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RESUMO

TEBALDI, Victor Maximiliano Reis. Analise e potencial de uso de 6leos
essenciais no controle de Pseudomonas sp. e na formacao de biofilme por
Pseudomonas aeruginosa. 2008. 94 p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*

Devido aos problemas de resisténcia a antibidticos e desinfetantes
convencionais, a investigacdo de novos produtos com propriedades biocidas,
especialmente os extraidos de vegetais ¢ de grande importancia. Avaliou-se a
atividade biocida de 6leos essenciais de Thymus vulgaris, Syzygium aromaticum,
Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis sobre Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas aeruginosa. Solugdes detergentes sanificantes de S. aromaticum e
S. officinalis foram preparadas em NaOH 1%, para a verificagdo da atividade
biocida sobre biofilmes formados por P. aeruginosa. A concentragdo minima
inibitéria de cada 6leo essencial foi determinada em agar Miieller-Hinton,
empregando-se o método de difusdo cavidade agar. As solucdes detergentes
sanificante de sélvia e cravo-da-india foram testadas em biofilmes formados em
cupons de aco inoxidavel AISI 304, utilizando-se P. aeruginosa, padronizada
em 10° UFC/mL e cultivada, por 10 dias, em 60 mL de leite UHT desnatado.
Pseudomonas fluorescens ndo formou biofilme nas condi¢bes empregadas. O
6leo de T. vulgaris apresentou maior efeito inibitorio contra P. fluorescens (9,4
mm) e P. aeruginosa (7,6 mm), seguido por S. aromaticum (3,9 mm e 3,2 mm,
respectivamente). Os o6leos de S. officinalis e R. officinalis ndo mostraram
atividade biocida contra os microrganismos testados. Melhores resultados na

utilizacdo das solugdes biocidas sobre biofilmes foram verificados para a

*Comite Orientador: Roberta Hilsdorf Piccoli — UFLA (Orientadora), Maria das
Gragas Cardoso — UFLA



solugdo de cravo-da-india, tendo esta se mostrado eficaz em todos os tempos e
temperaturas avaliados. A atividade biocida in vitro dos 6leos essenciais foi
demonstrada, assim como a atividade biocida das solugdes detergentes
sanificante sobre biofilmes formados por P. aeruginosa, podendo seu uso

constituir mais um importante método de controle deste microrganismo.



ABSTRACT

TEBALDI, Victor Maximiliano Reis. Analysis and potential use of essential
oils in Pseudomonas sp. Control and the biofilms formation by
Pseudomonas aeruginosa. 2008. 94 p. Thesis (Doctoring in Food Science) —
Lavras Federal University, Lavras, MG*.

Due to the resistance problems on antibiotic and conventional disinfectants, the
new products research on biocide properties, especially those extracted from
vegetables, is of great importance. The essential oils biocide activity of Thymus
vulgaris, Syzygium aromaticum, Rosmarinus officinalis and Salvia officinalis on
Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas aeruginosa was evaluated.
Sanitizing detergent solutions of S. aromaticum and S. officinalis were prepared
with NaOH 1% to verify the biocide activity on biofilms formed by P.
aeruginosa. The minimum inhibitory concentration of essential oil was
measured in Miieller-Hinton agar using the cavity diffusion method. The
sanitizing detergent solutions of sage and clove were tested in biofilms formed
in stainless steel coupons AISI 304, using Pseudomonas aeruginosa,
standardized in 10* CFU/mL cultivated for 10 days in 60 mL of UHT skimmed
milk. Pseudomonas fluorescens did not form biofilm in the utilized conditions.
The T. vulgaris oil showed more inhibitory effect against P. fluorescens (9,4
mm) and P. aeruginosa (7,6 mm) followed by S. aromaticum (3,9 mm and 3,2
mm respectively). The S. officinalis and R. officinalis oil did not show biocide
activity against the tested microorganisms. Best results in the use of biocide
solutions on biofilms were seen for the solution of clove, and were effective
during the periods and the tested temperatures. The biocide activity of the
sanitizing detergent solutions was proved on biofilms formed by Pseudomonas
aeruginosa, so it can contribute to another important control method of this
microorganism.

*Guidance Committee: Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA (Adviser), Maria das
Gracgas Cardoso — UFLA



1 INTRODUCAO

Em condi¢des naturais de crescimento, um microrganismo raramente se
encontra em um ambiente tdo rico em nutrientes como nos meios de cultura
empregados em laboratérios. Em condi¢des adversas, ¢ comum que as células
passem da forma planctonica a séssil, uma vez que vantagens, tais como defesa,
colonizagdo, comunidade e comportamento coletivo, podem ser observados
nesse modo de crescimento.

Os biofilmes consistem de células aderidas a uma superficie, seja ela
bidtica ou abidtica, embebidas em uma matriz de exopolissacarideos (EPS)
secretados para adesdo e protecdo da célula contra agentes fisicos e quimicos.
Intrincadas relagdes entre as células podem acontecer em um biofilme, como
transferéncia horizontal de genes; controle da densidade populacional a cargo do
sistema quorum sensing (QS) por meio de moléculas sinalizadoras, as acil-
homosserinas lactonas (AHL); formacdo de uma trama tridimensional (matriz de
EPS) e capacidade de sobrevivéncia nesta matriz, uma vez que as células
experimentam diferentes gradientes de oxigénio nas camadas mais profundas;
formagdo de canais de 4gua; capacidade de tolerancia a antibidticos e
desinfetantes, dentre outros. Os biofilmes também expressam resisténcia a
determinados antibidticos e sanificantes, sendo essa resisténcia superior a
observada em células planctonicas. Tal resisténcia pode ser em virtude da
producdo de estruturas que conferem protecdo aos biofilmes, como a matriz de
exopolissacarideos.

A capacidade de adesdo de microrganismos em superficies e
equipamentos normalmente utilizados na industria de alimentos, tem sido
freqiiente motivo de preocupagdo, em funcdo das perdas econdmicas e

maleficios a saide do consumidor. Uma vez que tais microrganismos encontrem



condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento e nutrientes prontamente
disponiveis, podem dar inicio ao processo de formagdo de biofilmes pela
passagem da forma de vida planctonica a séssil.

Os biofilmes ndo s6 representam problema de higienizacdo inadequada
na industria de alimentos, mas também causam prejuizos econdmicos por falhas
técnicas nos sistemas hidricos, tubulagdes, tanques de refrigeragdo, torres de
arrefecimento, trocadores de calor e sistemas de cadeia de lubrificacdo, dentre
outros (Meyer, 2003).

Devido aos problemas de resisténcia a antibidticos e desinfetantes
convencionais, a investigacdo de novos produtos com propriedades biocidas,
especialmente os extraidos de vegetais sdo de grande importancia.

Nos dias atuais, com a tendéncia do mercado de utilizar produtos
naturais, destacam-se os agentes antimicrobianos naturais, extraidos de plantas,
como os 6leos essenciais, também conhecidos por 6leos volateis, etéreos ou
esséncias, obtidos de partes de plantas pela destilacdo por arraste com vapor de
agua ou outros métodos. Estes sdo misturas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odorificas e liquidas, cujas principais caracteristicas sdo a
volatilidade e o aroma intenso. A utilizagdo de Oleos essenciais para a
conservacdo de alimentos e controle fitossanitirio vem sendo muito estudada,
propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos
negativos de oxidantes, radicais e microrganismos causadores de grandes
prejuizos as industrias alimenticias (Santos, 2004).

Estima-se que milhares de pessoas tenham problemas com produtos
alimenticios contaminados. Desse modo, o uso de aditivos que reduzem ou
eliminam a contaminacdo de alimentos por agentes patogénicos ¢ deterioradores
tem possibilitado importantes avangos relacionados a saude publica.

Muitos esforgos sdo necessarios no controle ¢ na erradicacdo de

biofilmes na industria. Os o6leos essenciais podem ser considerados como



alternativa aos aditivos e sanificantes sintéticos, em que seriam adicionados
como métodos adicionais no controle de microrganismos patogénicos e
deterioradores. Pouco se sabe sobre os efeitos do uso de 6leos essenciais como
solucdes de higienizacdo e os de tais solugdes sobre biofilmes. Diante do
exposto, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, avaliar a atividade
bactericida de Oleos essenciais de Syzygium aromaticum, Thymus vulgaris,
Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis sobre Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas aeruginosa e testar, em biofilmes, a eficacia de solugdo detergente
sanificante, resultante da associa¢do entre 6leos essenciais e hidroxido de sodio,

variando o binémio tempo x temperatura.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilmes: algumas consideracoes

Segundo a teoria da evolucao de Darwin, a Uinica verdadeira for¢ca motriz
por tras do curso de acdo de qualquer organismo ¢ a capacidade reprodutiva.
Qualquer medida que aumente a proliferacdo perdurara dentro de uma espécie.
Por isso, quando se fala sobre a for¢a motriz por tras da formagdo de biofilmes,
esta-se questionando: “De que forma o crescimento na forma séssil promove o
crescimento e a sobrevivéncia da célula?” Parece quase um contra-senso que o
crescimento bacteriano na forma séssil possa conferir uma vantagem na
capacidade reprodutiva quando se considera que as bactérias na forma de
biofilme tém reduzida taxa de crescimento em relagdo a bactérias que se
desenvolvem planctonicamente em meios de cultura (Jefferson, 2004).

Fora do laboratdrio, no entanto, as bactérias raramente se encontram em
um ambiente tdo rico em nutrientes como meios de cultura e nessas condigdes
menos ideais ha uma série de vantagens, resultantes do modo de crescimento na
forma séssil: defesa, colonizagdo (para permanéncia em um nicho favoravel),
comunidade e comportamento coletivo (Jefferson, 2004). De acordo com Garret
et al. (2008), as vantagens da formacdo de biofilmes para as bactérias sdo
numerosas. Entre essas, inclui-se protecdo contra antibidticos, desinfetantes e
ambientes dindmicos. Comunica¢des intercelulares dentro de um biofilme
estimulam rapidamente o aumento ou a diminui¢do da regulagdo da expressdo
génica, permitindo adaptacdo temporal tais como variac¢do fenotipica, bem como
a capacidade de sobreviver em condi¢des nutricionais deficientes. Cerca de 99%
da populagdo do mundo bacteriano é encontrada na forma de biofilme em
diferentes estdgios de crescimento e os biofilmes sdo tdo diversos quanto

numerosas sio as bactérias.



Os biofilmes microbianos ocorrem naturalmente nos mais variados tipos
de ambiente, sejam eles bidticos, como tecidos vegetais e animais, ou abidticos,
como rochas, metais e polimeros diversos. Como j4 elucidado, a opg¢do por sua
constitui¢do estd no fato de que estes, por meio da formagdo de microhabitats,
oferecem protecdo aos individuos que dele fazem parte contra as intempéries e
os estresses do meio ambiente (Costerton et al., 1999; Maddula et al., 2006;
Johnson, 2007).

As primeiras observagdes de biofilmes foram realizadas por Antonie van
Leuwenhoek que, investigando amostras de dentes, em seu primitivo
microscopio, notou mais fragmentos de células agregadas do que planctdnicas.
A capacidade das bactérias de formarem complexas comunidades e viver
predominantemente em agregados foi estudada desde os tempos de Robert
Koch. Porém, a primeira descricdo detalhada de adesdo microbiana em
superficies foi feita por Zobell, em 1943 e, somente em 1970, a palavra biofilme
foi introduzida na literatura cientifica (Pizzolitto et al., 2001; Costerton &
Wilson, 2004).

Na década de 1980, os biofilmes foram amplamente estudados por
representarem anomalias e problemas que ndo podiam ser entendidos utilizando-
se o conceito de bactéria como célula planctonica. Enquanto alguns
microbiologistas estavam interessados em resolver os problemas e as anomalias
nos sistemas naturais e industriais, alguns pesquisadores das areas médica e
odontologica aplicaram os conceitos em seus sistemas de interesse, pois alguns
organismos estavam freqlientemente envolvidos com a contaminagdo de
aparelhos e infecgdes bacterianas cronicas (Costerton & Wilson, 2004).

Os biofilmes tém importancia em varias atividades, como o uso em
estacbes de tratamentos de aguas ou efluentes, removendo organismos
patogénicos e reduzindo a quantidade de matéria organica; na produgdo de

vinagre e de 4acido citrico; em aplicagdes farmacéuticas pela produgdo de



metabolitos secundarios € em processos biologicos, para a extracdo de metais a
partir de minério. Em contrapartida, o crescimento indesejavel de biofilmes tem
impacto negativo em varias atividades, como danos em equipamentos ¢ perdas
significativas para a industria, em ambito global (Pizzolitto et al., 2001).

Para considerar que células aderidas constituem um biofilme, Andrade et
al. (1998) sugerem que seja necessario o nimero minimo de 107 células aderidas
por cm’, enquanto Ronner & Wong (1993) e Wirtanen et al. (1996) consideram

biofilme o nimero de células aderidas de 10° e 10° por cm’, respectivamente.

2.2 Definicdes, diversidade e arquitetura

Desde a sua descoberta, varios conceitos sdo utilizados para definir
biofilmes, sendo alguns deles bastante semelhantes entre si. De acordo com
Jessen & Lammert (2003), biofilme consiste em bactérias imobilizadas
embebidas em uma matriz de polimeros organicos de origem bacteriana. As
bactérias secretam polimeros extracelulares para que possam se aderir as
superficies. Biofilmes verdadeiros podem demorar dias ou mesmo semanas para
se desenvolver e ndo sdo necessariamente uniformes no tempo e espago.

Oulahal et al. (2007) definem biofilme como um consoércio de bactérias
embebidas em uma matriz polimérica fixada em uma superficie imersa. Em
industrias de alimentos, o biofilme, em determinadas condi¢des, pode incluir
espécies de microrganismos deterioradores, bem como patogénicos.

Costerton et al. (1999) definem um biofilme como "uma comunidade
estruturada de células bacterianas encerradas em uma matriz polimérica e
aderente a uma superficie bidtica ou abiotica". Elder et al. (1995) descrevem um
biofilme, em termos mais cooperativos, como "um consorcio funcional dos
microrganismos organizados no ambito de uma extensa matriz de

exopolimeros", enquanto Carpentier & Cerf (1993) simplificam o conceito como



"uma comunidade de microrganismos embebidos em uma matriz de polimeros
organicos, aderindo a uma superficie".

Basicamente, de acordo com cada uma dessas definigdes, sdo trés os
ingredientes basicos de um biofilme: microrganismos, glicocalix e superficie. Se
um desses componentes ¢ removido do mix, um biofilme ndo se desenvolve.
Claramente, esta ¢ uma banalizacdo de um processo bastante complexo que ndo
leva em conta o tipo de microrganismo, a composi¢do da superficie ou as
influéncias de fatores ambientais (Dunne Jr., 2002).

