de redugdo da eficiéncia de processos e aumento da incidéncia de doengas

(Schneider, 2007).
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O crescimento do interesse e da importancia de biofilmes na industria de
alimentos deve-se, principalmente, ao desenvolvimento de melhores métodos de
deteccdo, a tendéncia de produzir alimentos com vida util cada vez mais longa e
a operacdo de equipamentos por longo turno durante processamento e & saude
publica (Chacracklis & Marshall, 1990; Zottola, 1994).

Segundo Oliveira (2006), a ocorréncia de biofilme ndo apresenta
somente problemas na industria de alimentos. H4 casos em que hé aplicabilidade
do biofilme, como em reatores (biorreatores) na producdo de alimentos
fermentados, como na obtengdo de vinagre e picles. Alem disso, os biofilmes
sdo empregados em tratamentos anaerobios e aerobios de efluentes domésticos e
industriais e no processo de tratamento de dgua potavel, removendo nitrogénio e

carbono biodegradavel.

2.6 Higienizagéo

Segundo Macédo (2004), a higienizag¢do divide-se em duas etapas muito
bem definidas: a limpeza e a sanificacdo. A limpeza tem como objetivo principal
a remoc¢do de residuos organicos e minerais aderidos as superficies. A
sanificacdo objetiva eliminar microrganismos patogénicos e reduzir o numero de
saprofitas ou alteradores a niveis considerados seguros. A limpeza consegue
reduzir a carga de microrganismos das superficies, mas n3o a niveis
considerados satisfatorios, o que transforma a sanificagdo em etapa
indispensavel. A higienizacdo ¢ o resultado do envolvimento de um conjunto de
fatores, como: i) energia quimica; ii) energia mecanica; iii) energia térmica e iv)
o tempo de contato entre o detergente e ou sanificante e a superficie que sofre o
processo de higienizagdo. A integragdo entre os fatores implicara numa maior
eficiéncia da higienizacao.

A eficiéncia do procedimento de limpeza ¢ fundamental no controle da

adesdao de microrganismos, pois limpezas inadequadas podem interferir na agdo
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de sanificantes, dificultando a eliminagdo de bactérias aderidas remanescentes
nas superficies.

A estratégia que pode ser empregada para prevenir a formacdo de
biofilme ¢é utilizar regularmente o processo de desinfec¢do, sempre antes do
inicio da formacao do biofilme. Esse processo deve ser executado rapidamente,
pois a fase inicial da aderéncia dos microrganismos e a formagdo do biofilme a

superficie ocorrem rapidamente, levando apenas algumas horas (Meyer, 2003).

2.6.1 Detergentes alcalinos

Os detergente alcalinos, como hidroxido de sodio (NaOH), sdo
utilizados para remover gorduras e proteinas (Andrade & Macédo, 1996). A
acao sobre as proteinas ¢ basicamente pelo pH; no ponto isoelétrico, as proteinas
possuem carga elétrica neutra e, nesse caso, os residuos protéicos estdo
insoliveis na agua. Quando o pH de residuos passa a ter carga elétrica negativa,
ocorre uma repulsdo entre eles, mantendo-os em solugdo aquosa, onde sdo
arrastados pela enxaguagem (Lehninger et al., 2006).

De acordo com Andrade & Macedo (1996), o hidroxido de sédio tem o
maior teor de alcalinidade sodica, apresentando pH préximo a 13, quando a 1%
(p/v), promovendo a saponificagdo de lipideos e a solubilizagdo de proteinas;
possui baixa a¢do de molhagem, nenhuma eficécia na eliminagdo da dureza da
agua, poder corrosivo muito forte sobre aluminio, cobre e superficies

galvanizadas, contudo, ndo ataca o ago inoxidavel.

2.6.2 Sanificantes

A sanificagdo complementa o procedimento de higienizagao,
assegurando a qualidade microbioldgica das superficies (Andrade, 1996). Trata-
se de um procedimento que elimina ou reduz os microrganismos patogénicos até

niveis suportaveis sem risco a saude (Silva Junior, 2005).
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Os sanificantes sdo substincias ou preparacdes destinadas a higienizagdo
domiciliar ou industrial, em ambientes coletivos e ou publicos, em lugares de
uso comum ¢ no tratamento de agua (Silva Junior, 2005).

Deve-se selecionar sanitizantes que sejam aprovados pelos oOrgdos
competentes, como os ministérios da Satude e da Agricultura, apresentem amplo
espectro de acdo antimicrobiana e sejam capazes de destruir rapidamente os
microrganismos e estdveis sob variadas condi¢des de uso em que haja baixa
toxicidade e corrosividade (Andrade, 1996).

A reducdo do numero de microrganismos, quando se utilizam
sanificantes quimicos, depende, entre outras coisas, das propriedades biocidas do
agente, da concentragdo, da temperatura e do pH, bem como do grau de contato
entre o sanificante e os microrganismos, que pode ser conseguido por agitagao,
tubuléncia (uso de ultrassom) e baixa tensdo superficial. Ressalta-se que os
varios microrganismos apresentam resisténcia diferente aos sanificantes

quimicos (Oliveira, 2006).

2.7 Oleos essenciais: aspectos gerais

A International Standard Organization (ISO) define 6leos essenciais
como os produtos obtidos de partes de plantas mediante destilagdo por arraste
com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos pericarpos
de frutos citricos. Constituem misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, odoriferas e liquidas (Santos, 2004).

Sao, geralmente, incolores ou ligeiramente amarelados; poucos sdo os
0leos que apresentam cor, como o Oleo volatil de camomila, de coloragdo
azulada, pelo seu alto teor em azulenos. Estes sdo muito instaveis,
principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais (Simoes et al.,

2004).
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A utilizagdo de produtos naturais extraidos de plantas é tio antiga
quanto a civilizagdo na Terra. Os egipcios utilizavam amplamente os extratos e
6leos extraidos de plantas para tratamento farmacoldgico e também como
conservante em alimentos. Com o desenvolvimento de novas técnicas de
producdo desses compostos e o desenvolvimento da quimica, ocorreu a melhoria
da obtencdo de 6leos essenciais (Rates, 2001).

Os constituintes dos Oleos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres,
oxidos, peroxidos, furanos, 4acidos organicos, lactonas e cumarinas, até
compostos contendo enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentragdes; normalmente, um deles ¢ o composto majoritario,
outros em tracos (Simdes et al., 2004).

