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RESUMO GERAL

A oferta de alimentos seguros e saudaveis é delginteresse por parte
governamental e indUstria de alimentos. Para anfiaraa inocuidade dos
alimentos, cada vez mais se utilizam de agentémiargbianos, tanto como
conservantes quanto sanificantes. Assim os micniggens ficam cada vez mais
expostos a essas substancias as quais muitas vezesos eliminam,
promovendo muitas vezes pressdo seletiva levandoamoecimento de
microrganismos resistentes a eles, ou ativando seusnismos de resposta
adaptativa ao estresse, fazendo com que sobrevéwmaroondicbes ambientais
inGspitas. Este trabalho teve como objetivo avaiatesposta adaptativa e a
adaptacdo cruzada @ostridium perfringensSalmonella enteric&nteritidis e
Staphylococcus aurewdsconcentracdes subletais dos 6leos essenciais)(O&’
Origanum vulgare (orégano) eSyzygium aromaticunfcravo-da-india), aos
compostos majoritarios eugenol e timol e ao deinfe acido peracético. As
concentracdes minimas bactericidas (CMB) dos artohianos e a influéncia
da temperatura de cultivo solige perfringenforam determinadas empregando-
se a técnica de diluicdo em caldo, utilizando-ddocBrain Heart Infusion
(BHI). As temperaturas empregadas foram: 20 °C;@& 37°C, o tempo de
incubacao foi de 24 horas. Os antimicrobianos fonamogeneizados em caldo
BHI contendo 0,5% (v/v) de Tween 80. As concelfteactestadas foram de
0,00; 0,05; 0,09; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12 2% (v/v). Apds incubacéo,
aliquotas das culturas foram retiradas e plaqueadadgar BHI adicionado de
0,5% de glicose, as placas foram incubadas a 38fQ@4 horas. A CMB foi
determinada baseando-se na auséncia de crescinenfacas. Para avaliacdo
da resposta adaptativa, apds ativacdo da cultlicaotas foram transferidas
para tubos contendo concentracdes subletais (1/4 €M/8 CMI) dos
antimicrobianos e cultivados a 37 °C por 6 horgmsAesse periodo, as células
foram recuperadas e as CMB foram novamente detadam O estudo da
adaptacgdo cruzada foi realizado cultiva@ostridium perfringengm presenca
de concentracdes subletais de eugenol, timol @ fedacético a 37 °C por 6h.
Apo6s adaptacdo, as células recuperadas foramadglizpara determinacédo das
CMB dos compostos aos quais elas nao foram preunia@mexpostas, em meio
contendo diferentes pH (6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,&; 3,0) e a temperatura de
cultivo de 20°C. Par8. aureus S. Enteritidis a influéncia da temperatura sobre
a concentracdo minima inibitéria (CMI) e bacterc{€MB) dos OEs, eugenol,
timol e &cido peracético foi estudada empregandoigenica de microdiluicdo
em caldo. Os antibacterianos foram utilizados mecentracdes de 0,00; 0,05;
0,09; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12 e 6,25 (v/v)seteanmperaturas estudas foram
20; 30 e 37°C. Em todos os experimentos, os OHsna e eugenol foram
homogeneizados em caldo Brain Heart Infusion (Bidigionado de 0,5% (v/v)
de Tween 80. Em todos os estudos envolvendo aeidegtico o Tween 80 ndo