Os biofilmes podem ser formados por apenas uma espécie, sendo, no
caso, denominados monoespécie ou por mais de uma espécic de
microrganismos, os chamados multiespécies, que sdo os mais corriqueiramente
encontrados na natureza. Segundo Dunne Jr. (2002), quando um biofilme é
composto de espécies heterogéneas, os subprodutos metabdlicos de um
organismo poderiam servir de suporte para o crescimento de outro, enquanto a
adesdo de uma espécie poderia fornecer ligantes que permitem a adesdo de
outros. Inversamente, a competicdo por nutrientes ¢ o acimulo de substancias
toxicas e de subprodutos gerados pelos colonizadores primarios podem limitar a
diversidade das espécies dentro de um biofilme.

As células sésseis podem apresentar alteragdes fisioldgicas devido a sua
exposicdo aos diferentes gradientes das concentragdes de oxigénio, nutrientes e
residuos metabolicos. E amplamente reconhecido que essa heterogeneidade
quimica em biofilmes microbianos pode levar os microrganismos a exibirem
diferentes taxas de crescimento e atividade metabolica. Até mesmo culturas
puras de microrganismos crescendo em biofilmes experimentam destes
gradientes ¢ podem existir em um intervalo de estados metabolicos (Werner et
al., 2004).

As microcolonias sdao discretas comunidades de células bacterianas

encerradas em uma matriz, que podem incluir células de uma ou varias espécies.



Dependendo da espécie envolvida, as microcolonias podem ser compostas de
10%-25% de células e 75%-90% de matriz de substidncias poliméricas
extracelulares (EPS). Células bacterianas no interior da matriz sdo caracterizadas
pela falta de movimento browniano e a andlise estrutural de muitas
microcoldnias freqlientemente revela uma forma semelhante a de um cogumelo
(Garret, 2008). O ciclo esquematico de vida de um biofilme monoespécie,

adaptado de Jenkison & Lappin-Scott (2001), estd ilustrado na Figura 1.

Ciclo de vida de um biclfilme

Energia de superficie Fatores fisicos e quimicos
do substrato Fatores Nutricionais

Destacamento de

células
' 'ﬁ >
<>

Mudangas Fenotipicas

Fluxo - - - - - - - Co-agregagéo

Adesdo inicial Colonizacdo da superficie Maturacdo do biofilme
reversivel (Adesao lrerversivel)

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



2.3 Mecanismo de ades&o e desenvolvimento bacteriano

O crescimento de biofilme ¢ regido por uma série de processos fisicos,
quimicos e biologicos. A aderéncia de uma célula a um substrato é denominada
adesdo ¢ a adesdo célula-a-célula ¢ denominada coesdo. Estes sdo os
mecanismos relacionados as formas de adesdo, que determinardo as
propriedades adesivas e coesivas que um biofilme exibira (Garret, 2008).

A adesdo das bactérias a superficie ¢ uma das principais etapas do
processo de formacdo do biofilme. Este passo ¢ particularmente afetado pelas
caracteristicas fisico-quimicas dos microrganismos e dos materiais da superficie
envolvida. Varios estudos tém demonstrado a importancia da hidrofobicidade da
superficie no processo de adesdo (Pereira et al., 2000). Essa propriedade
representa a molhabilidade de uma superficie e, em meio aquoso, a adesdo ¢é
favorecida entre superficies hidrofobicas, que podem entrar em estreito contato

pela compressdo da camada de agua entre eles (Teixeira, 2005).

2.3.1 Superficie condicionante

O desenvolvimento de camadas adsorvidas, muitas vezes denominadas
"condicionante" de uma superficie, ¢ considerado a primeira etapa do processo
de formagdo de biofilmes e tem sido amplamente demonstrado (Barnes, 1999).
A camada condicionante ¢ o alicerce sobre o qual um biofilme cresce e pode ser
composta de muitas particulas, orgédnicas ou inorganicas. Qualquer substancia
presente na massa fluida pode, por meio da forga gravitacional ou de movimento
de fluxo de colonia num substrato, se tornar parte de uma camada condicionante
(Garret, 2008), sendo essa capaz de alterar as propriedades fisico-quimicas do
substrato, facilitando acesso as bactérias e, portanto, influenciar na adesdo
bacteriana. As cargas superficial, potenciais e tensdes podem ser alteradas

favoravelmente pelas interagdes entre a camada condicionante e o substrato. O



substrato fornece fixacdo e nutrientes, aumentando o crescimento da
comunidade bacteriana. Uma compreensdo dessas interacdes iniciais ¢
fundamental na identificagdo de medidas de controle (Barnes, 1999; Garret,
2008).

2.3.2 Adesdo reversivel

Inicialmente, células microbianas planctonicas sdo transportadas a partir
de granéis liquidos para a superficie condicionada, quer por forgas fisicas ou por
apéndices bacterianos como os flagelos. Uma fragdo de células alcanga a
superficie reversivelmente adsorvida. Fatores como energia disponivel,
funcionalidade da superficie, orienta¢do bacteriana e condi¢des de temperatura e
pressdo sdo variaveis ambientais locais que contribuem para a adesdo bacteriana.
Se as forcas repulsivas forem maiores que as forcas atrativas, a bactéria se
destacara da superficie. Isto ¢ mais provavel de ocorrer antes do
condicionamento de um substrato (Garret, 2008). Nesta condi¢do, a bactéria
pode ser facilmente removida da superficie pela rinsagem (den Aantrekker,
2003).

A energia de ativag@o para dessorcdo de bactéria ¢ baixa e, por isso, €
provavel que ocorra, salientando a fragilidade da ligagdo. Forcas fisicas
associadas a adesdo bacteriana incluem forcas de van der Waals, interacdes
estéricas e interagOes eletrostaticas (dupla camada), coletivamente conhecidas
como forgas DVLO (relativo a Derjaguin, Verwey, Landau e Overbeek) (Ruter
& Vincent, 1980).

A teoria DVLO tem sido utilizada para descrever a rede de interagdo
entre uma célula e uma superficie plana, como um equilibrio entre dois fatores
aditivos, for¢as de van der Waals (atraentes) e interagdes de repulsdo entre a

sobreposicdo entre a dupla camada elétrica da célula e do substrato (repulsiva
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devido as cargas negativas das células) (Hermansson, 1999). Estas sdo forcas de
longo alcance, também conhecidas por interagdes fisicas ou fisisor¢do. Uma
prolongada  teoria ~ DVLO leva em  consideragdo interagdes
hidrofébica/hidrofilica e osmética (Chang & Chang, 2002) e também tem sido

descrita em termos de intera¢ao termodinadmica (Gallardo-Moreno et al., 2002).

2.3.3 Adesdo irreversivel

O processo de adesdo irreversivel se da, inicialmente, pela adesdo
reversivel de células que permanecem imobilizadas. Tem-se argumentado que os
apéndices fisicos da bactéria (flagelos, fimbria e pili) superam as forgas fisicas
de repulsao da dupla camada elétrica (De Weger et al., 1987). Posteriormente, os
apéndices fazem contato com a maior parte da camada condicionante
estimulando reagdes quimicas, como oxidagdo e hidratacdo (Ganesh & Anand,
1998) e consolidagdo da bactéria na superficie. Algumas evidéncias té€m
mostrado que a adesdo microbiana depende fortemente das propriedades
hidrofébicas e hidrofilicas das superficies de intera¢do (Liu et al., 2004). No
entanto, apds um periodo de indugdo, as bactérias comegcam a produzir
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Estes EPS permitem a bactéria
ficar firmemente fixadas a superficie, causando uma adesdo irreversivel. Nesta
fase, forgas muito mais fortes sdo necessarias para remover o biofilme (como a
raspagem ou esfregacdo). Durante e apds o processo de adesdo, as bactérias
comegam a se multiplicar e o biofilme aumenta em espessura. Como o biofilme
amadurece, as células aderidas podem ser destacadas individualmente ou se
desfazerem em grandes aglomerados de células no produto em contato com a

superficie e, assim, recontaminando o produto (den Aantrekker, 2003).
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2.3.4 Crescimento da populacao

As células, uma vez aderidas, estdo fixadas em determinado ponto, onde
comegam a se dividir, formando microcoldnias ocorrendo a disseminagdo das
células filhas para o exterior ¢ o interior do ponto de fixagcdo formando
agregados (Hall-Stoodley & Stoodley, 2002). Normalmente, essas interagdes € o
crescimento dentro do biofilme em desenvolvimento formam uma estrutura
semelhante a cogumelo. Acredita-se que a estrutura de cogumelo permita a
passagem de nutrientes para as bactérias nas camadas mais profundas dentro de
um biofilme. Ap6s uma primeira fase lag, um rdpido aumento da populacdo ¢é
observado, de outra forma descrita como fase exponencial de crescimento. Isso
depende da natureza do ambiente, tanto fisicamente e quimicamente.

O rapido crescimento ocorre a custa dos nutrientes em torno do volume
liquido e o substrato. Nesta fase, a contribui¢do fisica e quimica para a adesdo
inicial termina e os processos biologicos come¢cam a dominar. Excre¢do do
polissacarideo de adesdo intercelular (PAI), polimeros e a presenca de cations
bivalentes interagem para formar ligacdes mais fortes entre as células (Dunne
Jr., 2002). Expressdo génica diferencial entre os dois estagios bacterianos
(planctonico/séssil) €, em parte, associada a necessidades adesivas da populagdo.
Isso pode ocorrer devido a inibi¢ao da sintese de apéndices de superficie em
espécies sésseis, devido ao fato da motilidade restrita, deixando de ser
necessaria.

Simultaneamente, a expressdo de certo nimero de genes para a producgdo
de proteinas da superficie celular e excre¢do de produtos aumenta. As proteinas
de superficie (porinas), como Opr C e Opr E, permitem o transporte de produtos
extracelulares dentro da célula (Hancock et al., 1990) e a excrecdo de materiais
para fora da célula, por exemplo, polissacarideos. A estrutura de polissacarideos
de muitas bactérias gram-negativas € relativamente simples, compreendendo

tanto homopolissacarideos como heteropolissacarideos (Sutherland, 2001). Essas
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moléculas transmitem estabilidade mecanica ¢ sdo essenciais para adesdo e
coesdo do biofilme, e evasdo dindmica de condi¢des ambientais rispidas. Eles
consolidam a estrutura do biofilme. Hall-Stoodley & Stoodley (2002)
identificaram as diferengas na expressao génica de células planctonicas e sésseis
e muitas como algumas proteinas associadas a biofilmes (Oliveira et al., 1994)

nao foram encontradas no perfil planctdnico.

2.3.5 Estéagios finais do desenvolvimento de biofilmes

A fase estacionaria de crescimento descreve uma fase em que a taxa de
divisdo celular ¢ igual a taxa de morte celular. Em alta concentragdo de células,
uma série de mecanismos de sinalizagdo celular ¢ empregada pelo biofilme e
este ¢ coletivamente denominado quorum sensing (Bassler, 1999). Quorum
sensing descreve um processo em que uma série de auto-indutores (sinalizantes
quimicos e peptideos em altas concentragdes, por exemplo, homoserina
lactonas) ¢ utilizada para estimular a expressdo genética de ambos os
processadores, mecanico e enzimatico, de alginato, que constituem parte
fundamental da constituicdo da matriz extracelular.

A fase de morte encara a desagregacdo do biofilme. As enzimas sdo
produzidas pela propria comunidade que detém a quebra dos polissacarideos do
biofilme em conjunto, liberando ativamente bactérias da superficie para a
colonizacdo de substratos frescos. As alginato liases produzidas por
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa, N-acetil-heparosano liase
por Escherichia coli ¢ hialuronidase pelo Streptococcus equi sdo exemplos das
enzimas utilizadas na quebra da matriz do biofilme (Sutherland, 1999).
Simultaneamente, os operons que codificam proteinas flagelares estdo sob alta
expressdo génica de forma que os organismos tenham os aparatos para

motilidade e os genes que codificam para uma série de porinas se mantém sob
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baixa expressdo génica, completando, assim, um ciclo genético para adesdo e

coesdo do biofilme (Garret, 2008).

2.4 Bactérias do género Pseudomonas

2.4.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria gram-negativa, aerdbica e
ubiqua no ambiente e causa infecgdes cronicas por biofilmes em individuos
imunocomprometidos (Bollinger et al., 2001; Costerton et al., 1999). Essas
infeccdes sdo notoriamente dificeis de se tratar, devido a alta resisténcia dos
biofilmes a antibidticos (Lewis, 2001; Parsek & Singh, 2003).

A superficie celular de bactérias gram-negativas inclui uma membrana
externa, apéndices de superficie e, ocasionalmente, proteina extracelular
adicional ou camadas capsulares (Ruiz, 2006). A membrana externa é o primeiro
componente da célula a entrar em contato com substratos e ¢ diretamente afetada
pelas condigdes de cultivo celular, tais como temperatura, pH e disponibilidade
de nutrientes. A compreensdo da adaptacdo da membrana externa bacteriana
pode fornecer uma visdo sobre a adesdo e a utilizagdo de compostos
hidrofébicos (Norman et al., 2002).

Em Pseudomonas aeruginosa, a variagdo nas moléculas de
lipopolissacarideos (LPS) da membrana externa influencia a hidrofobicidade da
superficie celular (Al-Tahhan et al., 2000). A natureza anfipatica das moléculas
de LPS resulta de trés componentes covalentemente ligados, uma regido
hidrofébica de lipideo A, um nucleo oligossacarideo e uma repeti¢do da porgao
de um polissacarideo O (ou antigeno O). A regido do antigeno O estd em contato
com o ambiente circundante e diretamente com impactos ndo especificos das
propriedades da superficie celular, tais como hidrofobicidade. Pseudomonas

aeruginosa expressa dois tipos distintos de LPS, LPS banda-A e banda-B. O
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LPS curto banda-A é composto de 23 unidades repetitivas do trissacarideo D-
ramnose, enquanto o LPS longo banda-A contém numerosos monossacarideos
arranjados como unidades di- a pentassacarideos (Norman et al., 2002).

No estagio inicial do desenvolvimento do biofilme, Pseudomonas
aeruginosa usa o flagelo para aderir a superficie e formar monocamada de
células. Subseqiientemente, o pili tipo IV permite a bactéria mover-se na
superficie, formando microcolonias. Vale ressaltar que, nesse contexto, o pili
tipo IV € requerido para gerar translocagdo na superficie, denominado como
twitching motility (motilidade de contracdo). Finalmente, a redugdo do flagelo e
a producdo de uma matriz de exopolissacarideo sdo necessarias para estabilizar a
estrutura tridimensional do biofilme (O’Toole et al., 2000).