A composicdo do Oleo essencial de uma planta é determinada
geneticamente, sendo geralmente especifica para determinado o6rgdo e
caracteristica do seu estagio de desenvolvimento. Mas, as condi¢cdes ambientais
causam variacdes significativas. Um exemplo ¢ a influéncia do ciclo vegetativo,
em que a concentragdo de cada um dos constituintes do 6leo pode variar durante
o desenvolvimento do vegetal. O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e os
tipos de cultivo também interferem na composi¢do quimica dos dleos essenciais
(Williams & Stockley, 1998). A temperatura, a umidade relativa, a duragdo total
de exposicdo ao sol e o regime de ventos exercem influéncia direta, sobretudo
sobre as espécies que possuem estruturas histologicas de estocagem de Oleo
essencial na superficie (Silva Junior & Verona, 1997).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pélos 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
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como flores (laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-limao, eucalipto, louro) ou,
ainda, nas cascas dos caules (canelas), madeira (sindalo, pau-rosa), raizes,
rizomas (curcuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou
sementes (noz-moscada). Embora todos os o6rgdos de uma planta possam
acumular 6leos essenciais, sua composi¢do pode variar segundo a localizagdo
(Robbers et al., 1997; Oussalah, 2006).

Os oleos essenciais sdo formados a partir de vias metabodlicas
secundarias. O metabolismo secundario diferencia-se do metabolismo primario
basicamente por ndo apresentar reagcdes e produtos comuns a maioria das
plantas, sendo especifico de determinados grupos (Martins et al., 1994). Essas
substancias podem estar presentes na planta durante todo o seu ciclo vegetativo
ou s6 serem produzidas mediante estimulos especificos. Assim, a regulagdo do
metabolismo secundario depende da capacidade genética da planta em responder
a estimulos internos ou externos e da existéncia desses estimulos no momento
apropriado (Martins et al., 1994).

A origem dos metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via intermedidrios acido chiquimico e acetato (Figura

4).
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FIGURA 4 Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios (Santos, 2004).

Atualmente, as propriedades antimicrobianas dos dleos essenciais de

condimentos tém despertado interesse pela perspectiva de constituirem uma

alternativa para as exigéncias dos consumidores quanto a utilizacdo de aditivos

naturais em alimentos (Tassou et al., 2000; Mendonga, 2004). Quando a

finalidade desses oOleos ¢ inibir o crescimento microbiano, as concentra¢des
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devem ser maiores que aquelas utilizadas para real¢ar o sabor e o aroma dos
alimentos. Para Shelef (1983), a concentragdo para inibir o crescimento
microbiano ¢ de 1% a 5%, ao passo que, para fins culinarios, utilizam-se de
0,5% a 1%, o que ndo ¢ suficiente para inibir a atividade microbiana.

Os condimentos apresentam-se como fonte promissora de agentes
antimicrobianos para serem utilizados em produtos carneos, visando assegurar
um produto final de melhor qualidade microbiologica, com consequente
aumento da vida de prateleira. Embora os o6leos essenciais sejam bastante
estudados, a sua utilizagdo como substancia antimicrobiana é bastante limitada,
pois eles conferem ao alimento sabor caracteristico, e doses eficazes contra
microrganismos podem mudar a aceitabilidade do produto. Como conseqiiéncia,
ha uma demanda crescente de conhecimento das concentragdes minimas
inibitérias (CMIs) dos 6leos essenciais, para que possa atingir o balango entre a
eficacia como agente antimicrobiano e a aceitabilidade sensorial (Koutsoumanis
et al., 1998).

Os mecanismos de agdo dos o6leos essenciais sdo pouco conhecidos.
Considerando o grande ntimero de diferentes compostos quimicos presentes nos
oleos essenciais, provavelmente, sua atividade ndo ¢ atribuida a apenas um
mecanismo especifico. Por sua caracteristica hidrofobica, estes compostos atuam
nos lipidios da membrana das células, modificando sua estrutura e tornando-a
mais permeavel, podendo ocorrer a passagem de ions e ou outras substincias.
Até momento, dois mecanismos foram propostos para explicar a acdo dos
componentes fendlicos na membrana celular (Figura 3). As moléculas de
hidrocarbonetos ciclicos podem se acumular na bicamada lipidica da membrana
e distorcer a interacdo lipideo-proteina ou, ainda, pode haver interacdo direta
com compostos lipofilicos com partes hidrofobicas das proteinas de membrana

(Burt & Reinders, 2004).
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FIGURA 3 Figura esquematica da possivel acdo dos compostos fendlicos na
célula bacteriana (adaptado de Burt & Reinders, 2004).

2.8.1 Espécie Cymbopogon citratus

Planta aromatica e medicinal, a espécie Cymbopogon citratus pertence a
familia Gramineae, originaria da India. E conhecida no Brasil como capim-
cidro, capim-cheiroso e erva-cidreira. Desenvolve-se bem em regides de climas
quentes, possui aroma semelhante ao do limao e sabor ardente. De acordo com a
historia, foi introduzido no Brasil no periodo colonial, se estendendo por todas
as regides devido a facil adaptabilidade ao clima e por ndo ser exigente quanto
ao tipo de solo (Teske & Trentini., 1997; Negraes, 2003).

As folhas sdo moles, basais, planas, glabras, estreitas e longas (0,50 a 1
m), invaginantes, aromaticas e paralelinérveas (Figura 5 A e B). Tém lamina de
cor verde-grisdicea com veios bem visiveis na face inferior ¢ de cor verde-

brilhante e lisa na face superior. As flores sdo em espiguetas sésseis que se
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situam sobre raquis que formam racimos curtos (1 a 1,50 cm) os quais, por sua
vez, formam paniculas contraidas, bracteosas e terminais. O florescimento ¢
raramente observado no Rio Grande do Sul, Brasil (Castro & Ramos, 2003).

No Brasil, as folhas de capim-limao apresentam largo uso popular como
sedativo, sudorifero, carminativo, antipirético, diurético, antipirético e
antirreumatico. Ha também registro de seu uso caseiro para combater diversas
afecgdes das vias respiratorias e digestivas. Na Asia, o cha de suas folhas é
empregado popularmente como antipirético e as raizes sdo usadas como goma
de mascar, visando a limpeza dos dentes (Figueiredo et al., 2002).

A propagacdo desta espécie pode ocorrer por sementes com posterior
transplante, como ocorre na india, local onde floresce durante os meses de
novembro e dezembro. No Brasil, sua propagagdo ¢ vegetativa, dando-se por
meio da divisdo de touceiras, nos meses de setembro a janeiro (Martins et al.,

1994).

(A) (B)

FIGURA 5 Aspecto geral de folhas frescas (A) e de folhas secas (B) de
Cymbopogon citratus
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2.8.2 Oleo Essencial de Cymbopogon citratus

O o6leo essencial de capim-limdo possui forte odor de limdo e ¢
amplamente utilizado na perfumaria, na fabricacdo de sabonetes e desodorantes,
porém, seu maior emprego ocorre na industria farmacéutica. Sua composicao
quimica ¢ relatada em varios trabalhos, nos quais o citral, formado pelos
isomeros geranial e neral (Figura 6 A e B), é citado como o constituinte
majoritario, seguido por outros compostos, como o mirceno. Além desses,
encontram-se varios aldeidos, como citronelal, isovaleraldeido e decilaldeido;
cetonas, alcoois como o geraniol, nerol, metil heptenol e farnesol (Costa et al.,
2005; Pereira et al., 2008).