foi utilizado. O crescimento bacteriano foi verdfio pela leitura da absorbancia
(DOs20nm) apds incubacédo das culturas nas diferentes temopas por 24hPara
avaliacdo da resposta adaptativa, os microrganisfoocm expostos as
concentragdes subletais de 1/4 CMI e 1/8 CMI ddibacterianos por 6 horas e
posteriormente incubados a 37 °C por 24 horas emerracdes acima das
CMI. A capacidade de adaptacdo cruzadaSdeaureuse S. Enteritidis foi
estudada cultivando previamente as células por rBhpeesenca de timol,
carvacrol e, ou, acido peracético em concentragdgetais (1/4 e 1/8 do CMI).
ApGs cultivo, as células foram recuperadas e eapastgentes antimicrobianos
diferentes daqueles expostos a concentracdes agbketemperatura de 20°C e
a diferentes pH (6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5).3RaraC. perfingensmao houve
influéncia da temperatura de cultivo sobre a CMB dieos essenciais de cravo
e orégano e do composto timol, cujas CMB foram #5;61,56 e 0,78%.
Entretanto a 30°C as CMB do eugenol e acido pdcactetram o dobro (6,25%)
e a metade (0,06%), respectivamente, daquelasashtigs outras temperaturas.
Apo6s exposicdo as concentracdes subletais dos iamtbianos a 37°CC.
perfringensse mostrou mais sensivel ao timol e ao eugenolcrégscendo em
meio contendo metade da CMB desses antimicrobi&migetanto, observou-se
adaptacdo ao OE de cravo e ao 4cido peracéticoyemgue, nas concentragdes
de 11,25% e 0,24%, respectivamefeperfringensresceu. Na temperatura de
cultivo de 20°C houve adaptagdo cruzada Qle perfringensa todos os
antimicrobianos testados. Apenas as células exgasida8 da CMB de eugenol
foram capazes de se adaptarem ao pH maior queimonde crescimentdC.
perfringensapresentou capacidade de adaptacdo e adaptagaolara alguns
fatores de estresse estudados, fato que mostraco de ocorréncia de
toxinfeccdes alimentares. As CMI dos OEs de oréganmavo da india, timol,
eugenol e acido peracético foram para S. Entesjtigispectivamente de 0,39;
0,39; 0,09; 0,39 e 0,03%. Ja p&aaureudoram, respectivamente, 0,78;, 0,78;
0,39; 1,56 e 0,06%. As CMI dos OE e do eugenolnfionaaiores a 37°C pa.
aureusdo que a 20 e 30°C. Ja p&zEnteritidis, as CMI tanto do OE de cravo
da india (0,39%) quanto para o eugenol (0,39%)fonzaiores a 37°C, nesta
temperatura a CMI do acido peracético, 0,03%, fenon. A CMI do timol foi
influenciada apenas pela temperatura de 30°C, @widmaior que as outras
(0,19%). TantoS. aureusguantoS. Enteritidis, adaptadas, se mostraram mais
sensiveis as CMIs anteriormente determinadas, tentoefoi observada alta
variabilidade no crescimento das células expostaandp cultivadas em
concentracbes mais elevadas que a CMI. Da mesmme fax variabilidade na
resposta fisioldégica das células tantdSdeureugjuanto des. Enteritidis, foram
observadas na adaptacéo cruz&laureuse mostrou capaz de tolerar pH mais
baixos apds exposicdo a concentracbes subletasugenol, timol e acido
peracético, fato ndo observado coBalmonella. As bactérias estudadas
mostraram-se capazes de se adaptarem a condig@ssimadequadas ao seu



crescimento quando expostas a condi¢des sublaticaindo risco na obtengéo
de alimentos seguros.

Palavras-chave: Cravo-da-india. Orégano. BactéR&sisténcia.