Como as células de Pseudomonas “sabem” quando estdo em condi¢des
adequadas para formar um biofilme? Muitas caracteristicas ambientais s2o,
provavelmente, sentidas, mas a “autoconsciéncia" da populagdo bacteriana ¢
claramente um elemento chave. O senso da densidade celular bacteriana por
quorum sensing desencadeia na produgdo de moléculas sinalizadoras acil-
homoserina lactonas (AHL) que se difundem livremente em toda a membrana
celular. Em altas densidades de células produtoras de AHL, elevadas sdo as
concentragdes de sinalizadores AHL, um ativador transcricional para ligar genes
que estdo sob condi¢des vantajosas. A Pseudomonas aeruginosa tem dois
sistemas de quorum-sensing, las e rhl, que usam diferentes AHLs e fatores de
transcricdo - LasR e RhIR - para controlar diferentes conjuntos de genes

envolvidos na patogénese (Stephens, 2002).

2.4.2 Pseudomonas fluorescens
Na industria de alimentos, as pseudomonas, particularmente linhagens

psicrotroficas de P. fluorescens, sdo as mais deteriorantes de leite cru, estocados
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a temperatura de refrigeracdo, pois conseguem crescer a 4°C e degradar lipideos
e proteinas que, por sua vez, causam alteragdes na cor, no sabor € no aroma do
leite e derivados. Contudo, como essa bactéria possui dificuldade em crescer a
37°C, raramente ¢ patogénica. No entanto, mesmo assim, pode contaminar
sangue e derivados sob refrigeracdo (Sillankorva, 2004; Kives et al., 2006).

Pseudomonas fluorescens possui tempo de geragdo curto em
temperaturas de refrigeracdo, o que lhe confere vantagens em relacdo a outras
bactérias gram-negativas. Pesquisas mostram que o tempo de geracdo de P.
fluorescens é de 30,2 horas, entre 0°C e 2°C; 6,7 horas, entre 4°C ¢ 6°C ¢ 1,4
hora a 20°C (Ribeiro-Furtini, 2005).

De acordo com Figueiredo (2000), essa bactéria possui varias estratégias
para iniciar a adesdo a superficies, sendo dependentes de sinais do meio
ambiente. Uma vez que o biofilme esteja formado, P. fluorescens pode criar
reserva de bactérias e resistir aos sanificantes, podendo, inclusive, contaminar
tanques de refrigeragdo por expansao, quando liberada de um biofilme (Deth &
Touch, 2000).

A utilizag¢do de substratos, como leite e carne, em estudos de adesdo em
superficie de aco inoxidavel com Pseudomonas  fluorescens, Listeria
monocytogenes e Bacillus subtilis, indicou que essas bactérias sdo mais
resistentes quando formam biofilmes a partir de leite como substrato do que em
caldo de carne, sendo os biofilmes formados, em ambos os casos, resistentes a

sanificacdo (Wirtanen et al., 1996).

2.5 Biofilmes na inddstria de alimentos
Os biofilmes s@o preocupagio constante em ambientes de processamento
de alimentos. Eles ndo s6 apresentam risco consideravel as condig¢des higiénico-

sanitarias da industria de alimentos, mas também causam prejuizos econdmicos
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por falhas técnicas nos sistemas hidricos, torres de arrefecimento, trocadores de
calor, sistemas de cadeia de lubrificacdo e similares (Meyer, 2003), tanques de
refrigeracdo (Deth & Touch, 2000), dentre outros.

Partes do biofilme podem se desprender a partir da superficie, o que ¢
motivo de preocupacdo na industria de alimentos, devido ao risco de
contaminag¢do dos produtos alimentares. O risco se torna ainda mais grave
porque bactérias sésseis podem expressar uma maior resisténcia a desinfetantes
(Frank & Koffi, 1990; Mosteller & Bishop, 1993).

Em laticinios e na industria alimenticia, os biofilmes ocasionam sérios
problemas, como o impedimento do fluxo de calor através da superficie devido
ao aumento da resisténcia friccional do fluido na superficie e o aumento da taxa
de corrosdo na superficie, levando a perdas de energia e de produtos. Por
exemplo, nos casos de trocadores de calor, os biofilmes causam aumento da
resisténcia tanto no fluxo de liquidos como na transferéncia de calor (Criado et
al., 1994). Além disso, os biofilmes, incluindo microbiota deterioradora e
patogénica, formada sobre superficies de alimentos como a de aves, outras
carnes ¢ superficies em ambientes de processamento, também oferecem
consideraveis problemas de contaminagdo cruzada ¢ de contaminagdo pos-
processamento (Kumar & Anand, 1998).

Na industria de lacticinios, equipamentos inadequadamente limpos e
sanificados e a microbiota veiculada pelo ar sdo, usualmente, considerados como
as principais fontes de contaminacdo do leite e produtos lacteos. Os
procedimentos cleaning-in-place (CIP) sdo, geralmente, empregados nas linhas
de processamento do leite. No entanto, a limitagdo de procedimentos CIP ¢é o
acumulo de microrganismos sobre as superficies dos equipamentos, resultando
em formagdo de biofilme. A persisténcia de microrganismos acumulada na
forma de um biofilme pode causar contaminagdo pds-processamento, levando a

reducdo da vida de prateleira do produto (Zottola, 1994).
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Atualmente, sistemas de ordenha automatica tém sido cada vez mais
utilizados. Os componentes das ordenhadeiras sdo feitos de borracha, ago
inoxidéavel ou de plastico, que sdo materiais comuns na industria de alimentos.
Tal como todas as superficies inertes, estes materiais sdo sitios potenciais para a
formacao de biofilmes, mesmo quando programas de higiene e sanificagdo sdo
corretamente aplicados. Uma vez estabelecido, o biofilme pode agir como uma
fonte de contaminacgdo de leite, devido a liberagdo de microrganismos a partir da
superficie para a maior parte do liquido. Tem sido reconhecido que a maior
compreensdo das interagdes entre as bactérias e as superficies pode desempenhar
um papel significativo para controlar este problema (Teixeira et al., 2005).

Uma estratégia para prevenir a formacao de biofilmes ¢ a desinfeccdo
regular, antes do inicio da formacdo de biofilme. No entanto, a fase inicial da
formacao de biofilme, a adesdo de microrganismos a superficie, ¢ um processo
bastante rapido e leva apenas algumas horas. E, principalmente, na fase inicial
que a adaptagdo fenotipica ¢ desenvolvida (Meyer, 2003). Em muitos dominios
de aplicagdo, como, por exemplo, na industria alimenticia, ¢ quase impossivel
desinfetar com uma freqiiéncia suficiente para evitar esta fase inicial. Em
sistemas hidricos, a desinfec¢do regular também pode aumentar a contagem
microbiana de células planctonicas na agua (Walker et al., 2000). Isso pode ser
devido ao aumento do desprendimento de células da superficie ou a maior
disponibilidade de nutrientes pela quebra oxidativa de polimeros organicos por

biocidas (Meyer, 2003).

2.6 Superficies envolvidas

Varios grupos tém relatado a capacidade das bactérias aderirem a
superficies comumente encontradas em ambientes de processamento de

alimentos, tais como a borracha ¢ o ago inoxidavel. O ago inoxidavel é um
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material freqiientemente usado por suas propriedades de resisténcia a corrosao,
tanto no dominio industrial quanto no setor naval (Dagbert et al., 2006).

O aumento da resisténcia de organismos sésseis a agentes desinfetantes,
muitas vezes, agrava os problemas causados pela proliferacdo microbiana e pode
contribuir para a ineficiéncia do processo cleaning in place (Blackman & Frank,
1996). Devido a capacidade da camada condicionante, no estidgio inicial de
formacdo do biofilme, alterar as propriedades fisico-quimicas do substrato e,
portanto, influenciar a adesdo bacteriana, uma compreensdo dessas interagdes
iniciais ¢ fundamental na identificacdo de medidas de controle. Tem sido
demonstrado que uma variedade de proteinas, incluindo as proteinas do leite,
afeta a adesdo bacteriana a superficies, tais como poliestireno, hidroxi-apatita,
vidro, borracha, ago inoxidavel e silica. A natureza do efeito parece que varia de
acordo com o organismo, o substrato e as proteinas sob investigacdo (Austin &
Berferon, 1995; Barnes et al., 1999).

A capacidade de uma superficie de resistir a corrosdo ¢ de grande
importancia, uma vez que depressdes provocadas por corrosdo podem diminuir
acentuadamente a limpabilidade (Flint et al., 2000). Casos de falhas por
corrosdo, como, por exemplo, devido a divergéncias do procedimento de
desinfec¢do recomendado, ndo sdo incomuns na industria alimenticia. A
resisténcia a corrosdo depende da composi¢do dos materiais, do modo de
fabricagdo, da geometria e do acabamento da superficie. No aco inoxidavel
passivo, superficies mais rugosas sdo mais suscetiveis do que superficies mais
lisas para formas de corrosdo localizadas como corrosdo alveolar e corrosdo de
rachaduras. Esse efeito pode ser relacionado com a nucleacdo da superficie, de
uma corrosdo alveolar metastdvel precedendo a propagacdo alveolar. Embora
um numero maior de nucleagdes acontega em uma superficie mais lisa
comparada com a superficie rugosa (Burstein & Vines, 2001), a propagacao dos

pogos e a formagdo dos micropogos ndo acontecem imediatamente (Burstein &
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Vines, 2001; Zuo et al., 2002). Em uma superficie mais rugosa, varias das
nucleagdes vao levar a propagacao de pogos acompanhados de corrosiao (Hilbert
et al., 2003).

O ago inoxidavel é um material comumente utilizado na industria
alimenticia. Numerosos trabalhos tém sido publicados tratando da influéncia de
suas caracteristicas sobre incrustacdes, 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; Verran &
Boyd, 2001; Boyd et al., 2001; Medilanski et al. 2002; Woodling & Moraru,
2005). Alguns pesquisadores também analisaram o papel qualitativo da
molhabilidade da superficie (Leclercq-Perlat & Lalande, 1994; Medilanski et al.,
2002; Woodling e Moraru, 2005), mas, em nenhum desses trabalhos, a analise
foi estendida para identificar e quantificar uma possivel combinagdo sinergistica
ou a influéncia da rugosidade e da molhabilidade de sujidades, da limpeza e da
inativagdo microbiana. Certamente seria vantajoso conhecer tais influéncias
quantitativamente, pois:

- possibilitaria a separagdo de influéncias particulares de rugosidade e
molhabilidade;

- proveria uma base clara para requerimentos de especificagdo com
respeito a design higiénico dos aparelhos em questao;

- serviria como guia para futuras pesquisas em topografia e
molhabilidade de superficies de ago inoxidavel para a induastria de alimentos

(Diirr, 2007).

2.7 Higienizacdo na industria de alimentos
Segundo Macedo (2004), a higienizagdo divide-se em duas etapas muito

bem definidas: a limpeza e a sanificagdo. A limpeza tem como objetivo principal
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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 ndo a niveis
considerados satisfatorios, o que transforma a sanificagdo em etapa
indispensavel. A higienizacdo ¢ o resultado do envolvimento de um conjunto de
fatores, como: 1) 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 integracdo entre os fatores implicara numa maior
eficiéncia da higienizacdo. A equagdo abaixo, em que HE significa
“higienizacdo eficiente”, mostra a dependéncia entre os fatores.

HE = Energia Quimica x Energia mecénica x Energia Térmica x Tempo

A energia quimica se refere as reacdes de saponificacdo e de
solubilizagdo de proteinas por agentes alcalinos, a dissolugdo de incrustac¢des
minerais por acidos ou a eliminagao de microrganismos por agentes sanificantes,
como o cloro ou iodo. A energia quimica torna-se necessaria para a remogao de
residuos aderidos as superficies, principalmente os insoliveis na dgua.

A energia mecanica caracteriza o contato eficiente dos agentes de
higienizagdo com os residuos e os microrganismos. Isso pode ser obtido
promovendo o contato entre os agentes e¢ as superficies, como acontece em
limpezas manuais, ou imprimindo velocidade as solu¢des, como ocorre no
processo CIP (clean in place).

Sabe-se que o calor, energia térmica, tem agao efetiva sobre a eficiéncia
da higienizagdo. Ressalta-se que o nivel de temperatura a ser utilizado ¢ limitado
pela caracteristica do residuo a ser removido e pelo processo de higienizagdo a
ser utilizado.

Dentro do contexto apresentado, o tempo de contato entre detergente e

ou sanificantes com os residuos ¢ de fundamental importancia para que as
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reagcdes quimicas se processem. Ressalta-se que, nem sempre, quanto maior o
tempo de contato mais eficiente sera a higienizag@o, pois as reagdes quimicas
ocorrem com mais eficiéncia no inicio da aplicacdo dos produtos quimicos e,
muitas vezes, os residuos gerados pelas reagdes mais demoradas levam a um
maior custo do procedimento.

Os lipideos e as proteinas sdo considerados os principais residuos
aderidos as superficies, principalmente na industria laticinista. Para remover os
lipideos, utiliza-se a reagdo quimica de saponificagdo e ou emulsificagdo e, para
retirar as proteinas, altera-se o pH do meio com substancias alcalinas, pois ele
fica acima do PI (ponto isoelétrico).

Outros aspectos de fundamental importancia na escolha de um
detergente e do procedimento de higienizagdo sdo a caracteristica da superficie a
ser higienizada e o tipo de residuo a ser retirado.

O ago inoxidavel é resistente a corrosdo, possui superficie lisa e
impermeavel, resistente a oxidagdo e a altas temperaturas.

Nao existe nenhuma substincia quimica que apresente todas as fungdes
necessarias para a obtencdo de uma higienizagdo adequada. Dentre as
substancias usadas na limpeza de equipamentos e utensilios, encontram-se 0s
fosfatos, os acidos, os complexantes, os tensoativos e os alcalinos. Este ultimo
tem, como fung¢des principais, o deslocamento de residuos por saponificagdo e a
solubilizagdo de proteinas. Entre os alcalinos, merece destaque o hidroxido de
sodio, devido a sua enorme aplicag¢do nas industrias de alimentos, especialmente
a de laticinios.