O citral ¢ citado como o responsavel pelas atividades atribuidas ao 6leo
essencial do capim-limdo, tais como larvicida, repelente de insetos e
antimicrobiano, além de aplicagdes na industria farmacéutica. Segundo
pesquisas do Instituto Agrondémico do Parana (IAPAR), a agdo larvicida da
espécie no combate ao mosquito da dengue é maior que a dos inseticidas
quimicos utilizados. O extrato aquoso da planta fresca, assim como o do 6leo
essencial isolado, testado em ratos, demonstrou inibi¢ao de substancias indutoras

da dor, como carregenina e prostaglandina E-2 (Maschio, 1998).

39 H
H.  / "H H-C._ ~

FIGURA 6 Estruturas quimicas do neral (A) e do geranial (B).
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Pelas inimeras aplicagdes, o 6leo essencial de capim-limdo tem procura
no mercado nacional e internacional e seus precos tém sido considerados
compensadores, embora sua produgdo por hectare seja baixa (comparada a
outras gramineas aromaticas) (Castro & Ramos, 2003).

De forma oposta a outras plantas aromaticas, Cymbopogon citratus nio
possui tricomas glandulares na superficie das folhas. De acordo com Lewinsohn
et al. (1998), o dleo essencial de Cymbopogon citratus ¢ armazenado em células
de 6leo, ou células oleiferas, no parénquima das folhas (idioblastos). Estas tém
como caracteristica a pronunciada lignificagdo das paredes celulares, o que pode
estar relacionado ao mecanismo de prote¢do do tecido por meio da formagao de
barreira impermeével que mantém o 6leo isolado das células adjacentes.

O oleo essencial de capim-limao vem sendo muito estudado devido ao
seu efeito inibitoério contra microrganismos. Pereira et al. (2008) verificaram a
acdo bactericida do 0leo essencial de capim-limdo sobre S. aureus e E. coli,

sendo ambas as bactérias inibidas pela agdo do 6leo.

2.8.3 Espécie Thymus vulgaris

A espécie Thymus vulgaris ¢é originaria da bacia mediterranea ocidental.
Trata-se de uma planta aromatica, pertencente a familia Lamiaceae, cultivada na
Europa, especialmente na Hungria, Alemanha, Espanha e sul da Franga. No
Brasil, ¢ conhecida popularmente por tomilho ou timo e j& se encontra
completamente aclimatada (Pinto et al., 2001). Também ¢é conhecida por outros
nomes, como arca, ar¢anha, poejo, segurelha, tomilho-ordinario e tomilho-
vulgar (Silva Junior & Verona, 1997).

Trata-se de uma planta semiarbustiva, de ciclo perene, que atinge cerca
de 50 cm de altura. Desenvolve-se formando touceiras com caules lenhosos,
rasteiros e tortuosos. As folhas sdo pequenas (Figura 7 A e B), opostas, sésseis,

de formato linear-lanceolado ou oblongo e com bordos enrolados para baixo. As
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flores sdo pequenas, de coloracdo rosada a branca e agrupadas em
inflorescéncias do tipo espiga. O aroma ¢ herbaceo e o sabor levemente picante.
Sdo amplamente empregadas na culinaria como condimento (Negraes, 2003).
Além do reconhecimento dessa planta no emprego industrial, como para
a producdo de cosméticos, sua utilizagdo vem crescendo amplamente, no setor
alimenticio ¢ na medicina, devido ao seu excelente potencial de adaptagdao a
variadas condigdes climaticas ¢ as propriedades do seu 6leo essencial (Salgado,

2005).

(A) (B)

FIGURA 7 Aspecto geral de plantas frescas (A) e de folhas secas (B) de
Thymus vulgaris

2.8.4 Oleo Essencial de Thymus vulgaris

O oleo essencial de Thymus vulgaris é rico em timol, apresentando
tracos de carvacrol (Figura 7 A e B), potentes bactericidas e fungicidas,
reconhecidos cientificamente. Outros compostos fendlicos, como taninos e
flavonoides, ja foram encontrados em extratos da planta, responsaveis pelas
atividades antioxidante, expectorante, digestiva e antiinflamatoria (Shan, 2002).

Em plantas da familia Lamiaceae, incluindo o tomilho, os 6leos volateis
podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como em pélos

glandulares (Simdes et al., 2004).
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Em diversos trabalhos cientificos com 6leos essenciais de Thymus sp.
preconizam-se variagdes quantitativas dos constituintes, conforme a espécie e a
variedade ¢ relacionam-se com a época da coleta, fotoperiodo e fatores
geograficos. Salgado (2005) recomenda o cultivo de T. vulgaris em pleno sol,
pois a luminosidade ¢ um fator preponderante no aumento do rendimento do
6leo essencial.

Rota et al. (2008), na Espanha, pesquisando a constituicdo do oleo
essencial de T. vulgaris por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectometria de massa, descreveram a presenga de timol, carvacrol e p-cimeno
como constituintes majoritarios (Figura 8). Sacchetti et al. (2005), na Italia,
utilizando a mesma metodologia de extracdo do 6leo essencial, relatam esses

mesmos constituintes como majoritarios, contudo, incluiram o geraniol.

sHe
1 ~OH T
(A) B)

FIGURA 8 Estruturas quimicas do timol (A) e do carvacrol (B).

O ¢leo essencial de tomilho tem apresentado resultados significativos
quando testada sua atividade contra bactérias e fungos. Santurio et al. (2007)
avaliaram o efeito inibitorio de oleos essenciais de diversas plantas sobre
sorovares de Salmonella enterica de origem avicola, verificando maior

sensibilidade da bactéria ao 6leo de T. vulgaris.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e conducao do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), onde foram realizadas as analises microbiologicas e
no Laboratério de Quimica Organica do Departamento de Quimica, também da
UFLA, onde foram extraidos e caracterizados os 0leos essenciais, € determinada
a composi¢ao quimica e o rendimento de cada 6leo.

O experimento foi realizado em duas etapas. Na primeira, foi realizada a
extragdo dos Oleos essenciais de Cymbopogon citratus e Thymus vulgaris; na
segunda, foi determinada a concentra¢do minima inibitéria (CMI) dos o6leos
essenciais e na terceira, avaliou-se o potencial bactericida dos 6leos essenciais
de Cymbopogon citratus e Thymus vulgaris, adicionados em detergente alcalino,
sob a formagdo do biofilme por Aeromonas hydrophila em superficie de ago

inoxidavel.