GENERAL ABSTRACT

The provision of safe and healthy food is of giatdrest to government
and to food industry. To guarantee food safetyin@otobial agents, sanitizers
as well as preservatives are increasingly being.uBkis way, microorganisms
are increasingly exposed to these substances, wftim do not eliminate them,
but often promotes selective pressure leading & eimergence of resistant
microorganisms to them, or by activating the metdras of adaptive response
to stress, causing them to survive in inhospitad@ironments. This study
aimed to evaluate the adaptive response and cdagdadion of Clostridium
perfringens, Salmonella enterica Enteritidis an@pBylococcus aureus to
sublethal concentrations of Origanum vulgare (omeya essential oils (EO's)
and of Syzygium aromaticum (clove),to the majodgmpounds eugenol and
thymol and to peracetic acid disinfectant. The munin bactericidal
concentrations (MBC) and the antimicrobial effefcthee temperature cultivation
on them were determined employing the broth ditutiechnique, using Brain
Heart Infusion broth (BHI). The temperatures usedea20 °C, 30 °C and 37 °C,
the incubation time was 24 hours. The antimicrobigénts were homogenized
in BHI broth containing 0.5% (v/v) Tween 80 Thet&ss concentrations were
0.00.; 0.05; 0.09; 0.19; 0.39; 0.78; 1.56, 3.12 ar&b% (v/v). After incubation,
aliquots of the cultures were taken and plated blh &yar, supplemented with
0.5% glucose, plates were incubated at 37 ° C folh@urs. The MBC was
determined based on the lack of growth on the plafe evaluate the adaptive
response after activation of culture, aliquots weaasferred to tubes containing
sublethal concentrations (1/4 MIC and 1/8 MIC) otimicrobial agents and
cultured at 37 ° C for 6 hours. After this peridde cells were recovered and
MBC was again determinate again. The study of eadsgptation was conducted
by cultivating Clostridium perfringens in the prase of sublethal
concentrations of eugenol, thymol and peracetid ati37 ° C for 6h. After
adjustment, the recovered cells were used to deterrthe MBC of the
compounds to which they have not previously beeposed to in media
containing different pH (6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.05,33.0) and cultivation
temperature of 20 °C. F&. aureus S. Enteritidis the influence of temperature
on the minimum inhibitory concentration (MIC) andctericidal (MBC) of EOs,
eugenol, thymol and peracetic acid was studiedguttie technique of broth
microdilution. Antibacterial agents were used im@entrations of 0.00; 0.05;
0.09; 0.19; 0.39; 0.78; 1.56, 3.12 and 6.25 (v eemperatures were studied
20; 30 and 37 ° C. In all experiments, the EOsmiblyand eugenol were
homogenized in brain heart infusion broth (BHI)pslemented with 0.5% (v/v)
of Tween 80. In all studies involving peraceticdatlie tween 80 was not used.
Bacterial growth was checked by reading the absmda(DQ.o.,) after
incubation of the cultures at different temperasuiar 24 hours. To evaluate the



adaptive response, microorganisms were exposegbtetsal concentrations of
1/4 MIC and 1/8 MIC of antibacterial for 6 hoursdatmen incubated at 37 ° C
for 24 hours in concentrations above the MIC. Thiéita to cross adaptation of
S. aureus and S. enteritidis has been previoustijest by culturing the cells for
6h in the presence of thymol and carvacrol or piacacid in sub-lethal
concentrations (1/4 and 1/8 MIC). After cultivatiatells were recovered and
exposed to different antimicrobials of those expla®esublethal concentrations,
temperature of 20 ° C and different pH (6.0, 5.5, 8.5, 4.0, 3.5, 3.0) adjusted
with lactic acid. ForC. perfringensthere was no influence of cultivation
temperature on the MBC of the essential oils ofe€land oregano and thymol
compound whose MBC were 6.25; 1.56 and 0.78%. Hewat30 °C, the MBC
of eugenol and peracetic acid were double (6.25% #&alf (0.06%),
respectively, than those obtained in the other tratpres. After exposure to
sublethal concentrations of the antimicrobial at@7C. perfringensvas more
sensitive to the thymol and eugenol, not growingmadia containing these
antibiotics half of the MBC. However, there was ptd#ion to EO and to
peracetic acid, once at concentrations of 0.24% EHn#5%, respectivelyC.
perfringensgrew. In cultivation temperature of 20 °C theresweoss adaptation
of C. perfringensto all antibiotics tested. Only exposed to 1/8scef eugenol
MBC were able to adapt to greater pH than the mahigrowth one.C.
perfringensshowed capacity of adaptation and cross-adaptébic@ome stress
factors studied, a fact that shows the risk of fpaisoning. MICs of EOs of
oregano and clove, thymol, eugenol and peracetit were toS Enteritidis,
respectively 0.39; 0.39; 0.09; 0.39 and 0.03%. Boraureus they were,
respectively, 0.78, 0.78; 0.39; 1.56 and 0.06%. WHE of eugenol and EO
were higher at 37 °C f@. aureughan at 20 °C and 30 °C. As farEnteritidis,
the MIC of both OE clove (0.39%) and for eugenaoBf8%) were higher at 37
°C, at this temperature the MIC of peracetic a6i@3%, was lower. Thymol
MIC was only influenced by the temperature of 30 §W@ich was higher than
the others (0.19%). Both. aureusasS Enteritidis, adapted, were more sensitive
to the previously determined MICs, however, highiatility was observed in
the growth of treated cells when grown in highengantrations than the MIC.
Similarly, variability in the physiological respansf the cells of botl$. aureus
andS. enteritidis was observed in the cross adaptaBoaureusas been shown
to tolerate lower pH after exposure to sublethahcemtrations of eugenol,
thymol and peracetic acid, fact that was not olsdrwith Salmonella The
bacteria studied were capable of adapting to cmmditprior to the inadequate
growth when exposed to sublethal conditions indigatisk in getting safe food.