O hidréxido de sodio, ou soda caustica, ¢ a substincia detergente que
apresenta o maior teor de alcalinidade caustica, apresentando um pH préximo a
13, quando em solug@o a 1%. Suas caracteristicas principais sdo: 6tima acio
contra gordura e proteinas, baixa agdo de molhagem, nenhuma eficicia para

eliminar dureza e poder corrosivo muito forte contra aluminio, cobre e

22



superficies galvanizadas. N#o ataca ago inoxidavel. E encontrado
comercialmente sob as formas em pd, liquida, escamas, barras ¢ lentilhas. As
solugdes de hidroxido de sbédio sdo aplicadas quando o procedimento de
higienizagdo ¢ automatico, em que nao ha contato com os manipuladores. Tém
bastante aplicagdo em processos de limpeza de trocadores de calor e
concentradores de ago inoxidéavel, principalmente onde se encontram grossas
peliculas de proteinas (Andrade & Macedo, 1996).

Os microrganismos aderidos apresentam resisténcia maior a agdo dos
sanificantes (Mosteller & Bishop, 1993; Frank & Kofi, 1990). Os sanificantes
utilizados na industria, em testes laboratoriais dentro das condig¢des indicadas
pelos fabricantes, conseguem ser aprovados em testes como suspensao e dilui¢@o
de uso, alcangando até 5 redugdes decimais (RD) apos 30 segundos de contato a
20°C. Pesquisas comprovaram que microrganismos aderidos foram entre 150 e
3.000 vezes mais resistentes. do que microrganismos ndo aderidos, a ag¢do do
acido hipocloroso; quando da acdo de monoclarinas, foram de 2 a 100 vezes

mais resistentes (Le Chevalier et al., 1987).

2.8 Métodos de erradicacao de biofilmes

Uma estratégia para prevenir a formagdo de biofilmes ¢ a desinfeccao
regular, antes da formacdo inicial do biofilme. No entanto, a fase inicial da
formagdo de biofilme, a adesdo de microrganismos a uma superficie, ¢ um
processo bastante rapido e leva apenas algumas horas. E principalmente nesta
fase inicial que a adaptacdo fenotipica ¢ desenvolvida (Das et al., 1998). Em
muitos dominios de aplicagdo, como, por exemplo, na inddstria alimenticia, &
quase impossivel desinfetar freqlientemente o suficiente para evitar esta etapa

inicial (Walker et al., 2000).

23



O controle de biofilmes representa um dos mais persistentes desafios nos
ambientes alimentares e industriais onde as comunidades microbianas sdo
problematicas. Os biofilmes, na industria de alimentos, podem ser eliminados
pela adocdo de diferentes estratégias, incluindo métodos fisicos e quimicos.
Além disso, os meios bioldgicos t€m sido a nova dimensdo, nos ultimos anos,
para o biocontrole de biofilmes bacterianos (Kumar, 1998).

Para erradicar ou remover biofilmes, o biocida deve penetrar o EPS e ter
acesso a célula microbiana. Devido ao fato de a variacdo da composi¢do quimica
do EPS variar significantemente de biofilme para biofilme, mecanismos nao
especificos sdo preferidos. Substancias quimicas oxidantes, como clorinas ou
acido peracético, sdo freqiientemente utilizadas (Meyer, 2003). Na desinfec¢ao
de superficies abertas, a situacdo parece ser diferente dos sistemas hidricos.
Acido peracético é relatado como superior ao cloro na erradicagio dos biofilmes
formados por Listeria e Pseudomonas em ago inoxidavel (Fatemi e Frank,
1999). Enzimas e detergentes também tém sido utilizados como agentes
sinérgicos para o aumento da eficacia dos desinfetantes. Varias formulagdes
contendo diferentes enzimas podem ser necessarias para que O Processo seja
bem sucedido. Basicamente, proteases e enzimas que hidrolisam polissacarideos
podem ser uteis (Meyer 2003).

Meétodos fisicos para a remocdo de biofilmes, como campos elétricos
(Blenkinsopp et al., 1992), catalisador modificado de superficies (Wood et al.,
1996, 1998) e ultra-som (Oulahal, et al., 2007; Mott et al., 1998), foram
utilizados para refor¢ar a remocdo de biofilme e aumentar a eficacia dos
biocidas. Estes sistemas, no entanto, estdo limitados a pequenas areas e ainda

ndo sdo aplicados na rotina (Meyer, 2003).
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2.9 Substancias naturais

A utilizagdo de produtos naturais extraidos de plantas ¢ tdo remota
quanto a civilizagdo na Terra; os egipcios utilizavam, amplamente, extratos e
6leos extraidos de plantas para o tratamento farmacologico e também como
conservante de alimentos. Com o desenvolvimento de novas técnicas de
produgdo desses compostos ¢ o desenvolvimento da quimica, ocorreu uma
melhoria na obtencao de 6leos essenciais e de extrato de plantas (Rates, 2001).

Os condimentos sdo definidos como produtos aromaticos de origem
vegetal, utilizados com a finalidade principal de temperar alimentos (FDA,
citado por Dziezak, 1989). Os condimentos possuem também propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e medicinais. Pode-se dizer que existem,
aproximadamente, 70 tipos de condimentos, cultivados e utilizados em todo o
mundo. Apesar de serem cultivados em diversos paises tropicais, sua produgio
em escala comercial restringe-se a poucas regides do sul e sudeste da Asia,
sendo a India o maior exportador (Shelef, 1983). Segundo Phuthi (1980), paises
como Estados Unidos da América, Singapura e Australia destacam-se como
maiores importadores.

Varios estudos tém evidenciado que os principios ativos dos
condimentos localizam-se na fragdo do dleo essencial (Parry, 1962; Phuthi,
1980; Farg et al., 1989). Sua obten¢do foi aprimorada, na Idade Média, com o
advento da destilagdo, introduzida na Europa pelo povo mugulmano (Tyrrel,
1990).

O mercado de 6leos essenciais vem crescendo constantemente, tendo
sido notado um aumento de 7,5% entre os anos de 1997 e 2000. Avalia-se a
producgdo brasileira de oleos essenciais em 45 milhdes de dolares, o que
corresponde a 13,1% da produg¢do mundial. O maior problema da agroindustria
produtora de Oleos essenciais ¢ a concorréncia com similares sintéticos. A

industria que mais necessita dele, a alimenticia, tem substituido os produtos
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sintéticos por naturais, em funcdo das exigéncias de mercado (Silva e Casali,

2000).

2.9.1 Metabdlitos secundarios

O uso de plantas pode representar uma alternativa de substituicdo aos
anti-sépticos e desinfetantes sintéticos convencionais, visando evitar o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a estes compostos, uma vez que
metabolitos vegetais atuam por mecanismos variados (Barbour et al., 2004;
Monthana; Lindequist, 2005).

O metabolismo dos seres vivos origina metabdlitos primarios e
secundarios. Enquanto os primarios sdo secretados e essenciais a todos os
organismos, os secundarios sdo produzidos apenas por alguns, em sua maioria
vegetais, e garantem a esses func¢des biologicas de perpetuagdo e defesa (Santos,
2004). Os vegetais, em relacdo ao metabolismo secundario, possuem elevada
capacidade biossintética, tanto em relagdo ao numero de substancias produzidas
quanto a sua diversidade numa mesma espécie (Poser & Mentz, 2004).

Os processos metabdlicos relacionados as  macromoléculas
(carboidratos, lipideos proteinas e acidos nucléicos) apresentam um elevado grau
de similaridade entre os organismos e sdo denominados metabdlitos primarios.
Vegetais, microrganismos €, em menor escala, animais, entretanto, apresentam
arsenal metabdlico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz de produzir,
transformar e acumular inumeras outras substdncias ndo necessariamente
relacionadas de forma direta a manutencdo da vida do organismo produtor.
Nesse grupo encontram-se substincias cuja produgdo e acumulagdo estdo
restritas a um nimero limitado de organismos, com elementos de diferenciacdo e
especializacdo (Santos, 2004). Todo esse conjunto metabdlico ¢ definido como

metabolismo secundario, cujos produtos, embora ndo necessariamente essenciais
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para o organismo produtor, garantem vantagens para sobrevivéncia e
perpetuacdo de sua espécie em seu ecossistema (Castro et al, 2004).

A origem de todos estes metabolitos secundarios pode ser resumida a
partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido
chiquimico e o acetato (Figura 2). O acido chiquimico origina os aminoacidos
aromaticos, precursores da maioria dos metabdlitos aromaticos secundarios. O
alcool cinamilico, formado por esse caminho, € o constituinte aromatico da
canela e da pimenta-da-jamaica, sendo transformado em eugenol, principal

aroma e elemento pungente do cravo-da-india (Franco, 2003).
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FIGURA 2 Ciclo biossintético dos metabodlitos secundarios.

Fonte: adaptado de Simdes et al. (2004)

Variagdes temporais e ambientais no conteudo total, bem como as
propor¢des relativas de metabolitos secundarios em plantas, ocorrem em
diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter- e intra-especifica) e,

apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer
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modificagdes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiologicos,
ecologicos e evolutivos (Lindroth et al., 1987; Hartmann, 1996). De fato, os
metabolitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto, sua sintese ¢ freqiientemente afetada por
condi¢des ambientais (Kutchan, 2001).

Os metabolitos secundarios apresentam varias atividades bioldgicas.
Muitos sdo de importincia comercial, tanto na area farmac€utica quanto nas
areas alimentar, agronomica e de perfumaria, entre outras. Entre os metabolitos
secundarios, os principais grupos de compostos encontrados com atividade

biologica sdo alcaldides, flavondides, cumarinas, taninos, quinonas e oleos

essenciais (Pereira, 2006).

2.9.2 Oleos essenciais

A International Standard Organization (ISO) define 6leos essenciais
como os produtos obtidos de partes de plantas mediante destilagdo por arraste
com vapor de agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos pericarpos
de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de substancias
volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (Santos, 2004). Os o6leos
essenciais dos condimentos sdo misturas complexas de diferentes compostos,
que contribuem para as propriedades antimicrobianas e também dando ao
alimento caracteristicas de sabor e aroma especiais (Aridogam et al., 2002).

Também podem ser chamados de o6leos volateis, oleos etéreos ou
esséncias, por serem de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Entretanto, sua
principal caracteristica ¢ a volatilidade, diferindo, assim, dos dleos fixos, mistura
de substancias lipidicas, obtidos, geralmente, de sementes. Outra caracteristica
importante ¢ o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos essenciais, 0s

quais sdo soluveis em solventes organicos apolares, apresentam solubilidade
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limitada em 4gua, mas suficiente para aromatizar solugdes aquosas,
denominadas hidrolatos (Simdes et al, 2004).

Os dleos essenciais sdo, geralmente, isolados de todas as partes das
plantas por varios métodos de destilacdo; o mais comum ¢ a hidrodestilagdo. Os
componentes quimicos dos oOleos essenciais sdo representados por varias
misturas de terpendides, especificamente monoterpenos (Ciy) € sesquiterpenos
(Ci5). Embora alguns diterpenos possam estar presentes (Cyg), outros compostos
de baixo peso molecular podem fazer parte da composicdo quimica dos o6leos
essenciais, como hidrocarbonetos alifaticos (linear, ramificados, saturados e
insaturados), 4acidos, alcoois, aldeidos, ésteres aciclicos ou lactonas e,
excepcionalmente, compostos nitrogenados e sulfurados, cumarinas e
homologos de fenilpropandides.

Os terpenos, juntamente com os metabolitos aromaticos secundarios, sdo
0s principais compostos responsaveis pelas atividades medicinais, culindrias e
aromaticas das plantas (Dorman, 1999). A maioria dos terpenos tem como
precursor o isopreno (2-metil-1,3-butadieno) (Figura 3) e os compostos
formados sdo classificados de acordo com o nimero de moléculas de isopreno
presentes (Santos, 2004). Os compostos terpénicos mais freqiientes nos 6leos
essenciais sdo os monoterpernos (cerca de 90% dos oleos volateis) e os

sesquiterpenos (Ikan, 1991).

Hs

N

FIGURA 3 Estrutura quimica do isopreno.
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A composi¢do final do 6leo essencial é influenciada pelas condigdes
climaticas do local de origem das plantas, além da temperatura de secagem do
material vegetal, a qual pode levar a grandes perdas, por volatilizacdo dos
principios ativos presentes nos 6leos essenciais (Dorman, 1999).

A composicdo do Oleo essencial de uma planta é determinada
geneticamente, sendo, geralmente, especifica para um determinado orgdo e
caracteristica para seu estdgio de desenvolvimento. Mas, as condi¢des
ambientais sdo capazes de causar variagdes significativas, como a influéncia do
ciclo vegetativo, em que a concentracdo de cada um dos constituintes do 6leo
pode variar durante o desenvolvimento do vegetal. O ambiente no qual o vegetal
se desenvolve e o tipo de cultivo também influenciam a composi¢do quimica dos
oleos essenciais (Willians et al., 1998). A temperatura, a umidade relativa a
duracdo total de exposi¢do ao sol e o regime de ventos exercem uma influéncia
direta, sobretudo sobre as espécies que possuem estruturas histologicas de
estocagem de oleo essencial na superficie (Salgado, 2005).

As plantas ricas em 6leos essenciais devem ser coletadas pela manha ou
a noite, pois o periodo de exposicdo ao sol pode provocar uma perda quantitativa
importante do o6leo existente no vegetal. O grau de hidratacdo do terreno e os
teores de macronutrientes (N, P, K) também podem infuenciar a composi¢do dos
6leos volateis. Entretanto, ndo se pode estabelecer um unico padrdo, pois cada
espécie reage de forma diferenciada (Castro, 2006).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pélos glandulares (Lamiacae), células
parenquimdticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais
oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquisolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae). Os o6leos essenciais podem estar estocados em certos orgaos, tais
como flores (laranjeira e bergamoteira), folhas (capim-limao, eucalipto, louro)

ou, ainda, nas cascas do caules (canelas) e em madeira (sandalo, pau-rosa),
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raizes, rizomas (curcuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce)
ou sementes (noz-moscada). Embora todos os 6rgdos de uma planta possam
acumular 6leos essenciais, sua composi¢do pode variar segundo a localizagdo
(Robbers, 1997; Oussalah, 2006).

Biologicamente, os 6leos essenciais, por serem volateis, atuam como
sinais de comunicag¢do quimica com o reino vegetal e armas de defesa contra o
reino animal. Essa caracteristica torna as plantas que os produzem poderosas
fontes de agentes biocidas, sendo largamente estudadas na agricultura por
apresentarem atividades bactericidas, inseticidas e fungicidas (Saito & Scramin,
2000).