3.2 Microrganismo utilizado e padronizacao do inéculo

A bactéria utilizada no experimento foi Aeromonas hydrophila ATCC
7966. A padronizacao do inoculo foi realizada mediante curva de crescimento do
microrganismo, relacionando-se absorbancia a 620 nm e UFC/mL. Utilizou-se a
técnica de plaqueamento em superficie em meio de cultivo agar triptona de agar
(TSA) e o cultivo do microrganismo em caldo infusdo cérebro coracdo (BHI).
As leituras de absorbancia foram realizadas periodicamente, até obterem-se 10 °

UFC.mL ..
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3.3 Oleos essenciais
3.3.1 Material vegetal

Foram utilizadas folhas frescas e secas de Cymbopogon citratus, obtidas
no Horto de Plantas Medicinais de UFLA. As coletas foram realizadas das 8 as 9
horas da manhad, em dias ensolarados e ausentes de chuva., no més de setembro
de 2009, sob temperatura de, aproximadamente, 20°C (Martins et al., 1994). As

folhas de Thymus vulgaris foram adquiridas no comércio de Lavras, MG.

3.3.2 Extracao dos 0leos essenciais

O processo de extragdo dos 6leos essenciais foi realizado empregando-
se o método de hidrodestilagdo, em aparelho de Clevenger modificado, adaptado
a um baldo de fundo redondo e boca esmerilada com capacidade de 4 litros
(Figura 9) (Castro et al., 2006). As folhas foram picadas e, juntamente com agua
destilada, foram colocadas no baldo de fundo redondo, o qual foi adaptado ao
aparelho de Clevenger modificado. O processo de extragdo foi realizado no
periodo de duas horas, mantendo-se a solugdo em ebuli¢do. Posteriormente, o
hidrolato (aguatoleo) foi coletado e centrifugado, a 321,8 x G, por 5 minutos,
em centrifuga Fanem-Baby 1 Mod 206, visando a separagdo da fase organica de
fase aquosa. O 6leo essencial foi, entdo, retirado com auxilio de pipeta de
Pasteur ¢ acondicionado em frasco de vidro revestido com papel aluminio,

previamente esterilizado.
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FIGURA 9 Aparelho de Clevenger modificado

3.3.3 Determinacéo do rendimento dos 6leos essenciais
Os rendimentos dos o6leos essenciais extraidos das plantas fresca e seca
foram calculados e expressos em volume de 6leo por peso de folhas frescas e

secas (%v/p) e com base livre de umidade (%v/p BLU) (Pimentel et al., 2006).

3.3.4 Quantificacao dos constituintes dos leos essenciais

As andlises quantitativas foram realizadas utilizando-se cromatografo
gasoso Shimadzu GC 17%, equipado com detector de ionizacdo de chamas (FID),
nas seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar DBS5, temperatura do
injetor de 220°C, temperatura de detector FID de 240, programagdo da coluna
com temperatura inicial de 40°C até 240°C, gas carreador nitrogénio (2,2 mL
min™), taxa de split 1:10 e volume injetado de 1 pL (1% de solugio em
diclorometano) e pressdo na coluna de 115 KPa. A quantificacdo de cada

constituinte foi obtida por meio da normalizacdo de areas (%).
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3.3.5 Determinacao da concentracéo minima inibitoria dos dleos essenciais
A atividade antimicrobiana dos 6leos foi testada pelo método de difusdo
cavidade placa agar, proposto por Deans & Ritchie (1987) e modificado por
Mendonga (2004). Adicionou-se uma aliquota da suspensdo padronizada do
microrganismo a 20 mL de TSA, a temperatura de 45°C, obtendo-se a
concentragdo final de 10° UFC/mL. A mistura foi homogeneizada e vertida
imediatamente sobre camada do mesmo agar ja solidificado, contido em placa de
Petri. Os slots foram feitos na sobrecamada de Agar, utilizando-se pérolas de
vidro esterilizadas com 3 mm de didmetro. Aliquotas de 8 uL de cada diluigdo
do 6leo essencial foram depositadas nos slots. As diluigdes foram preparadas
homogeneizando-se 0, 4, 8, 16, 31, 62, 125, 250 ¢ 500 ]JL.II]L_I de etanol . As
placas foram incubadas em BOD, a 28°C, por 24 horas (Ogunwande et al.,
2005). Foram medidos os didmetros dos halos de inibi¢do formados com um
paquimetro. O etanol foi utilizado como controle. As analises foram realizadas

em triplicata.

3.4 Biofilme
3.4.1 Higienizacgao dos cupons

Os cupons de aco inoxidavel AISI 304, com 1 mm de espessura e dimensdes
de 10 x 20 mm, foram limpos individualmente com acetona 100%, lavados por
imersdo em detergente neutro durante 1 hora, enxaguados com agua destilada
esterilizada, secos e limpos com dalcool 70% (v/v). Apos a higienizagdo, os
cupons foram novamente lavados com agua destilada esterilizada, secos por 2
horas em estufa, a 70°C e autoclavados, a 121°C/15 minutos (Rossoni &

Gaylarde, 2000).
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3.4.2 Adeséo das células bacterianas em superficie de aco inoxidavel

A cultura de A. hydrophila foi padronizada para cerca de 10° UFC.mL".
Ap0s a padronizagdo, 1 mL da cultura padronizada foi adicionada a 100 mL de
leite desnatado UAT, contidos em placas de Petri de 140 mm de didmetro, nas
quais foram dispostos 20 cupons de ago inoxidavel AISI 304. Foram utilizadas
no total duas placas de Petri. As placas foram, entdo, incubadas a 28°C, durante
48 horas, sob agitacio de 50 rpm. Apds esse periodo, os cupons foram
removidos, lavados com agua destilada estéril para a remogdo das células
planctonicas. Seguindo-se a lavagem, os cupons foram imersos em leite
desnatado UAT adicionado em placas de Petri. Esse procedimento foi repetido
por cinco vezes, visando a formagdo completa do biofilme apds 10 dias de

incubacdo (Joseph et al., 2001, com adaptagdes).

3.4.2.1 Enumeracao das células bacterianas aderidas

As células bacterianas aderidas aos cupons foram removidas utilizando-
se a técnica de esfregago em superficie, empregando-se swabs de algoddo
padronizados, previamente esterilizados. Apds o esfregaco ser realizado, os
swabs foram imersos em microtubos contendo 0,9 mL de agua peptonada 0,1%
(p/v) esterilizadas. Os microtubos foram agitados em vortex, por 5 minutos e
aliquotas de 0,1 mL foram retiradas da diluicdo adequada e plaqueadas em TSA,
empregando-se a técnica de plaqueamento em superficie. As placas foram
incubadas, a 28°C, durante 24 horas.