Keywords: CloveOreganoBacterial - Resistance.
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1 INTRODUCAO

A seguranca alimentar tem apresentado enorme ngiievdo dominio
da saude publica nos Ultimos anos. Os alimentogasnuezes, atuam como
fonte de transmissdo de doencas bacterianas paemiogis e para 0 ser
humano. Para assegurar alimentos in6cuos ao ca@yras inddstrias utilizam
cada vez mais agentes antimicrobianos. Com o aomdmitutilizacdo desses
agentes, a resisténcia a antimicrobianos tem sijetm de atencdo dos
pesquisadores. Com a grande utilizacdo de antibiamos para garantir a
inocuidade alimentar e a saude do ser humano,céérisa tém ficado cada vez
mais expostas a concentracfes subletais de ageatdicantes durante os
procedimentos de higienizacdo e a conservantege @agmenta a possibilidade
do aparecimento de microrganismos resistentessa ééwido a ativacao dos
mecanismos de resposta adaptativa ao estresseddazem que sobrevivam em
condicBes ambientais antes improprias ao seu oreatd.

Os consumidores cada vez mais procuram alimentoigais, naturais,
convenientes e que contenham baixo teor de sal eodservantes ou, até
mesmo, auséncia desses. A utilizacdo de dleosaisisecondimentares, como
0os O6leos de cravo-da-indiéSyzygium aromaticyme orégano @riganum
vulgare e seus compostos majoritarios, como agentesaateiianos, surgiu
como alternativa natural para substituicio dos ewasites normalmente
utilizados tornando os alimentos mais saudaveis.

Com a constante utilizacdo de agentes antimicrobian niumero de
bactérias que se mostram resistentes aos agentiisasdes e antimicrobianos
utilizados tém aumentado (DAVIDSON; HARRISON, 200#2anto na area
médica quanto na industria de alimentos, mostraasisim, a possibilidade de

aparecimento de mais microrganismos resistentesa Esapacidade de
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desenvolver resisténcia aos agentes antimicrobideosiso na industria de
alimentos é caracteristica observada entre os rgamsmos de forma geral.

As bactérias podem desenvolver resisténcia aosexyantimicrobianos
por mutacdo, aquisicdo de novas informacdes gesétpor transferéncia
horizontal de genes, expressao de genes silenaosscimento em biofilme,
além das alteracdes fenotipicas. O mecanismo gqeegd® cruzada confere aos
microrganismos resisténcia a fator de estresseedife daquele ao qual foram
submetidos. As células bacterianas apresentam artest alteracdes quando
expostas a condi¢cbes extremas que causam est@sEequentemente, para
gue ocorra sobrevivéncia destas é necessaria ac@eotla resposta celular para
detectar, monitorar e responder a essas altera¢@egrincipio geral da
adaptacdo ao estresse pode ser simplesmente imdicaduma bactéria que é
exposta ao estresse subletal, podendo tornar-se mesistente a aplicacdes
subsequentes do mesmo fator, ou, em alguns casdstgres diferentes (HILL
et al., 2002).