Embora a atividade microbiana tenha sido relatada em numerosos
trabalhos, poucos estudos tém relacionado o mecanismo de agdo destes produtos
naturais na célula microbiana. Segundo Conner ¢ Beuchat (1984), os 6leos
essenciais, provavelmente, danificam varios sistemas enzimaticos, inclusive
aqueles envolvidos na produgdo de energia celular na sintese de compostos
estruturais. A presenga de oleos essenciais interfere também no mecanismo de
reparo necessario para a divisdo celular. Sugere-se, ainda, que o tratamento
térmico cause danos ou lesdes na membrana citoplasmatica, permitindo que os
componentes antimicrobianos dos o6leos migrem mais rapidamente para o

interior da célula, alterando o metabolismo normal (Figura 4).
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FIGURA 4 Acido dos oleos essenciais na célula bacteriana (adaptado de Burt,
2004).

2.9.3 Processos de obtencao dos 6leos essenciais

A labilidade dos constituintes dos 6leos volateis explica por que a
composicao dos produtos obtidos por arraste de vapor d’agua difere da mistura
dos constituintes inicialmente presentes nos oOrgdos secretores do vegetal
(Schmaus & Kubeczka, 1985). Durante o processo de destilagdo, a agua, a
acidez e a temperatura podem provocar hidrolise de ésteres, rearranjos,

isomerizagdes, racemizacdes e oxida¢des (Simdes et al., 2004).

2.9.4 Processos de extracao de dleos essenciais
Os métodos de extragdo variam conforme a localizacdo do dleo volatil
na planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo. Os mais comuns estdo

sumarizados a seguir.
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2.9.4.1 Enfloragéo (Enfleurage)

Esse método j& foi muito utilizado, mas, atualmente, ¢ empregado
apenas por algumas industrias de perfumes, no caso de algumas plantas com
baixo teor de 6leo de alto valor comercial. E empregado para extrair 6leo volatil
de pétalas de flores (de laranjeiras e rosas). As pétalas sdo depositadas, a
temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura, durante certo periodo. Em
seguida, estas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturagdo total,
quando a gordura ¢ tratada com alcool. Para se obter o 6leo volatil, o alcool é
destilado a baixa temperatura e o produto assim obtido possui alto valor

comercial (Simdes et al., 2004).

2.9.4.2 Hidrodestilagéo

A extragdo por arraste com vapor de agua pode ser considerada a mais
simples e segura e, inclusive, a mais antiga, pois € mencionada em textos tdo
antigos como a Biblia. Tecnicamente, o processo esta ligado a producdo de
alcool e esta baseado no principio de que a maior parte das substancias oleosas
que se encontram numa matéria vegetal, pode ser arrastada pelo vapor d’agua. A
destilagdo por arraste com vapor, empregada para a extragdo da maioria dos
oleos essenciais, ¢ uma destilacdo de dois liquidos imisciveis e consiste, em
resumo, em uma vaporiza¢do a temperaturas inferiores as de ebulicdo de cada
um dos componentes volateis, por efeito de uma corrente direta de vapor d’agua,
a qual exerce a dupla fungdo de aquecer a mistura até sua temperatura de
ebulicdo e diminuir a temperatura de ebulicdo por adicionar pressdo de vapor,
que se injeta nos componentes volateis dos 6leos essenciais. Os vapores que
saem do “pescogo de ganso” se esfriam em um condensador, de onde regressam
a fase liquida, os produtos imisciveis, agua e 6leo essencial e, finalmente, se

separam em um decantador florentino (Baldoni & Czepak, 2008).
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Os dleos volateis possuem tensdo de vapor mais elevada que a da agua,
sendo, por isso, arrastados pelo vapor d’agua. Em pequena escala, emprega-se o
aparelho de Clevenger. O 6leo volatil obtido, apds separar-se da agua, deve ser
seco com Na,SO, anidro. Esse procedimento, embora classico, pode levar a
formacdo de artefatos em fungdo da alta temperatura empregada.
Preferencialmente, esse método ¢ utilizado para extrair 6leos de plantas frescas.
A Farmacopéia Brasileira IV preconiza o uso de um aparelho tipo Clevenger,
com modificagdes (Simdes et al., 2004). Durante a destilagdo por arraste a
vapor, certos componentes do 6leo volatil tendem a se hidrolisar enquanto outros
sdo decompostos pela alta temperatura. O método ideal de destilagdo por arraste
a vapor deve possibilitar a maior difusdo possivel do vapor e da dgua através das
membranas da planta, para que a hidrélise e decomposi¢do sejam minimas

(Robbers et al., 1997).

2.9.4.3 Extracdo com solventes organicos

Os oleos volateis sdo extraidos, preferencialmente, com solventes
apolares (éter, éter de petréleo ou diclorometano) que, entretanto, extraem outros
compostos lipofilicos, além dos o6leos volateis. Por isso, os produtos assim

obtidos raramente t€ém valor comercial (Simdes et al., 2004).

2.9.4.4 Prensagem (ou espressao)

Esse método ¢ empregado para a extragdo de dleos volateis de frutos
citricos. Os pericarpos desses frutos sdo prensados e a camada que contém o
6leo volatil é, entdo, separada. Posteriormente, o 6leo é separado da emulsdo
formada com a agua por decantagdo, centrifuga¢do ou destilacdo fracionada

(Simdes et al., 2004). De acordo com Baldoni & Czepak (2008), sua aplicagdo ¢
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conhecida desde o ano de 1776. Rodano classificou em varias etapas os
fendmenos que ocorrem durante a extragdo do 6leo, conforme segue:

a) dilaceracdo da epiderme e dos tricomas que contém a esséncia;

b) criagdo, na casca, de areas com pressdo maior que a circundante,

através das quais o 6leo essencial flui para o exterior;

c) abrasdo da casca, com a formagdo de pequenas particulas da
raspagem. A extracdo do dleo essencial € realizada sobre a fruta inteira ou sobre
a casca e, em ambos os processos, pode ser realizada por um processo manual ou
mecanico.

Todos os métodos anteriormente mencionados se baseiam na ruptura das
glandulas secretoras de 6leo e no recolhimento imediato da esséncia, para evitar
que seja absorvida pelo cortex esponjoso que resulta depois desse tipo de
processamento. Por essa razdo, todas as maquinas que processam 0s citros
contam com um sistema de aspersdo de agua que molha constantemente a

superficie do fruto (Simdes et al., 2004).

2.9.4.5 Extracédo por CO, supercritico

Esse método permite recuperar os aromas naturais de varios tipos e ndo
somente oleo volatil, de modo bastante eficiente e, atualmente, ¢ o método de
escolha para extracdo industrial de 6leos volateis. Nenhum trago de solvente
permanece no produto obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por
outros métodos. Para tal extragdo, o CO, ¢ inicialmente liquefeito por meio de
compressdo e, em seguida, aquecido a uma temperatura superior a 31°C. Nessa
temperatura, o CO, atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade ¢ andloga a

de um gas, mas sua capacidade de dissolucdo ¢ elevada como a de um liquido.
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Uma vez efetuada a extragdo, faz-se o CO, retornar ao estado gasoso, resultando

na sua total eliminago (Simdes et al., 2004).

2.9.5 Descricdo botanica e 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

O género Thymus possui numerosa quantidade de espécies ¢ variedades
e seus Oleos essenciais tém sido estudados (Guillen & Manzanos, 1998; Jordan,
Martinez, Cases, & Sotomayor, 2003; Sotomayor, Martinez, Garcia, & Jordan,
2004).

A espécie Thymus vulgaris é uma planta semi-arbustiva, de ciclo perene,
que atinge até 50 cm de altura. Desenvolve-se formando touceiras com caules
lenhosos, rasteiros e tortuosos. As folhas sdo pequenas, opostas, sésseis, de
formato linear-lanceolado ou oblongo e com bordos enrolados para baixo. As
flores sdo pequenas de coloragdo rosada e branca e agrupadas em inflorescéncia,
em formato tipo espiga. O aroma ¢ herbaceo e o sabor, levemente picante. E
amplamente empregada na culinaria como condimento (Nagraes, 2003).

E uma planta pertencente a familia Lamiaceae, que se adapta aos mais
variados climas, porém, os produtos de maior qualidade sdo obtidos em regides
temperadas quentes, cujas temperaturas variam em torno de 20°C (Silva Junior
& Verona, 1997).

Seu 6leo essencial ¢ rico em timol, apresentando tracos de carvacrol,
potentes bactericidas e fungicidas reconhecidos cientificamente (Essawi &
Srour, 2000; Reddy et al., 1998). Outros compostos fendlicos, como taninos e
flavondides, ja foram encontrados em extratos da planta, responsaveis pelas
atividades antioxidantes, expectorantes, digestivas e antiinflamatorias

(Economou et al., 1991; Shan, 2002).
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Da espécie T. vulgaris, crescida na Franga e em outros paises, seis tipos
de substancias quimicas foram relatados: geraniol, linalol, v-terpineno,
carvacrol, timol e 4-terpineol (Piccaglia et al., 1993).

Estudos do oleo essencial de flores e folhas de T. vulgaris, que
apresentam timol e carvacrol como componentes majoritarios, mostraram, por
meio de cromatografia em fase gasosa, grande concentragdo de terpenos,
sesquiterpenos e hidrocarbonetos alifaticos. Esses 6leos retirados de diferentes
partes do T. vulgaris mostraram presenca consideravel de flavonoides e vitamina
E, compostos de grande interesse na industria alimenticia por sua atividade
antioxidante (Guillén & Manzanos, 1998). Blum et al. (1997), pesquisando a
constituicdo dos extratos e oleo essencial de T. vulgaris por meio da
cromatografia de fluido supercritico, descreveram a presenca de timol, carvacrol

€ p-cimeno como constituintes majoritarios.

2.9.6 Descricdo botanica e dleo essencial de salvia (Salvia officinalis)

Salvia ¢ um importante género, constituido de cerca de 900 espécies da
familia Lamiaceae. Muitas espécies de salvia, incluindo S. officinalis, foram
utilizadas, na tradicional medicina herbarea (Herbalife), contra uma variedade de
doengas. Conseqiientemente, extratos de diferentes espécies de salvia foram
estudados para a especificagdo de suas atividades bioldgicas, antimicrobianas,
antiinflamatérias, antioxidantes, espasmoddicas e colinérgicas, envolvendo
propriedades e mecanismos parcialmente descritos (Capasso et al., 2004; Ren et
al., 2004).

Salvia officinalis L., pertencente a familia Lamiaceae, ¢ originaria do
Mediterraneo e aclimatada na regido Sul do Brasil. E considerada uma planta
aromatica e com propriedades medicinais, sendo usada como condimento e na

medicina doméstica (Martins et al., 1998).
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E uma planta herbacea perene, fortemente aromatica, ereta ou
decumbente, ramificada na base, formando aspecto de touceira, de 30-60 cm de
altura, nativa da regido Mediterranea da Europa. Suas folhas sdo simples, denso-
pubescentes, com 3-6 cm de comprimento. As flores sdo pouco freqlientes em
nossas condigdes, apresentando cor violacea (McHoy & Westland, 1994; Vieira
& Albuquerque, 1998).

A salvia ¢ uma planta medicinal muito popular que ha décadas vem
sendo estudada, devido aos seus componentes antioxidantes, sendo amplamente
usada para tratamentos de varios grupos de doencas, preparacao de alimentos,
fabricagdo de cosméticos, perfumes e produtos de higiene (Chipault et al., 1952;
Cuvelier et al., 1996).

Seu o6leo essencial ¢ obtido, principalmente, das folhas, extraido por
hidrodestilagdo, com rendimento variando de 0,5% a 1,1%. Possui como
principais componentes a cis ou trans tujona, cariofileno, 1,8-cineol, o-
humuleno e canfora (Guillen et al., 1996). Os compostos presentes no 6leo
essencial sdo biologicamente ativos e possuem acdo farmacoldgica (Duke,
2002).

A ontogenia também afeta a composi¢do do 6leo e, em S. officinalis, o

teor de canfora aumenta com a expansao da folha (Croteau et al., 1981).

2.9.7 Descricdo boténica e dleo essencial de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum)

A espécie Syzygium aromaticum, da familia Myrtaceae, ¢ uma planta

arborea, perene e atinge 10 metros de altura. A copa ¢ bem verde, de formato

piramidal. As folhas sdo ovais, persistentes e de coloracdo verde brilhante. As

flores brancas sdo agrupadas em inflorescéncia do tipo cacho e seus botdes sdo
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colhidos quando sua cor muda de verde para carmim, sendo cuidadosamente
dessecados ao sol. O fruto ¢ do tipo baga e de formato alongado. Desenvolve-se
em clima tropical e a propagacdo ¢ feita por sementes; prefere solos ricos em
matéria organica e nutrientes, imidos e bem drenados (Pereira, 2006). A espécie
¢ nativa das ilhas Moluca e é conhecida no Brasil como craveiro, craveiro-da-
india e cravo (Robbers, 1997; Nagraes, 2003).

Seu oleo, obtido dos botdes florais dessecados, ¢ volatil e destilado por
hidrodestilacdo, contendo mais de 85%, por volume, de substincias fenolicas
totais, preponderando eugenol (70% a 95%), acetato de eugenila ¢ -cariofileno.
E um liquido incolor ou amarelo-claro, classificado como aromatizante, e
utilizado nos casos de dispepsia, bronquite e tratamentos dentarios (Robbers,
1997). Citam-se, ainda, como componentes fixos, mucilagens, ceras, gomas,
resinas, flavondides, triterpendides livres e glicosilados, do acido galico e da
eugenina, um tanino elagico com atividade antiviral contra herpes simples.

Entre os usos do eugenol destaca-se o emprego como anti-séptico em
odontologia e na fabricacdo de dentifricios, em perfumaria, saboaria e como
clarificador em histologia. O eugenol é também usado como matéria-prima para
a obtencdo de vanilina, empregada na aromatizacdo de doces, chocolates,

sorvetes e tabacos (Amorin, 1989).

2.9.8 Descricdo botanica e 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis)
Planta de porte semiarbustivo lenhoso, ereto, pouco ramificado, de até
1,5m de altura. Folhas lineares, coridceas e muito aromaticas, medindo de 1,5 a
4 cm de comprimento por 1 a 3mm de espessura. Flores azulado-claras,
pequenas e de aroma forte muito agradavel. E nativa da regido Mediterranea e
cultivada em quase todos os paises de clima temperado. Seu cultivo se da por

meio de mudas preparadas por estaquia ou mergulhia, crescendo bem em solos
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ricos em calcério e em ambientes umidos de clima ameno. Seu uso medicinal é
mencionado na literatura etnofarmacoldgica, que cita o emprego de suas folhas
sob a forma de cha (infusdo), para medicag@o dos casos de ma digestdo, gases no
aparelho digestivo, dor de cabeca, dismenorréia e memoria fraca (Gruenwald,
2000).