O numero de células aderidas nos cupons foi determinado em intervalos
de 48 horas, quando foram retirados 2 cupons sucessivamente, totalizando 10
dias de incubagio, visando a formagdo completa do biofilme ¢ 0 monitoramento

de todas as etapas envolvidas no processo de adesdo e formagdo de biofilme.
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3.4.3 Tratamento dos cupons de aco inoxidavel com Oleos essenciais
adicionados em detergente alcalino

Para o teste de sensibilidade das células do biofilme foram utilizados
6leos essenciais de Cymbopogon citratus e Thymus vulgaris, nas concentragdes
de 31 pL.mL™" ¢ 62 uL.mL "', respectivamente, adicionados & solugio de 1% de
hidroxido de s6dio (NaOH).

Ap6s o periodo de dez dias de cultivo da bactéria, foi realizado o
tratamento dos cupons de ago inoxidavel contendo o biofilme de Aeromonas
hydrophila, com as solugdes alcalinas adicionadas de oOleos essenciais. O
controle era realizado com a imersdo de cupons em solugdo alcalina sem adigdo
de 6leo essencial. Apds a lavagem com agua destilada estéril, dois cupons foram
destinados a remocao direta das células do biofilme. O tempo de contato entre
cupons e diferentes solugdes foi de quinze minutos. Foram utilizados dois
cupons para imersdo em cada solugdo, totalizando seis cupons para cada
temperatura. Apés os 15 minutos de exposicdo dos cupons as diferentes
solugdes, estes foram rinsados com agua destilada estéril e submetidos ao
esfregaco com os swabs.

Apods realizacdo do esfregago da superficie dos cupons, os swabs foram
transferidos para tubos de ensaio contendo agua peptonada 0,1% (p/v) e agitados
em vortex, por dois minutos. Apds este periodo, diluicdes seriadas foram
realizadas a partir do tubo de ensaio contendo o swab, seguindo-se o
plaqueamento de aliquotas de 100 uL na superficie de TSA, contidos em placas

de Petri. As placas foram posteriormente incubadas a 28°C, durante 24 horas.
3.5 Analise estatistica

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente

casualizado, com trés repeticdes, em que o teste da concentragdo minima
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inibitoria foi constituido de dois tipos de oleos essenciais (capim-limio e
tomilho), em diferentes concentracdes (0, 4, 8, 16, 31, 62,125, 500 uL.mL'l).

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental, por meio do pacote estatistico R (2008). O modelo estatistico que

descreve as observagoes ¢ dado por:

Yik = H+o+ B +afy + ey,
em que:

Y € o valor da variavel dependente na k-ésima repeti¢do que recebeu o i-ésimo

6leo na e j-ésima concentragao, comk =1, ..., I;

A € uma constante inerente a cada observagio;

o; € o efeito do i-ésimo 6leo, comi =1, 2;

p i ¢ o efeito da j-ésima concentrag¢do, comj =1, .,7;

a,Bij ¢ o efeito da interagdo entre o i-€simo Oleo e a j-ésima concentragao;

&y € o erro experimental associado a parcela, independente ¢ identicamente

distribuido de uma Normal com média zero e variancia o .

Para a propor¢do de bactérias sobreviventes aos tratamentos com os
0leos essenciais, o experimento foi instalado segundo o delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes, em que os tratamentos
constituiam-se de trés tipos de detergente (NaOH, 6leo essencial de capim-limao
adicionado em NaOH e 6leo essencial de tomilho adicionado em NaOH) e duas
temperaturas (20°C e 40°C). Foram realizadas contagens de unidades formadoras
de colonia UFC /cm’, antes e depois da adigdo do detergente sobre o cupom,
expressas na forma logaritmica (log UFC /cm?), sendo a varidvel medida a razio

(proporgio) de entre o log UFC /cm? antes e log UFC /cm? depois.
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A analise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R Development Core Team (2008).

O modelo estatistico que descreve as observagdes ¢ dado por:

Vik = H+o+ B +afy + ey,
em que:
Y € o valor da variavel dependente na k-ésima repeti¢do que recebeu o i-ésimo

detergente na e j-ésima temperatura, comk =1, ..., I;

b

M €éuma constante inerente a cada observagao;

a; ¢ o efeito do i-ésimo detergente, comi =1, 2,3;

B; € o efeito da j-ésima temperatura, com j = 1, 2;

aﬂij ¢ o efeito da interagd@o entre o i-€simo detergente e a j-ésima temperatura;

&, € o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

ij
distribuido de uma Normal com média zero e variancia o.

Os fatores, quando significativos, foram avaliados pelo teste de Scott-
Knott. Embora o fator temperatura seja quantitativo, foi realizado o teste de

média, pois havia apenas dois niveis do mesmo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Oleos essenciais
4.1.1 Rendimento

Os teores de oleos essenciais das espécies C. citratus e T. vulgaris
encontrados (Tabela 1) foram comparados com os encontrados na literatura.
Pelos dados descritos na Tabela 1, verifica-se que os rendimentos obtidos

mostraram-se variaveis em base livre de umidade (BLU).

TABELA 1 Rendimento dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e Thymus
vulgaris em base livre de umidade (BLU)

Amostra Teor (%) Umidade (%)

Cymbopogon citratus
(folhas frescas) 1,07 78

Cymbopogon citratus
(folhas secas) 1,46 6

Thymus vulgaris
(folhas frescas) 0,37 10

Thymus vulgaris
(folhas secas) 0,68 6,6

Observa-se que a espécie T. vulgaris proporcionou rendimento médio de
0,37% de 6leos essenciais para folhas frescas e 0, 68%, para folhas secas. Este
valor encontra-se abaixo dos relatados por Jakiemiu (2008) que, trabalhando

com plantas secas, obteve valores entre 1,04% a 1,86%. A Farmacopéia
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Européia preconiza teor minimo de 1,5% do 6leo, com teor minimo de 0,5% em
fenois, calculado como timol (Simdes, 2004).

O rendimento do dleo essencial de capim-limdo teve rendimento médio
de 1,07% para folhas frescas e 1,46 para folhas secas. Esses valores estdo de
acordo com os citados por Carlson et al. (2001), que relataram que o rendimento
do 6leo essencial de C. citratus, em base da matéria seca, situa-se em torno de
0,2% a 2,0%, podendo atingir 3,0%. Silva et al. (2005) encontraram rendimento
de 1,06% para o 6leo obtido de folhas secas de C. citratus. Ja Pereira et al.
(2008), analisando o rendimento do 6leo essencial extraido de folhas frescas
dessa planta, obtiveram 2,6%, o dobro do encontrado neste trabalho.

De acordo com Silva et al. (2005), métodos de cortes e de secagens
diferentes, apds a realizacdo do corte no campo, interferem no rendimento do
0leo essencial. Assim, os autores sugerem que o capim-limao deve ser cortado
em picadeira manual e colocado sobre lona preta, sobre o solo e seco ao sol,
obtendo-se, assim, maior rendimento de 6leo.

Guenther (1972) sugere que devido ao alto teor de umidade encontrado
nas plantas frescas, ha forte tendéncia a aglutinagdo do o6leo, impedindo que o

vapor penetre de forma mais uniforme nos tecidos vegetais.