Como o0s 6leos essenciais jA vém sendo utilizadosndastria de
alimentos e seu efeito antibacteriano foi comproyadatual preocupacéo é a
possibilidade de que os mesmos possam induzir risecas de adaptacdo nos
microrganismos, se usados em doses subletais camsergantes e sanificantes.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a respadtptativa e a adaptacéo
cruzada de Clostridium perfringens Salmonella entericaEnteritidis e
Staphylococcusaureus a concentracdes subletais dos o6leos essenciais de
Origanum vulgare (orégano) eSyzygiumaromaticum (cravo-da-india), aos
compostos majoritarios eugenol e timol e ao detinfe acido peracético.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Adaptacao e adaptacéo cruzada das bactérias gemtes antimicrobianos

Pode-se inferir que a resisténcia antimicrobiaresaltado de complexa
interacdo entre os agentes antimicrobianos, mianisgnos e meio ambiente.
Assim, a versatilidade microbiana de se adequarcagdicdes impostas
representa um mecanismo de defesa (FIOCRUZ, 2005).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos dielm atribuida a
mecanismos herdados e ndo herdados (LEVIN; ROZHENSG)2 que estédo
diretamente ligados a espécie bacteriana e acoefisanogico (LEVIN, 2004).

Véarios estudos mostram que o0 uso de determinadodicaates
promovem pressao seletiva e contribuem para orsargo de microrganismos
resistentes a eles (LANGSRUD et al.,, 2003). Apdsxposi¢do regular aos
sanificantes, bactérias Gram-positivas apresentdamahcia a estes compostos
guimicos. Estudos revelaram que bactérias de me@mnero e espécie tém
diferentes graus de sensibilidade ao mesmo demtéet Além disso,
desinfetante com formulagdes quimicas similaresé¢rpondo idénticas, tém
eficacia diferente contra as mesmas bactérias (Bt al., 2002). Assim, é
possivel que a resisténcia dos microrganismos easfilnbe a sanificantes
também possa ser consequéncia da exposi¢cdo prdbrgyadoses subletais
destes compostos (DAVIDSON; HARRISON, 2002).

Apesar da base da resisténcia bacteriana a aitiitioser bastante
conhecida, a resisténcia a sanificantes e congesvda alimentos ainda é pouco
estudada. Os mecanismos bioquimicos exatos deagdapte de resisténcia
permanecem largamente desconhecidos (LEVIN, 200RA@JDAKI;
HILTON, 2005; RUSSEL, 2003).
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A preocupacdo com a producdo de alimentos maisreeg com o
aumento da vida 0til dos produtos tem levado ao msds frequente da
sanificacdo quimica (LANGSRUD et al., 2003). Assise 0s agentes
antimicrobianos e sanificantes tém como funcaorotartpatégenos de origem
alimentar, os fabricantes de alimentos devem salaés sobre o potencial de
desenvolvimento de resisténcia dos microrganismie®s a(DAVIDSON,;
HARRISON, 2002).

Resisténcia cruzada pode ocorrer quando diferendgentes
antimicrobianos tém o mesmo alvo na célula, atingeacomum de acesso aos
respectivos alvos ou iniciam uma via comum paraoatancelular, ou seja, 0
mecanismo de resisténcia € o0 mesmo para mais dagente antibacteriano
(CHAPMAN, 2003). De acordo com Landau e Shapiral®20 evidéncias
moleculares e fisiolégicas apontam que bactériamgpaicas de origem
alimentar podem se adaptar a estresses subletane) consequéncia,
tornando-se mais resistentes em niveis letais ttesee ou protecdo cruzada
contra outros estressores.

2.2 Oleos essenciais

Em razdo do aumento da resisténcia de microrgasigratogénicos a
multiplas drogas, devido ao uso indiscriminado déndcrobianos, existe a
preocupacdo para a procura de novas alternativapétgicas (LIMA et al.,
2006). Os 6leos essenciais e seus compostos raasiestdo entre os produtos
naturais de grande interesse cientifico, devido ssiptidade de emprega-los
como agentes antimicrobianos, pois constituem umpitante fonte de novos
compostos hiologicamente ativos (MICHELIN et aQ03.