A andlise fitoquimica registrou, para suas folhas, a presenga de Oleo
essencial constituido de uma mistura de componentes volateis, que é responsavel
pelo seu odor tipico. Dentre os principais, t€m-se cineol, alfa-pineno e canfora, e
entre os compostos nao volateis, o acido caféico, diterpenos amargos,

flavonoides e triterpenodides (Gruenwald, 2000; Simdes, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais e conducéo do experimento

A extracdo dos Oleos essenciais e a quantificacdo dos componentes
foram realizadas no Laboratério de Quimica Organica, no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras.

A caracterizacdo dos componentes quimicos dos oOleos essenciais foi
realizada no Laboratério de Analises e Sinteses de Agroquimicos, no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa, UFV (MG).

A obtengdo da curva de crescimento do microrganismo testado, bem
como a determinagdo da atividade biocida por meio das concentragdes minimas
inibitérias (CMI), a avaliacdo da formacao e o tratamento dos biofilmes com
solucdes detergentes sanificante foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da

Universidade Federal de Lavras.

3.2 Oleos essenciais

3.2.1 Obtencdo dos 6leos essenciais

Fragmentos constituidos de ramos foliares de Salvia officinalis,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris e botdes florais de Syzygium
aromaticum foram submetidos a hidrodestilagdo, utilizando-se aparelho de
Clevenger modificado. O material vegetal foi seco em estufa, a 28°C/48 horas.
Os frascos para armazenamento dos oOleos essenciais foram devidamente
higienizados e esterilizados em autoclave, a 121°C, por 15 minutos.

Foram pesados 200g de cada erva utilizada e esta, juntamente com agua,

foi colocada em baldo de fundo redondo e boca esmerilada, deixando-se em
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ebulicdo por um periodo de 2 a 3 horas. Depois, o hidrolato foi recolhido no
decantador do extrator e centrifugado (965,36XG por 5 minutos), obtendo-se o
6leo essencial. Este foi coletado com auxilio de micropipeta, pesado e
acondicionado em frasco de vidro ambar e armazenado sob temperatura de

refrigeracdo (Castro, 2006).

3.2.2 ldentificacéo e quantificacdo dos constituintes dos 6éleos essenciais

Para a avaliagdo qualitativa dos 6leos essenciais, estes foram submetidos
a cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG/EM),
utilizando o aparelho Shimadzu modelo CG-17A, com detector seletivo de
massa modelo QP 5000. As condigbes operacionais foram: coluna capilar de
silica fundida com fase ligada DB5 (30 m X 0, 25 mm), gas carreador utilizado
hélio a uma vazdo de 1mL/min, temperaturas de 220°C no injetor ¢ 240°C no
detector, programagdo da coluna, temperatura inicial 40°C com acréscimo de
3°C a cada minuto.

Os compostos foram identificados por comparagdes com espectros
existentes na biblioteca (Wiley, 229) e pelo indice Kovat’s (Adams, 1995).

Para a avaliacdo quantitativa foi utilizado um cromatografo gasoso
Shimadzu, modelo 17A, acoplado a um detector de ioniza¢do de chama de
hidrogénio (FID), coluna capilar DB5. O gas carreador foi o nitrogénio, a uma
vazao de 2,2 mL/min, taxa split 1:10 e volume injetado de 1uL. As temperaturas
do injetor e do detector foram fixadas em 220° e 240°C, respectivamente, com
pressdo da coluna de 115KPa. Foram realizadas trés injecdes para cada oleo
testado, obtendo-se a concentragdo média e o desvio padrio para cada

constituinte, sendo a quantificagdo obtida por meio de normalizagdo da area.
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3.3 Microrganismos e preparacéao dos inoculos
3.3.1 Microrganismos utilizados

Utilizaram-se Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 e Pseudomonas
fluorescens ATCC 13525, adquiridas da Cole¢do de Culturas Tropicais da
Fundacdo André Tosello, como culturas reveladoras na determinagdo da

atividade biocida e concentragdes inibitorias.

3.3.2 Manutencao das culturas e padronizacao

Durante a realizagdo do experimento, os microrganismos utilizados
foram estocados a -18°C, em microtubos contendo meio de congelamento
[glicerol (150 mL), peptona (5 g), extrato de levedura (3 g), NaCl (5g), H,O
(1.000 mL) pH 7,247,4]. Durante o experimento, foram realizadas repicagens
para a manutencdo das culturas viaveis. Aliquotas foram transferidas dos
microtubos para tubos contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas,
por 24 horas, a 37°C. Apo6s o cultivo, 1 mL da cultura foi novamente
acondicionado em microtubos estéreis e centrifugado, a 6.000 x g, durante 8
minutos, em microcentrifuga (Eppendorf). Retirado o sobrenadante, o conteudo
foi novamente recoberto com meio de congelamento e acondicionado sob
refrigeracao.

Para a padronizagdo das contagens do nimero de unidades formadoras
de coldnias, foram elaboradas curvas de crescimento para as culturas de P.
aeruguinosa e P. fluorescens utilizadas.

Aliquotas das culturas de P. aeruginosa e P. fluorescens foram
transferidas para Erlenmeyer contendo caldo TSB (Tryptic Soy Broth) e
incubadas a 37°C e a 28°C, respectivamente, com a monitoragdo do crescimento
a cada hora, por meio de espectrofotometria (600 nm) e plaqueamento em meio

TSA (Tryptic Soy Agar). O procedimento foi repetido até que se chegasse a
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leituras com valores constantes, garantindo, assim, a fase estacionaria. Este
procedimento garantiu o controle do nimero de unidades formadoras de colonia

no in6culo da cultura reveladora.

3.4 Avaliacdo da concentracéo inibitdria dos 6leos essenciais

A metodologia utilizada foi a de difusdo cavidade em agar, empregando-
se, para tal, agar Miieller-Hinton (Mendonga, 2004). Inicialmente, uma fina
camada de agar foi adicionada em placas de Petri (140 mm de didmetro). Apos a
solidifica¢do, nove esferas de vidro estéreis com 3mm de didmetro foram
posicionadas sobre o meio s6lido. Aliquotas padronizadas de 11,1mL e 7,4 mL
de P. aeruginosa e P. fluorescens, respectivamente, foram transferidas para
erlemeyers contendo 200 mL de agar Miieller-Hinton (45°C), obtendo-se
concentragio de 10° UFC/mL na cultura reveladora. O meio ainda liquido foi
entdo cuidadosamente vertido sobre a camada anterior. Apds a solidificagdo do
agar, as esferas de vidro foram retiradas com auxilio de pingas estéreis, com
posterior deposi¢ao dos 6leos essenciais nos pogos formados. As diluigdes foram
realizadas em solu¢do de NaOH (1% p/v) acrescida de solucdo detergente
TWEEN 80 (0,5% v/v), sendo utilizadas propor¢des de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16;
1:32; 1:64 e 1:128 partes de solugdo adicionada de partes de dleos essenciais
como dilui¢do, obtendo-se as concentragoes 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62;
7,81 ¢ 3,90 uL/mL . Foram aplicados nos pocos 10 pL dos 6leos essenciais
diluidos. Para cada 6leo essencial utilizado realizou-se o controle constituido de
solucdo de NaOH 1%. As placas foram incubadas a 28°C e a 37°C/24 horas,
para P. fluorescens e P. aeruginosa, respectivamente, ¢ a mensuracao dos halos
de inibigdo formados foi realizada com paquimetro. As analises foram realizadas

em triplicata.
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3.5 Formacéo dos biofilmes nos cupons de aco inoxidavel
3.5.1 Higienizac¢ao dos cupons

Foram utilizados cupons de ago inoxidavel AISI 304 com 1 mm de
espessura ¢ dimensdes de 8mm x 18 mm. Estes foram limpos individualmente
com acetona 100%, lavados por imersdo em detergente neutro durante uma hora,
enxaguados com 4gua destilada esterilizada, secos e limpos com élcool 70%
(v/v). Ap6s a higienizagdo, os cupons foram novamente lavados com 4agua
destilada esterilizada, secos por duas horas, a 60°C e autoclavados, a 121°C/15

minutos (Rossoni & Gaylarde, 2000).

3.5.2 Formacao de biofilmes em cupons de ago inoxidavel

Para a formagdo dos biofilmes em monocultivo de P. aeruginosa e P.
fluorescens, 60 mL de leite UHT desnatado foram adicionados em placas de
Petri com 140 x 15 mm de dimensdo, com subseqiiente adicdo de inoculo
padronizado contendo 10® UFC/mL. Os cupons de ago inoxidavel AISI 304
estéreis foram depositados nas placas com auxilio de pinga estéril, totalizando 30
cupons por placa e, posteriormente, procedeu-se a incubagdo em agitador orbital
horizontal, a 37°C e a 28°C, para P. aeruginosa e P. fluorescens,
respectivamente, com agitacao de 50 rpm.

O processo de formacao de biofilme foi monitorado durante 10 dias,
sendo efetuadas, a cada dois dias, a substitui¢do do meio de cultivo (leite) e das
placas de Petri, com retirada de dois cupons para quantificagdo de células
sésseis, bem como a coleta de aliquota de 1 mL de leite contido nos recipientes

para enumeragdo de células planctonicas.
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3.5.3 Enumeracéo de células bacterianas sésseis e planctonicas
3.5.3.1 Enumeracao de células planctbnicas

Para a enumeracdo de células planctdnicas no meio, aliquotas de 1 mL
foram retiradas das placas e transferidas para tubos de dilui¢des seriadas (10" a
10™) contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) cada. Em seguida, realizou-
se o0 plaqueamento em dgar TSA, com incubagdo a 37°C/24 horas.

Para a enumeracdo de células sésseis empregou-se a técnica do
esfregaco com swab de algoddo estéril, sendo o mesmo passado em toda a

superficie do cupom, por meio de movimentos giratérios em um angulo de 45°.

3.5.3.2 Técnica do esfregaco para contagem de células sésseis

Para enumerar as células sésseis, durante 10 dias de incubacao, foram
retirados, a cada dois dias, dois cupons de cada placa de Petri. Os cupons foram
lavados em 4gua peptonada 0,1% (p/v) em placas de Petri 90 x 15 mm,
empregando-se trés lavagens sucessivas para a remocdo de células ndo aderidas.
As células sésseis foram removidas utilizando-se swab de algodao. Os swabs
foram imersos em tubos contendo 10 mL de 4gua peptonada 0,1% (p/v), seguido
de agitagdo em vortex por 2 minutos. Em seguida, retirou-se aliquota de 1 mL,
com posterior transferéncia para tubos contendo 9 mL de dgua peptonada 0,1%
(p/v), sendo realizadas diluicdes seriadas (10" a 10®), com posterior

plaqueamento em meio TSA, seguido de incubagao a 37°C/24 horas.

3.5.4 Tratamento dos biofilmes com solucGes detergentes sanificante
Ao décimo dia de cultivo dos biofilmes foram testados, sobre células
sésseis, os efeitos biocidas de solugdes detergentes sanificante preparadas com

o6leos essenciais de cravo-da-india e salvia diluidos em NaOH 1% (p/v) contendo
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Tween 80 (0,5% v/v). Os cupons foram retirados das placas contendo o meio,
sendo realizadas trés lavagens sucessivas em agua peptonada, visando a remogao
de células ndo aderidas. Apds lavagem, os cupons foram imersos em placas de
Petri 49 x 13 mm contendo solugdes detergentes sanificantes, na propor¢do uma
parte de oleo essencial para 8 partes de solugdo de hidroxido de sodio (1:8) e em
apenas solug¢do de hidroxido de sodio (1%) + Tween 80 (0,5%) (grupo
controle), variando tempo x temperatura de exposi¢cdo, que foram os seguintes:
15 minutos/15°C, 15 minutos/45°C, 60 minutos/15°C e 60 minutos/45°C.

Apos exposi¢ao da populagdo aderida nos cupons aos tratamentos com
solucdes de oleos essenciais, realizaram-se o enxague em agua destilada estéril
(tré€s lavagens sucessivas) e esfregago com swabs, com posterior dilui¢do seriada
e plaqueamento em agar TSA, com incubagdo a 37°C para enumeracao de

células viaveis em agar TSA, conforme técnica descrita anteriormente.

3.5.5 Determinacéo do Log Kill

Apés tratamento com as solugdes detergentes sanificante, foi
determinado o Log kill, de acordo com Sharma et al. (2002), para cada
tratamento empregado, por meio da seguinte equagao:

Log Kill =Log N -Logn,
em que N ¢ a contagem de células de controle ndo tratado e n € a contagem de

células apos tratamento com solugdes detergentes sanificantes.

3.5.6 Analises estatisticas
Para a determinacdo da atividade biocida de oOleos essenciais em
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa, o experimento foi

instalado segundo um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
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repeti¢cdes. Os tratamentos constituiram-se de quatro diferentes 6leos essenciais
(cravo-da-india, tomilho, salvia e alecrim -+ controle) em diferentes
concentragoes (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,90 uL/mL). Os
valores de diametros (mm) dos halos de inibicdo foram mensurados. Os o6leos
essenciais de salvia e alecrim e o controle (NaOH 1%) foram retirados das
analises, pois 0s mesmos nao apresentaram nenhum efeito inibitoério (auséncia
de halo).

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

descreve as observagdes é dado por:
Vik = H+a; + B +af + &,
em que:

Yii ¢© o valor da variavel dependente na k-ésima repeti¢do que recebeu o i-¢simo

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

A ¢ uma constante inerente a cada observagao;

a; € o efeito do i-ésimo dleo, comi =1, 2;

£ i ¢ o efeito da j-ésima conentracdo, comj =1, ..,7;

af; € o efeito da interagdo entre o i-ésimo 6leo e a j-€sima concentragdo;

&y © o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

. . , ;1. ‘A . 2
distribuido de uma Normal com média zero e varidncia o~

Para a avaliacdo da populagdo plancténica e séssil, o experimento foi
instalado segundo um delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes em que foram enumeradas as populagdes de bactérias ao longo dos
dias (2, 4, 6, 8 e 10). O experimento foi realizado em duas condigdes de

crescimento (formas séssil e planctonica). Para avaliar o crescimento da
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populagdo, foi ajustada uma curva de crescimento de acordo com o modelo
logistico:

yo_ &

1+ bexp(—kt)

em que:
y € o tamanho da populag¢ao no tempo t
a ¢ o tamanho maximo da populagao
k é taxa de crescimento da populagdo

b € um parametro de inflexao sem interpretacdo biologica.