4.1.2 Quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais
4.1.2.1 Cymbopogon citratus

Para o 0leo essencial de C. citratus, foram encontrados 34 constituintes,
tendo os majoritarios sido o citral (geranial e neral) e o mirceno, de acordo com

a identificacdo com padrdes externos (Tabela 2).
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TABELA 2 Compostos majoritarios de Cymbopogon citratus obtidos por meio
de cromatografia gasosa

Pico Tempo de Composto Concentragao média
reten¢do (min) (%)

3 23,31 Neral 35,41

22 24,79 Geranial 47,03

24 11,18 Mirceno 8,88

Craveiro et al. (1981), avaliando a composicdo quimica do Oleo
essencial dessa planta, identificaram que os compostos citral (mistura isomérica
de neral e geranial) sdo majoritarios e responsaveis pelo aroma citrico da planta.
Pereira et al. (2008), por meio da analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM), encontraram os seguintes constituintes no
oleo essencial das folhas frescas de capim-limao: neral 40,2%, geranial 31,8%,
mirceno 19,7%, (E)-B-ocimeno 1,4%, (Z)-B-ocimeno 1,1%, neo-mentol 1,1% e
acetato de linalila 0,4, confirmando o neral como composto majoritario da

planta.

4.1.2.2 Thymus vulgaris

Na quantificagdo do o6leo essencial de T. vulgaris, obtiveram-se 26
constituintes, sendo o 1,8 cineol e o t-cariofileno os que ocorreram em maior
quantidade, de acordo com os padrdes externos (Tabela 3). Varios fatores podem
influenciar a quantidade e a composi¢ao do dleo essencial, tais como clima, tipo
de solo, ciclo vegetativo e estagio de desenvolvimento. Assim, a concentragdo

dos constituintes pode variar durante o desenvolvimento do vegetal.
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TABELA 3 Compostos majoritarios de Thymus vulgaris obtidos por meio de
cromatografia gasosa

Pico Tempo de Composto Concentracao média
reten¢do (min) (%)
10,11 1,8 cineol 53,46
18 24,10 t-cariofileno 5,44

Hudaib et al. (2002) identificaram que os compostos timol e carvacrol
estdo presentes como majoritarios no 6leo essencial da planta de tomilho com
dois anos de cultivo, enquanto plantas com cinco anos de cultivo possuiam em
sua constitui¢do 1,8-cineol, y-terpineno, linalol, borneol, timol, B-cariofileno e
oxido de cariofileno.

Estudos do oleo essencial de flores e folhas de T. vulgaris, que
apresentam, assim como o orégano, timol e carvacrol como componentes
majoritarios, mostraram, por meio de cromatografia gasosa, grande concentragdo
de terpenos, sesquiterpenos e hidrocarbonetos alifaticos. Esses componentes,
retirados de diferentes partes do T. vulgaris, continham consideravel quantidade
de flavonoides e vitamina E, compostos de grande interesse na industria

alimenticia por sua atividade antioxidante (Guillén & Manzanos, 1998).

4.2.2 Determinacéo da concentracdo minima inibit6ria dos dleos essenciais
A técnica de difusdo em agar para determinar a atividade antimicrobiana
de 6leos essenciais €, atualmente, a mais utilizada nas pesquisas, ja que, por essa
metodologia, é possivel estudar o grau de inibicdo do crescimento dos
microrganismos. A eficiéncia do 6leo é representada pelo tamanho da zona de
inibi¢do formada na superficie do agar, em volta do disco ou cavidade.

(Mondello et al., 2003).
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De acordo com Inouye et al. (2006), a atividade de vapor dos o6leos
essenciais contribui para a formacdo do halo de inibicdo. Isso sugere que a
difusio em 4gar ¢ um método valido na determinagdo da atividade
antimicrobiana, no qual a baixa capacidade de difusdo dos o6leos, devido a
natureza hidrofobica, é compensada pela elevada volatilidade dos Oleos
essenciais.

A capacidade dos dleos essenciais em inibir o crescimento de bactérias
planctonicas permite a utilizacdo desses compostos como antimicrobianos
naturais. Assim, torna-se necessario verificar a CMIL, ou seja, a menor
concentragdo em que houve formacdo de halo, evidenciando inibi¢do da
bactéria, por testes in vitro, para que o 6leo possa também ser eficiente no
controle de comunidades complexas formadas pelas bactérias, os biofilmes.

Os halos de inibi¢do induzidos pelos oOleos essenciais de C. citratus
(capim-limdo) e T. vulgaris (tomilho) foram medidos, mostrando efeito
inibitorio sobre A. hydrophila.

Pelo grafico da Figura 10 pode-se observar a progressao da formagdo do
halo de inibicdo de A. hydrophila em funcdo das diferentes concentracdes dos
6leos essenciais. A partir da CMI do 6leo essencial de capim-limao (31 pL.mL"

", foi observado halo de inibigo.
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FIGURA 10 Valores observados (¢) ¢ estimados (-) do didametro de halos de
inibigdo de Aeromonas hydrophila, em fung¢do das diferentes
concentragdes do dleo essencial de Cymbopogon citratus.

Em trabalho desenvolvido por Brugnera (2008), utilizando o 6leo
essencial de capim-limao extraido a partir de folhas frescas, frente as bactérias L.
monocytogenes, E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, observou-se que essas
bactérias apresentaram sensibilidade ao 6leo essencial, formando halo de
inibicdo nas concentragdes de 15,62; 3,90; 3,90 e 3,90 uL.mL'l,
respectivamente. Pereira et al. (2008) verificaram que o 6leo essencial de C.
citratus promoveu inibigdo significativa no crescimento das bactérias S. aureus e
E. coli, sendo a CMI de 0,1%, para ambos 0s microrganismos.

A acdo antibacteriana dos terpenos (compostos majoritarios do capim-
limdo) ndo ¢ completamente compreendida, porém, sabe-se que ela envolve,
principalmente, a ruptura da membrana citoplasmatica bacteriana devido a

natureza lipofilica desses compostos (Cowan, 1999). Essa interacdo ira resultar
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na expansdo, no aumento da fluidez e na permeabilidade da membrana celular,
na desestruturagdo das proteinas de membrana, na inibigao da respiragdo celular
e em alteragdes no transporte de ions (Trombetta et al., 2005).