Os Oleos essenciais sdo formados a partir de vietabdlicas

secundarias e podem ser definidos como misturaplegas de substancias
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volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e ilfiais, que ocorrem em estruturas
secretoras especializadas, tais como pelos glaedyleélulas parenquimaticas
diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas fhsigeou esquizolisigenas.
Podem ser estocados nas flores, folhas, cascautsy oeadeira, raizes, rizomas,
frutos e sementes, podendo variar na sua composied@cordo com a
localizagdo em uma mesma espécie (SIMOES; SPITZa6).

A origem de todos os metabdlitos secundarios pedeaspartir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarioag@pais: o acido chiquimico e
0 acetato. O acido chiquimico é formado pela cosalgo alddlica de dois
metabdlitos da glicose, fosfoenolpiruvato e erirdsfosfato, originando os
aminoacidos aromaticos, fenilalanina e tirosineecprsores da maioria dos
metabolitos secundarios aromaticos. Exemplos de postos arométicos
originados do metabolismo secundario sdo os famhmoides, que derivam do
acido cindmico, originado da fenilalanina a pattiracdo da enzima fenilalanina
amonialiase (PAL) e apresentam uma cadeia lateratéd atomos de carbono
ligados ao anel aromatico (Figura 1) (SANTOS, 2004)
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Figura 1 Ciclo biossintético dos metabdlitos seduiod
Fonte: SANTOS, 2004

Na natureza, os 6leos essenciais exercem imponpap& na protecao
das plantas tendo acao antibacteriana, antivinéf{iagica, inseticida e também
contra herbivoros. Podem agir, também, atraindetass para favorecer a
dispersdao de pdlens e sementes ou repelir aqueldssegjaveis. Pelas
propriedades apresentadas ha hatureza tém sidoaramke aplicados.
Aproximadamente 3.000 6leos essenciais sdo cord®c8D0 dos quais séo
comercialmente importantes, especialmente nas tiakls farmacéutica,
agrondmica, alimenticia, sanitaria, de cosméticds perfumaria (BAKKALI et
al., 2008).
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Os principais constituintes quimicos dos 6leos resaé deOriganum

vulgaree Syzygiunaromaticumestao relacionados no Quadro 1.

Figura 2 Constituintes quimicos dos 6leos esssnd@Origanum vulgaree
Syzygiunaromaticum

Condimento Nome Principal constituinte do 6leo Estruturas
cientifico essencial
Cravo-da- Svzygium 2-metoxi-4-(2-propenil) fenol OH
india aromaticum (eugenol) OCH;
ﬁH eugenol
CH>
Orégano Origanum S5-metil-2-(1-metiletil)
vulgare fenol(timol);
OH
Timol
2-metil-5-(1-metilletil) fenol
OH
(carvacrol)
Carvacrol

Fonte: Adaptado de Parry (1962)

2.2.1 Mecanismo de a¢ao dos 6leos essenciais

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais nas scdlatderianas
(Figura 2) sdo danos estruturais e funcionais a brema citoplasmatica
(SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994). Como séo tipicamenlipofilicos, os

Oleos essenciais se acumulam na bicamada lipidicaethbrana citoplasmatica,
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conferindo caracteristica de permeabilidade (SIKKENBONT; POOLMAN,
1994; BAKKALI et al.,, 2008). A permeabilidade dasembranas celulares é
dependente da sua composicdo e da hidrofobicidame stlutos que a
atravessam (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995), de maaeique a
resisténcia bacteriana a 6leos essenciais parerer@acionada a habilidade de
particdo dos componentes dos mesmos na fase é&pide membrana
(LAMBERT et al., 2001).

Em bactérias, a permeabilizacdo da membrana citm@liica esta
associada a dissipacdo da forca préton motivaueadi respeito a reducao do
pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, dpede metabdlitos e
ions, como potassio e fosfato (LAMBERT et al., 20BAKKALI et al., 2008).
Desta forma, danos estruturais a membrana citopkicsan levam ao
comprometimento de suas fungBes como barreirdvsetetle agdo enzimatica e
geracgdo de energia (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994).