A avaliagdo da eficacia das solugdes detergentes sanificante sobre
biofilmes foi instalada segundo um delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticdes em que os tratamentos eram constituidos de trés tipos de solugdo
(controle, cravo-da-india e salvia), duas temperaturas (15°C e 45°C) e dois
tempos (15 ¢ 60 minutos). Foram realizadas contagens de UFC/cm’, antes e
depois da adi¢do das solucdes, expressas na forma logaritmica (Log UFC),
sendo a variavel medida a razdo dados por:

y =log(UFC Inicial) -l og(UFC Final)

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento

experimental, por meio do pacote estatistico R (2008). O modelo estatistico que

descreve as observagdes ¢ dado por:
Vi = H+ 0+ B+, +afy + BOy +ady +affdy + &y
em que:
Yija € o valor da variavel dependente na l-ésima repeti¢do que recebeu o i-¢sima

solucdo, na j-€sima temperatura e no k-ésimo tempo, com1=1, ..., I;

A € uma constante inerente a cada observagio;

o; € o efeito da i-ésima solugdo, comi=1, 2,3;
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p ; € o efeito da j-ésima temperatura, com j = 1, 2;

0, ¢ o efeito do k-ésimo tempo, com k=1,2;

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

po i ¢ o efeito da interagdo entre j-¢sima temperatura e 0 k-¢simo tempo;

ad,, ¢ o efeito da interagdo entre a i-ésima solugdo e o k-ésimo tempo;

Q é‘ijk ¢ o efeito da interacdo entre a i-ésima solugdo, a j-ésima temperatura e o
k-ésimo tempo;

&, € 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. Apesar de os fatores temperatura e tempo serem quantitativos, foram

realizados teste de média, pois havia apenas dois niveis dos mesmos.

51



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a extragdo dos 6leos essenciais, foram calculadas as percentagens
de umidade na matéria vegetal seca e também o rendimento de d6leo essencial.

Os resultados encontrados estdo expressos na Tabela 1.

TABELA 1 Percentagem de umidade e rendimento de dleo essencial apos

hidrodestilagao
Vegetal — —
X Umidade (%) X Oleo essencial (%)
Salvia 2,44 1,47
Tomilho 6,6 0,37
Cravo-da-india 2,43 0,72
Alecrim 2,37 1,85

O rendimento do o6leo essencial de salvia foi ligeiramente superior aos
citados por Guillen et al. (1996). De acordo com esses autores, o dleo essencial
de salvia, obtido principalmente das folhas, extraido por arraste de vapor, tem
rendimento variando de 0,5% a 1,1%.

De acordo com os dados descritos na Tabela 1, observa-se que a espécie
Thymus vulgaris proporcionou um rendimento médio de 0,37% de Oleos
essenciais. Este valor encontra-se abaixo daqueles relatados por Jakiemiu (2008)
que, trabalhando com plantas secas, obteve valores situados entre 1,04% a

1,86%, por periodos de uma a trés horas de extragdo, respectivamente.
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4.1 Quantificacdo e caracterizacdo dos componentes dos Gleos essenciais
testados
4.1.1 Syzygium aromaticum (cravo-da-india)
A caracterizagdo do dleo essencial de S. aromaticum apresentou em sua
composi¢do, como componentes majoritarios (Figura 5), eugenol (89,80%),
trans-cariofileno (5,86%) e a-humuleno (2,30%), conforme os dados da Tabela

2.

CHSOJQN/
HO
7

trans cariofileno eugenol

a-humuleno

FIGURA 5 Estruturas quimicas dos componentes majoritarios do 6leo essencial
de Syzygium aromaticum

Oussalah et al. (2006) avaliaram a constitui¢do do 6leo essencial de
cravo-da-india e encontraram proporgoes de 78% para eugenol, valor proximo

ao obtido pela avaliacdo realizada.

4.1.2 Salvia officinalis (salvia)
Para a espécie vegetal S. officinalis, foram encontrados, como

componentes majoritarios, 1,8 cineol (15,42%), trans tujona (5,94%), cis tujona
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(26,69%) e canfeno (6,81%) (Figura 6), além de concentragdes expressivas de

canfora (30,46%), de acordo com os resultados apresentados na Tabela 3.

TABELA 2 Componentes quimicos do éleo essencial de Syzygium aromaticum
encontrados
Oleo essencial de Syzigyum aromaticum

Pico TR IKcal IKtab CM=+D Composto
1 12,66 - - 2,02+0,57 n.i
2 28,77 1354 1356 89,80+0,72 eugenol
3 31,23 1417 1418 5,8610,18 trans-
cariofileno
4 35,80 1453 1454 2,30+0,08 o-humuleno

TR= tempo de retengdo, IKcal = indice Kovat’s calculado, IKtab = indice Kovat’s tabelado
(Adams, 1995), CM (%) +DP = concentra¢do média (%) + desvio padrao da média, obtido de trés
repeticdes de injegdo do 6leo essencial no CG-FID e N.I. = composto ndo identificado
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SEO A

1,8 cineol canfeno canfora
CH3 CH3
/ ~°
cis-tujona trans-tujona

FI

GURA 6 Constituintes majoritarios do dleo essencial de salvia.

Delamare et al. (2005) encontraram, como componentes majoritarios,
a-tujona, 1,8-cineol e canfora. Também foi identificada a presenca dos
constituintes B-pineno, borneol e d-gurjuneno. As concentragdes dos compostos
majoritarios encontrados em S. officinalis assemelham-se as obtidas, na Italia
(Grella & Picci, 1988; Marino et al., 2001), na Iugoslavia (Tucker et al., 1980) e
em Israel (Putievsky et al., 1990). Entretanto, as concentragdes de a-humuleno

encontradas foram significantemente inferiores as relatadas por estes autores.
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TABELA 3 Componentes quimicos do dleo essencial de Salvia officinalis

encontradps
Oleo essencial de Salvia officinalis
Pico TR IKcal IKtab MC+D Composto
2 8,43 933 939 3,3540,14 o.-pineno
3 9,03 948 953 6,81£0,35 Canfeno
4 10,22 974 980 0,86+0,05 B-pineno
5 12,79 1029 1033 15,42+0,37 1,8 cineol
6 16,58 1100 1102 26,69+0,19 cis tujona
7 16,97 1110 1114 5,94+0,05 trans tujona
8 18,37 1141 1143 30,46+0,57 Canfora
9 19,42 1164 1165 4,05+0,04 Borneol
10 25,10 1283 1285 1,40+0,02 acetato de
bornila
11 30,98 1413 1418 0,57+0,00 trans
cariofileno
12 32,56 1451 1454 0,74+0,04 o-humuleno
13 38,50 1594 1590 1,1940,07 veridiflorol

TR= tempo de retencdo, IKcal = indice Kovat’s calculado, IKtab = indice Kovat’s tabelado
(Adams, 1995), CM (%) + DP = concentragdo média (%) + desvio padrdo da média, obtidos de

trés repeticdes de injecdo do 6leo essencial no CG-FID e N.I. = composto nao identificado
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4.1.3 Rosmarinus officinalis (alecrim)

Na Tabela 4 sdo apresentados os componentes identificados no 6leo
essencial de R. officinalis com concentra¢des superiores a 1%. Os constituintes
encontrados em maiores proporcdes (Figura 7) foram 1,8 cineol (47%), a-
pineno (14,3%) e canfora (14,36%), além dos compostos em concentragdes
menores, como canfeno, 4-terpineol, verbenone, 3-pineno e borneol. Bauer et al.
(1997) descreveram, como componentes majoritarios do 6leo de R. officinalis,

o- pineno, 1,8 cineol e canfora, confirmando os valores encontrados neste

trabalho.
=
O
a-pineno canfeno
1,8 cineol
_— O

A OH
canfora

4-terpineol

FIGURA 7 Componentes majoritarios do 6leo essencial de alecrim.
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Atti-Santos et al. (2005) encontraram, como componentes do o6leo
essencial de R. officinalis, a- pineno (40,55% a 45,10%), 1,8-cineol (17,40% a
19,35%), canfeno (4,73% a 6,06%), verbenona (2,32% a 3,86%) e borneol
(2,24% a 3,10%). Variagdes significantes na composicao quimica do 6leo foram
relatadas em relagdo a regido geografica de origem, hora da colheita, condigdes
fisiologicas dos ramos e folhas, equipamentos utilizados na destilagdo e controle
do processo (Dellacassa et al., 1999). Segundo Tewari & Virmani (1987), todos
estes pardmetros, possivelmente, desempenham papel importante na composi¢ao

do 6leo.

4.1.4 Thymus vulgaris (tomilho)

A avaliagdo qualitativa e quantitativa do 6leo essencial de T. vulgaris
identificou o timol na concentrag¢do de 47,69%, corroborando com a maioria dos
valores encontrados nas demais pesquisas, as quais citam este componente como
majoritario. Alguns dos componentes majoritdrios podem ser visualizados na
Figura 8. Blum et al. (1997), pesquisando a constitui¢do dos extratos e 6leo
essencial de T. vulgaris por meio da extragdo por CO, supercritico, descreveram

a presencga de timol, carvacrol e p-cimeno, como constituintes majoritarios.
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TABELA 4 Componentes quimicos do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
encontrados
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis

Pico TR IKcal IKtab CM=D Composto
1 8,43 936 939 14,36+0,04 o-pineno
2 8,99 949 953 4,88+0,00 canfeno
3 10,21 976 980 3,34+0,00 B-pineno
4 10,83 - - 1,37£0,02 n.i
5 12,28 - - 1,78+0,00 n.i

6 12,82 1031 1033 47,00£0,12 1,8 cineol
7 18,35 1142 1143 14,31£0,11 canfora
8 1942 1163 1165 1,03+0,01 borneol

9 2006 1176 1177 4,8340,03  4-terpineol

10 21,54 1202 1204 0,41+0,00 verbenona
11 25,05 1282 1285 0,23+0,00 Acetato de
bornila
12 31,00 1415 1418 0,78+0,01 Trans-
cariofileno

TR = tempo de retencgdo, IKcal = indice Kovat’s calculado, IKtab = indice Kovat’s tabelado
(Adams, 1995), CM (%) + DP = concentragdo média (%) + desvio padrdo da média, obtidos de
trés repeti¢des de injecdo do 6leo essencial no CG-FID e N.I. = composto ndo identificado
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FIGURA 8 Componentes majoritarios do 6leo essencial de tomilho.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, foram
identificados para-cimeno, vy-terpineno e carvacrol como componentes
majoritarios. Sartoratto et al. (2004), analisando o o6leo de tomilho,
identificaram, como componentes majoritarios, timol (79,15%), carvacrol
(4,63%) e para-cimeno (3,27%), estando, portanto, de acordo com os

encontrados neste trabalho.
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4.2 Atividade biocida de 6leos essenciais em Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas aeruginosa

Os Oleos essenciais de Salvia officinalis e Rosmarinus officinalis e também o

controle (NaOH 1%) ndo apresentaram atividade biocida sobre as linhagens

bacterianas testadas, ndo tendo sido identificado nenhum halo inibitério durante

a realizag¢do do experimento.

Em estudo no qual relacionaram o efeito da sdlvia no crescimento de
bactérias enteropatogénicas e deterioradoras, em alimentos em caldo nutriente,
Shelef et al. (1983) demonstraram que Bacillus cereus foi menos resistente ao
condimento, seguido por Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp. e Salmonella
thyphimurium. Este estudo concluiu que a salvia foi mais eficiente contra
bactérias gram-positivas, sendo seu efeito antimicrobiano mais acentuado em
caldo nutriente que em alimentos, devido aos compostos nutrientes do alimento
que protegem a célula microbiana do efeito deletério do composto.

A atividade antimicrobiana do 6leo de salvia, assim como a maioria dos
6leos essenciais, ¢ mais pronunciada em bactérias gram-positivas que em gram-
negativas. Esta resisténcia de microrganismos gram-negativos pode ser atribuida
a presenga de sua membrana fosfolipidica externa, quase impermeavel a
componentes lipofilicos (Nikaido & Vaara, 1985). A auséncia desta barreira em
bactérias gram-positivas permite o contato direto dos constituintes hidrofobicos
do 6leo com a bicamada fosfolipidica da membrana celular, provocando, como
efeitos, o aumento da permeabilidade i6nica e a fuga de constituintes
intracelulares vitais ou, ainda, o comprometimento do sistema enzimatico

(Cowan, 1999; Wendakoon & Sakaguchi, 1995).
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TABELA 5 Componentes quimicos do 6leo essencial de Thymus vulgaris

encontrados

Oleo essencial de Thymus vulgaris

Pico TR IKcal IKtab CM=+D Composto
1 8,27 928 931 1,74£0,07 o-tujona
2 8,52 937 936 1,08+0,05 o-pineno
3 10,52 978 980 2,3240,06 B-pineno
4 11,03 988 991 2,26+0,08 B-mirceno
5 12,12 1015 1018 1,3940,04 o-terpineno
6 12,54 1023 1026 21,72+0,59 p-cimeno
7 14,17 1058 1062 12,61+£0,32 y-terpineno
8 16,16 1162 1165 2,69+0,03 borneol
9 19,27 - - 1,5340,01 n.i
10 19,85 - - 1,19£0,01 n.i
11 25,75 1287 1290 47,73+0,77 timol
12 26,00 1296 1298 3,47+0,07 carvacrol

TR = tempo de retencdo, IKcal = indice Kovat’s calculado, IKtab = indice Kovat’s
tabelado (Adams, 1995), CM (%) £+ DP = concentragdo média (%) + desvio padrdo da
média, obtidos de trés repeticdes de inje¢do do o6leo essencial no CG-FID e N.I. =
composto ndo identificado.
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Houve efeito significativo para a interagdo entre os 6leos essenciais de S.
aromaticum e T. vulgaris nas diferentes concentragdes utilizadas sobre as
culturas de P. fluorescens ATCC 13525 e P. aeruginosa ATCC 25853 (Figuras
9,10, 11 e 12, respectivamente).

Os dados apresentados nas Figuras 9 e 10 mostram que o 6leo essencial
de T. vulgaris apresentou maior efeito inibitorio sobre P. fluorescens e P.
aeruginosa. Nota-se que, nos pogos contendo solugdes menos diluidas de 6leo,
os halos de inibi¢do foram bem pronunciados, em virtude da maior concentracio

do principio ativo.

Didmetra dos Hales (mm]

0= — T T T T T T T T T
o 2= =0 100 150 00 250 200 =0 400 450 00

Concentragio pLimL

FIGURA 9 Valores médios (pontos) e estimados (linha) de didmetro dos halos
de inibigdo formados por Pseudomonas fluorescens ATCC 13525
frente ao 6leo de Thymus vulgaris.
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FIGURA 10 Valores médios (pontos) e estimados (linha) de didmetro dos halos
de inibigdo formados por Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853
frente ao 6leo de Thymus vulgaris

Burt (2004) constatou que os compostos ativos timol e carvacrol
provocam distor¢do na estrutura fisica da célula, causando expansio e,
conseqiientemente,  desestabilidade na membrana, modificando sua
permeabilidade, desnaturando enzimas essenciais e alterando a for¢a proton
motora por meio de variagdes no pH e no potencial elétrico. O timol presente em
6leo essencial de tomilho é um composto fenodlico, com agdo sobre a célula
bacteriana ndo muito bem descrita. A agdo desses compostos ocorre sobre a
membrana celular, onde o timol, provavelmente, desorganiza a estrutura,
promovendo desnaturagdo de enzimas essenciais. Helander et al. (1998)
relataram a desintegragdo da membrana citoplasmatica aumentando a
permeabilidade de ATP pela acdo do timol.