A progressdo da formagdo do halo de inibigdo de A. hydrophila exposta
as diferentes concentracdes dos 6leos essenciais pode ser observada na Figura
11. Observa-se que, para o 6leo essencial de tomilho, a CMI foi de 62 pL.mL™".
A partir dessa concentragdo, houve aumento linear do didmetro dos halos de
inibi¢do, proporcionalmente ao aumento das concentragdes, obtendo-se, na

concentragio de 500 pL.mL"', maior didmetro do halo.
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FIGURA 11 Valores observados (*) e estimados (-) do didmetro de halos de
inibicdo de Aeromonas hydrophila, em func¢do das diferentes
concentragdes do dleo essencial de Thymus vulgaris,

Rota et al. (2008), realizando pesquisas com 0leos essenciais extraidos
de plantas do género Thymus, entre elas T. vulgaris, com o objetivo de avaliar o

potencial antimicrobiano dos dleos frente a microrganismos deterioradores de
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alimentos, observaram que, entre as bactérias testadas, o maior halo de inibicdo
formado foi observado para Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium.
Esta Gltima, assim como A. hydrophila ¢ uma bactéria gram-negativa. Viuda-
Martos et al. (2008) testaram o efeito inibitério do o6leo essencial de tomilho,
utilizando a metodologia de disco-difusdio em A&gar, contra Staphylococcus
xylosus, S. carnosus, Enterobacter gergoviae, Enterobacter amnigenus,
Lactobacillus sakei e L. curvatus. Para todas as seis bactérias, a CMI foi de 10%.

Burt & Reinders (2004) trabalharam com o 6leo essencial de orégano e
observou que os principios ativos (timol e o carvacrol), que também sdo
compostos majoritarios do o6leo essencial de tomilho, provocam distor¢do na
estrutura fisica da célula, causando expansdo e conseqiiente desestabilidade na
membrana, modificando sua permeabilidade, desnaturando enzimas essenciais e
alterando a forca préton motora, por meio de variagdes no pH e potencial
elétrico.

As diferencas que ocorrem na atividade bioldgica entre os o6leos
essenciais de diferentes espécies de plantas, como a observada entre os oleos
essenciais de C. citratus e T. vulgaris, provavelmente sdo devido a fatores
ecologicos e de crescimento, relacionados & natureza ¢ a concentracdo de seus
constituintes (Chang et al., 2001). Apesar da existéncia de controle genético, a
expressdo pode sofrer modificacdes ambientais resultantes da interacdo de
processos bioquimicos, fisiolégicos, ecoldgicos e evolutivos. De fato,
metabolitos secundarios representam a interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto, sua sintese ¢ frequentemente afetada por

condicdes ambientais (Gobbo-Neto, 2007).
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4.2 Biofilme
4.2.1 Adesdo das células bacterianas em superficie de aco inoxidavel
Utilizando o leite como substrato, houve adesdo e formacao de biofilme
por Aeromonas hydrophila, a 28°C, apresentando 4 x 10’ UFC/cm? apés o quarto
dia de cultivo, comparando-se ao inéculo inicial 10° UFC.mL" (Figura 12).
Esses resultados estdo de acordo com os de Parizzi (1998) que consideram
biofilme quando o numero de células aderidas oscila entre 10° e 10’ UFC/cm? e
Andrade et al. (1998), que relatam ser necessario o nimero minimo de 10’
células UFC/cm®. O crescimento aumentou até o décimo dia de formagio do

biofilme, porém, manteve-se no mesmo ciclo Log.
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FIGURA 12 Contagem de UFC/cm® de Aeromonas hydrophila aderidas em
cupons de aco inoxiddvel AISI 304, ao longo de 10 dias de
cultivo, a 28°C.
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Aeromonas hydrophila causou alteragdo no leite, tornando-o de cor
amarelada e com odor desagradavel. Isso se deve pelo fato de essa bactéria ser
degradadora e produtora de lipases (Kirov, 2003).

Boari (2008) estudou a formagdo de biofilme por A. hydrophila em aco
inoxidavel AISI 304, utilizando também o leite desnatado UAT como substrato,
em cultivo por 10 dias. A bactéria formou biofilme em todas as temperaturas
analisadas e, para 7° e 18°C, o biofilme j& havia sido formado apods o segundo
dia de cultivo, com contagens de 1,4 x 10° e 4,7 x 10° UFC/em?,
respectivamente. Para 4°C, foi observado biofilme a partir do quarto dia, com
1,7 x 10° UFC/em®. Os resultados dessa pesquisa estdo de acordo com os de
Wirtanem et al (1996) que consideram biofilme um niimero de células aderidas
de 10° e 10’ por cm?.

O crescimento & caracterizado pela taxa de crescimento exponencial
(fase log) precedida por um periodo no qual a maquinaria da célula desenvolve
certas mudancgas fisioldégicas para adaptar-se as condicdes do meio e
desenvolver-se (fase lag). A fase lag ¢ influenciada pela condigdo inicial da
célula, que pode variar dependendo do substrato, do pH, da temperatura, da
disponibilidade de nutrientes e de outros fatores. J& a taxa de crescimento
depende das condi¢des em que a célula se encontra naquele exato momento.

O consumo do substrato ou aceptores finais de elétrons a uma taxa
superior a taxa de reposi¢do pela difusdo os torna indisponiveis em parte do
biofilme. Por isso, neste experimento, o leite foi reposto a cada 48 horas. A nao
reposi¢ao do substrato fresco pode causar a inibi¢ao da atividade metabdlica dos

microrganismos, devido a limitagao de fatores de crescimento.
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4.2.3 Tratamento dos cupons de aco inoxidavel com 0leos essenciais
adicionados em detergente alcalino

Para a avaliacdo da eficiéncia das solugdes detergentes sanificante (6leo
essencial e NaOH 1%), foi utilizada a CMI do o6leo essencial de tomilho
(62pL.mL™") e do 6leo de capim-limdo (31 pL.mL™).

A eficiéncia das solugdes de oleo essencial de tomilho ¢ NaOH, dleo
essencial de capim-limdo e NaOH e o controle (NaOH 1%), foi comparada
quanto a capacidade de remocgdo de células sésseis apos 10 dias de cultivo, nas
temperaturas de 25°C e 40°C das solugdes.

Os sanificantes utilizados na industria, em testes laboratoriais dentro das
condi¢des indicadas pelos fabricantes, conseguem ser aprovados em testes como
suspensao e diluicdo de uso, alcangando 5 reducdes decimais (RD) apos 30
segundos de contato a 20°C. Mas, em meios de cultivos, solidos ou liquidos, ndo
deve haver a formagdo de glicocalix, fundamental ao processo de adesdo
(Macédo, 2004).

Apesar de ainda ser pouco estudado o modo de agdo dos 6leos essenciais
sobre as células microbianas, ¢ possivel que, devido a natureza hidrofébica dos
componentes majoritarios do 6leo essencial de tomilho, ocorra interagdo com os
lipidios da membrana citoplasmatica, causando, assim, perda da integridade da
membrana e vazamento de material celular intracelular como ions, ATP e acido
nucléico (Helander et al., 1998; Trombetta et al., 2005).