Nota-se que a solu¢do de o6leo de S. aromaticum também apresentou
significativa atividade antimicrobiana sobre as culturas reveladoras utilizadas, P.

fluorescens e P. aeruginosa (Figuras 11 e 12).
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FIGURA 11 Valores médios (pontos) ¢ estimados (linha) de didmetro dos halos

de inibi¢do formados por Pseudomonas fluorescens ATCC 13525
frente ao 6leo de Syzygium aromaticum
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FIGURA 12 Valores médios (pontos) e estimados (linha) de didmetro dos halos
de inibi¢do formados por Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853
frente ao 6leo de Syzygium aromaticum
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Laeckeman et al. (1990) demonstraram a atividade in vitro do eugenol
sobre o crescimento de fungos, leveduras e bactérias, ndo ocorrendo atividade
inibitoria sobre virus.

Craveiro (1981) atribui as excelentes propriedades do cravo-da-india ao
eugenol, componente majoritario encontrado em 80% a 90% do 6leo essencial
desta planta. Segundo este autor, o eugenol provoca inibi¢do na producio de

amilase e de proteases pela célula, bem como sua deterioragio e lise.

4.3 Formagéo de biofilmes por Pseudomonas aeruginosa

Para a avaliacdo da eficiéncia das solugdes detergentes sanificante,
foram escolhidas duas dentre as quatro empregadas na etapa anterior. Os
critérios de selecdo de dleos essenciais para a elaboragdo das solugdes foram
maior rendimento ao final do processo de extracdo e presenca e auséncia de
atividade bactericida in vitro em agar Miieller-Hinton. A opgéo de se trabalhar
com um 6leo sem atividade antimicrobiana (salvia) deveu-se ao fato de testa-lo
em condi¢des diferentes das empregadas em superficie cavidade agar. Os
biofilmes foram submetidos a diferentes condi¢des de temperatura e tempo de
exposicdo daqueles experimentados pelas células em agar. Melhores condicdes
de crescimento ¢ adesdo foram conseguidos com P. aeruginosa, ndo tendo a
populagdo de P. fluorescens alcangado o valor sugerido por Andrade et al.
(1998) para que a populagao aderida fosse considerada biofilme.

Os resultados observados durante 10 dias de avaliagdo da quantificacdo
de células sésseis e planctonicas de Pseudomonas aeruginosa podem ser

visualizados nas Figuras 13 e 14.
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FIGURA 13 Valores médios (pontos) do niimero da popula¢do de bactéria

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 em leite, durante 10 dias
de avaliagdo
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FIGURA 14 Valores médios (pontos) e estimados (linha) do nimero da
populagdo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 aderida em
cupons de aco inoxidavel durante 10 dias

Na Figura 14 ¢ apresentada a curva de crescimento da bactéria
Pseudomonas aeruginosa em cupons de ago, em que se pode observar uma taxa
de crescimento de 0,2415. Para o crescimento da bactéria em leite (forma
plancténica), ndo foi possivel ajustar curva de crescimento, pois todos os
pardmetros foram ndo significativos (Figura 13).

Durante os quatro primeiros dias de avaliacdo da adesdo, as contagens
médias de células sésseis foram de 10° UFC/cm’. Nota-se que, a partir do 6° dia
de avalia¢do, houve aumento do crescimento da populagdo séssil, tendo o apice
do crescimento sido atingido apos 10 dias de cultivo. Considerando-se que, no
tempo inicial (T0), foram inoculados 10° UFC/mL de leite ¢ que, a cada dois
dias, uma troca do leite UHT estéril era realizada, a partir do 4° dia houve

biotransferéncia para o leite. A perda de células a partir de um biofilme nao se
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limita ao ultimo estagio do biofilme, mas pode ocorrer continuamente em baixos
niveis, durante o processo de formagdo de biofilme (Applegate & Bryers, 1991;
Fux et al., 2004; Sauer et al., 2002; Sauer et al., 2001). Essa perda de células a
partir de um biofilme pode ser devido a lise celular ou a remogdo de células
intactas e vidveis.

Varios mecanismos tém sido descritos, que resultam na remocao de
células intactas. A remocao de células intactas e viaveis pode ser inespecifica ou
passiva, tal como o destacamento de biofilme sob limitagdes na taxa de
transferéncia de massa de oxigénio nas camadas dos biofilmes ou sob estresse
hidrodindmico, devido ao cisalhamento pelo movimento do liquido circulante no
biofilme (Applegate & Bryers, 1991; Choi & Morgenroth, 2003; Picioreanu et
al., 2001).

No décimo dia de avaliagdo da adesdo em cupons de aco, evidenciou-se
uma populagdo séssil considerada biofilme, corroborando com informagdes de
Andrade et al. (1998), os quais sugerem que seja necessario o nimero minimo
de 107 células aderidas por cm?, para se considerar uma populagdo aderida como

biofilme.

4.4 Avaliacéo dos tratamentos empregados para remocédo de biofilmes

Os resultados das contagens de UFC/cm?, nos grupos testemunha (CST),
controle (NaOH 1%) e tratados com solugdes detergentes sanificante, estdo

expressos na Figura 15.
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FIGURA 15 Resultados de contagens de Pseudomonas aeruginosa em cupons
de aco sem tratamento e com tratamentos em diferentes tempos e
temperaturas de exposicao.

Maior média de Log UFC/cm?® (7,9 ciclos Log) foi observada no grupo
testemunha, tendo este apresentado maior desenvolvimento de células sésseis ao
final de 10 dias de cultivo. Este tratamento ndo diferiu significativamente do
controle. Demonstrou-se que os 6leos essenciais foram eficientes na redugdo da
populagio, resultando nos menores valores de Log UFC/cm®. Os mesmos podem
ser utilizados em temperaturas menores do que aquela na qual o NaOH
apresentou maior efeito, uma vez que altas temperaturas podem desencadear a

incrustag@o de proteinas na linha de processamento.
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Os valores de Log Kill obtidos ap6s o calculo estio expressos na Figura

16.
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CST = testemunha; CTR = controle; SLV = salvia e CRV = cravo-da-india

FIGURA 16 Valores de Log Kill apos tratamentos com solugdes detergentes
sanificantes, em diferentes tempos e temperaturas de exposicao.

A solugdo detergente sanificante de cravo-da-india mostrou-se eficaz em
todas as temperaturas e tempos testados, tendo em todos os tratamentos atingido
valores superiores a 5 reducdes decimais (RD), ao contrario da solugdo
sanificante de salvia, a qual s6 alcangou valor superior a 5 RD no tempo de
exposicdo 60 minutos a 45°C. Os microrganismos aderidos apresentam maior

resisténcia a a¢do de sanificantes (Mosteller & Bishop, 1993). Os mecanismos
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de reduzida suscetibilidade de células presentes no biofilme bacteriano a
antibioticos e biocidas tém sido assunto de consideravel niimero de debates e
experimentacdes. Estes mecanismos incluem: (i) reduzido acesso das moléculas
de biocidas as células bacterianas, (ii) interacdes quimicas entre biofilme e
biocida, (iii) modulagdo do microambiente, produzindo nutrientes e oxigénio
limitados (iv) producdo de enzimas degradativas que podem ser eficazes em
baixas concentracdes biocidas no biofilme, (v) trocas genéticas entre as células,
(vi) quorum sensing, (vii) presenga de organismos persistentes e sobreviventes
em bolsas, (viii) mutacdo e adaptagdo dentro do biofilme e (ix) efluxo biocida
(Russell, 2003).

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, alcancando até 5 reducdes decimais (RD) apos 30
segundos de contato a 20°C. Mas, em meios de cultivos, sélidos ou liquidos, ndo
ha a formacdo de glicocalix. fundamental ao processo de adesdo (Macedo,
2004). Porém, reportando as condigdes experimentais de cultivo e crescimento
dos microrganismos utilizados nesse trabalho, ndo se pode descartar a agdo
biocida da solucdo de salvia, uma vez que reduziu a populacdo séssil em
quantidades que variaram entre 3,5 a 6,7 RD, podendo ser aplicada em processos
de adesdo, reduzindo a populagdo a baixos niveis de deteccdo ou, até mesmo,
erradicacdo, dependendo da carga microbiana da superficie acometida. Os
estudos sobre atividade biocida de 6leos essenciais em biofilmes sdo poucos e
ainda ndo existe legislagdo especifica sobre o tema. Assim, qualquer redugdo
obtida pode ser considerada como eficiente “com ressalvas”.

De acordo com os dados da Figura 16, supde-se que o hidroxido de
sodio exerca sinergismo com os Oleos essenciais, podendo o efeito do o6leo
essencial ser mascarado pela volatilizagdo do mesmo pela elevacdo da

temperatura e o prolongamento do tempo de exposi¢ao. Essa hipotese pode ser
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verificada com a utilizagdo de temperatura constante de 45°C, por periodo de
exposi¢do mais elevado (60 minutos), havendo a erradicagdo de toda a
populagdo séssil. Sabe-se que o calor, energia térmica, tem agdo efetiva sobre a
eficiéncia da higienizacdo. Ressalta-se que o nivel de temperatura a ser utilizado
¢ limitado pela caracteristica do residuo a ser removido e pelo processo de
higienizacdo a ser utilizado (Macedo, 2004). Dessa forma, para melhor
verificagdo da atividade biocida de 6leos essenciais em associacdo ao hidroxido
de sodio, torna-se mais interessante o emprego de temperaturas inferiores a 45°C
por tempo de exposi¢do inferior ao tempo maximo empregado neste estudo.
Maiores estudos precisam ser alavancados para o melhor conhecimento sobre o
espectro de acdo dos dleos essenciais e até que ponto nao possuem seu efeito
mascarado pela solugdo de NaOH 1% associada aos 6leos.

Ressalta-se que, nem sempre, quanto maior o tempo de contato mais
eficiente sera a higienizacdo, pois as reagdes quimicas ocorrem com mais
eficiéncia no inicio da aplicagdo dos produtos quimicos e, muitas vezes, os
residuos gerados pelas reacdes mais demoradas levam a um maior custo do

procedimento (Macedo, 2004).

4.4.1 Comparacao entre os tratamentos empregados

Foram comparadas solugdes elaboradas com 6leos essenciais de cravo-
da-india e sdlvia, respectivamente e com o controle (NaOH 1%), quanto a
capacidade de remoc¢do de células sésseis apds 10 dias de cultivo. Houve
diferenca significativa (P<0,05) entre a atuacdo dos 6leos essenciais de cravo-
da-india e salvia, tendo este Gltimo ndo diferido significativamente do controle

avaliado.
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TABELA 6 Valores médios de redugdo média de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25853 observados apds tratamentos com solugdes
detergentes sanificante

Tratamentos Redug¢do média
Cravo-da-india 7,20 a
Salvia 4,06 b
Controle 3,80b

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

O oleo essencial de cravo-da-india apresentou a maior redu¢ao média de
Log UFC/cm?, sendo este o que melhor reduziu a populagdo aderida aos cupons
de aco (Tabela 6). A atividade bactericida de salvia foi demonstrada sobre
biofilmes quando associada ao hidroxido de so6dio em temperaturas e condigdes
diferentes daquelas demonstradas sobre células crescendo em agar Miieller-

Hinton.

4.4.2 Efeito do bindmio tempo x temperatura sobre a exposi¢do de biofilme
a solucgdes detergentes sanificante

Os efeitos das combinagdes entre diferentes tempos e temperaturas

foram estudados. Foram verificadas possiveis diferengas entre os tempos (15 e

60 minutos) e temperaturas (15°C e 45°C). Os resultados estdo expressos na

Tabela 7.
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TABELA 7 Valores médios de redugdo média de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25853 observados apds diferentes tempos de exposi¢do e

temperatura
Tempo
Temperatura 15 minutos 60 minutos
15°C 5,48 Aa 4,96 Aa
45°C 4,32 Aa 7,10 Bb

Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Ao se comparar os fatores tempo e temperatura de exposicao dos cupons
aos oOleos essenciais e controle (NaOH 1%), para cada tratamento, constatou-se
diferenca significativa no tempo de exposi¢cdo 60 minutos a 45°C.

Pelo teste de Scott-Knott, nota-se que o tempo de exposi¢cdo 60 minutos
a 45°C, proporcionou maior reducio média de valores Log UFC/cm”* (reducio
de 7,9 ciclos Log) (Fig 16) da populagdo. Nota-se que maiores valores de
redugdo a 15°C foram alcancados empregando-se tempo de exposi¢ao mais curto
(15 minutos). Maiores valores de reducdo foram observados para o Oleo
essencial de cravo-da-india, tendo este diferido significativamente do 6leo
essencial de sélvia.

Pelo teste de Scott-Knott ndo foi observada diferenca significativa entre
os tempos de exposi¢do avaliados na temperatura de 15°C. A temperatura de
45°C, observa-se que o tempo de exposi¢cdo de 60 minutos apresentou média de
Log UFC/cm’ maior e mais significativa que a apresentada no tempo de
exposi¢do de 15 minutos. O tratamento a 45°C por 60 minutos apresentou
redugdes de 7,9; 7,2 e 6,7 ciclos Log para o grupo controle, cravo-da-india e

salvia, respectivamente, podendo ser considerado mais eficiente que o
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tratamento a 45°C por 15 minutos, o qual reduziu a 1,4; 3,7 e 6,4 ciclos Log para

os grupos controle, salvia e cravo-da-india, respectivamente (Figura 16).
Deve-se ressaltar a importancia do conhecimento ¢ da obediéncia das

melhores condigdes de tempo e temperatura, de emprego das solug¢des biocidas,

para maior eficacia do produto.
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5 CONCLUSOES

Os oleos essenciais de tomilho e cravo-da-india apresentaram acdo
biocida, tendo o tomilho apresentado melhores resultados. Os o6leos de sdlvia e
alecrim ndo tiveram atividade sobre os microrganismos utilizados.

As solugdes detergentes sanificante de cravo-da-india e salvia
mostraram atividade bactericida, tendo a solugao de cravo-da-india apresentado

melhores resultados.
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