Os o6leos essenciais e também o controle de NaOH sem adicdo de oleo
foram eficientes em reduzir a populagdo bacteriana, resultando em menores
valores de Log UFC/cm’, em comparagio com o biofilme sem qualquer

tratamento, como pode ser observado na Figura 13.
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FIGURA 13 Resultados de contagens de Aeromonas hydrophila (log UFC/cm?)
em cupons de aco sem tratamento ¢ com tratamentos, em
diferentes temperaturas de exposi¢ao

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 13, o biofilme sem
qualquer tratamento obteve 7, 63 ciclos log UFC/cm®. O tratamento com a
solugdo de capim-limdo reduziu 4,51 e 5,53 ciclos log presentes no biofilme de
A. hydrophila, nas temperaturas de 25°C e 40°C, respectivamente. O detergente
de tomilho também apresentou redugdo do biofilme, sendo essa de 3,84 ciclos

log, a temperatura de 25°C e 5,22 a 40°C. Quando o biofilme foi tratado com
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NaOH (1%) sem adigdo de 6leo, houve redugdo menor dos ciclos log, sendo essa
de 2,38 e 4,52, nas temperaturas de 25°C e 40°C, respectivamente. Houve
diferenca estatistica significativa entre NaOH 1% e os sanificantes com o6leos
essenciais, mas entre detergente-sanificante de tomilho e de capim-limdo nao
houve diferenca. Apesar de ndo haver diferenga estatistica significativa entre o
sanificante-detergente de tomilho e de capim-limdo, a redug¢do em 1 ciclo log, a
mais obtida com o sanificante-detergente de capim-limdo, ¢ considerada
relevante. Tendo em vista as condigdes do meio, 0 microrganismo em questao ¢
o seu tempo de geracdo, essa diferenga ¢ importante, pois podera resultar na
contaminagdo elevada de produtos e transmissdo de doengas.

No presente trabalho, ndo houve interagao significativa entre as solu¢des
detergentes-sanificantes, detergente e as temperaturas utilizadas, sendo
observada, entretanto, diferenca significativa (Tabela 4) entre as solugdes
detergentes-sanificantes ¢ o detergente (controle), mostrando que os oOleos
essenciais possuem acao efetiva sobre as bactérias em biofilme. Porém, nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos com os 6leos essenciais de
capim-limao e tomilho. A maior propor¢do de bactérias sobreviventes foi de
56,05% no tratamento em que foi utilizado somente NaOH 1%, mostrando que
NaOH, além de possuir atividade de detergente, apresenta capacidade

antimicrobiana
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TABELA 4 Percentagem de UFC/cm’® de Aeromonas hydrophila ATCC 7966,
observada apoés tratamento dos cupons de ago inoxidavel contendo
biofilme com solucdes detergentes-sanificantes e detergentes

Detergente UFC/cm’ recuperadas (%)
NaOH (1%) 56,05 A
NaOH (1%) e tomilho 42,33B
NaOH (1%) e capim-limao 34,67B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5%de significancia.

Apesar de ndo haver interacdo entre as solugdes ¢ a temperatura, esta
influenciou de forma significativa na redugdo do nimero de UFC/cm’
recuperadas apds os tratamentos (Tabela 5). Esse resultado indica que ndo
ocorreu sinergismo entre as solugdes sanificantes com a temperatura, sendo a

redugdo obtida a 40°C devido apenas ao aumento da temperatura.

TABELA 5 Percentagem de UFC/cm® de Aeromonas hydrophila ATCC 7966
observados apos tratamento dos cupons de aco inoxidavel
contendo Dbiofilme com solugdes detergentes-sanificantes e
detergentes, a temperaturas de 25°C e 40°C

Temperatura UFC/cm’ recuperadas (%)
25°C 58,47A
40°C 36,08 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a
5% de significancia.
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Na literatura, sdo encontradas poucas pesquisas em que se utiliza ago
inoxidavel para a formagdo de biofilme e tratamento com oOleos essenciais.
Chorianopoulos et al. (2008) testaram desinfetantes quimicos acidos e basicos e
também o Oleo essencial de Satureja thymbra contra biofilmes formados por
espécies bacterianas em cupons de aco inoxidavel pelo periodo de 5 dias a 16°C.
Os resultados mostraram que o Oleo essencial S. thymbra apresentou agdo
antimicrobiana satisfatoria contra o biofilme formado por Salmonella entérica.
Houve redugdo de 4 ciclos log. Na presente pesquisa, observaram-se resultados
semelhantes, tendo o tratamento com as solu¢des detergentes-sanificantes de
tomilho de capim-limao reduzido em 4 ciclos log o biofilme formado por A.
hydrophila. De acordo com a literatura, esses resultados sdo satisfatorios
considerando células planctdnicas. Entretanto, ndo ha um padrao estabelecido de
reducdes de ciclos log para biofilme.

Lebert et al. (2007) investigaram a eficiéncia de solugdes de timol e
eugenol com detergente Brillo, ¢ de Oleo essencial de S. thymbra frente a
biofilme multiespécie formado por bactérias deterioradoras (P. fragi e E. coli) e
patogénicas (S. aureus e L. monocytogenes). O detergente Brillo, um sal de
amoénio quaternario, ¢ um bactericida tradicional utilizado nas unidades de
processamento de alimentos da Franca. Quando utilizado o 6leo essencial de S.
thymbra a 1% e 2%, houve reducgéio das bactérias deterioradoras de 5,1 log para
E. coli e 5,2 para L. monocytogenes, mas, as bactérias patogénicas ndo foram
reduzidas suficientemente: 1,3 log para S. aureus e 2,5 log para L.
monocytogenes. Na combinagdo de Brillo com timol e eugenol, ocorreu redugao
na inibi¢do do biofilme. De acordo com os autores, o timol ndo foi solivel no

Brillo e uma emulsao foi produzida quando eles foram misturados.
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CONCLUSAO

Os oleos essenciais de capim-limdo e de tomilho apresentaram efeito
biocida sobre a bactéria estudada.

Os detergentes com capim-limdo e tomilho foram mais eficientes na
reducdo do biofilme que somente com NaOH, tendo, na temperatura de 40°C,

ocorrido maior redug@o da populacdo bacteriana.
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TABELA 1 Resumo da analise de variancia para tamanho do halo,
segundo os tratamentos estudados.

Graus de  Quadrado

Fonte de variagdo liberdade médio Valor-p
Oléo (O) 1 2,0008  <0,0001
Concentracao (C) 7 1,3608  <0,0001
OxC 8 1,3192  <0,0001
Erro 32 0,0117

CV (%) 17,08%
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TABELA 2 Resumo da analise de variancia para a variavel propor¢do de

bactérias sobreviventes, segundo os tratamentos estudados.

Fonte de variagdo lci}br::dsailiz nggéffo Valor-p
Detergente (D) 2 0,10126  <0,0001
Temperatura (T) 1 0,30058  <0,0001
DxT 2 0,01296 0,1662
Erro 18 0,00653

CV (%) 17,08%
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