Coagulagio Forca Proton
1 Motiva
b

Extravazamento
de constitvintas
citoplasmatico:
matabolitos = Citeplasma
ions

hismbrana
sy’ Citoplazmadtica

Parede celular

Proteinas de membrana

Figura 3 Mecanismo de agéo dos 6leos essenciais
Fonte: BURT, 2004
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2.2.2 Origanum vulgare (Orégano)

A espécie Origanum vulgareé uma planta perene, aromatica e
condimentar pertencente a familia Lamiaceae e cisdnecomo orégano,
manjerona-silvestre ou manjerona-rasteira. E uraat@lherbacea, rasteira ou
decumbente (SILVA JUNIOR; VERONA, 1997). Sua altpde oscilar entre
25 e 80 cm; o caule é ereto, as vezes com umaacéalmardo-avermelhada;
forma touceiras e possui rizoma rasteiro, esculelepartem raizes fibrosas. As
folhas sdo pecioladas, inteiras, opostas em angitp ovais e pontiagudas
(TESKE; TRENTINI, 1997). O comprimento das folhasl& 1 a 5 cm; suas
flores possuem cores diversas e um comprimento de8mm; o fruto é
tetraquénio, sendo cada uma das partes ovoida.eElisriginaria da Europa e
Asia, vegeta espontaneamente em solos pedreggsadas da Europa e do sul
da Russia. E nativo, no México e certas regideAmarica do Sul. Preferem
regifes de clima temperado e solos bem férteisatieara calcaria, permeaveis,
secos, que recebam bastante luz solar (VON HERTWINIS1). O orégano
emana um perfume fresco, intenso, herbaceo, setileado para fins
aromaticos e condimentares. Seu 6leo essenciahgidesado como potente
bactericida e fungicida reconhecido cientificamente

Silva Junior e Verona (1997), pesquisando os @drala planta de
orégano, verificaram a presenca de sabineno, @ise0o, p-cimeno e
cariofileno. Esses foram responsaveis pelas atiesla antioxidantes,
expectorantes, digestivas e anti-inflamatérias., LEaeng e Chang (2005)
encontraram no Oleo essencial das folhas a presdnsa componentes
majoritarios timol e carvacrol, que se mostraraiieftes como antioxidantes,
tanto que essa propriedade foi comparada a corzhatiiddade da vitamina E e
BHT.
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Vérios estudos tém focado sobre as propriedaddégiias do 6leo
essencial d®©riganum vulgaree seus principais constituintes (SOUZA et al.,
2007; BARROS et al., 2012(. vulgare vulgarmente conhecido como orégano,
possui muitas propriedades terapéuticas (por exengphforética, anti-
inflamatdrio, anti-séptico, carminativo e antiespédico) que sao utilizados na
medicina nativa por muito tempo. O 6leo esseneial apresentado resultados
interessantes na inibicdo do crescimento de bastéfungos e sintese de
metabdlitos microbianos (BAYDAR et al., 2004; NOSTRt al., 2004)

2.2.38yzygium aromaticum (cravo-da-india)

A arvore produtora d&yzygium aromaticumvulgarmente conhecida
como cravo-da-india, da familia Myrtaceae, é endémas Moluscas do Norte
(Arquipélago de Moluscas, Indonésia), tendo sidssatninada pelos alemaes
durante a colonizacao pelas outras ilhas do ari@gjpgassim como para outros
paises. Atualmente, Zanzibar e Madagascar sdoimsgais produtores desta
espécie, seguidos pela Indonésia (MAZZAFERA, 2003).

No Brasil, praticamente apenas na Bahia, na red@ioBaixo Sul
(Valenca, ltubera, Taperod, Camamu e Nilo Pecardsiq especiaria é
produzida na forma comercial (FRAIFE-FILHO; CESARAMOS, 2005).

E muito utilizado também como condimento na culmétevido ao seu
marcante aroma e sabor, conferido por um compesifli€o volatil, o eugenol.
Nas folhas, ele chega a representar aproximadan®&ie do 6leo extraido
(RAINA et al., 2001).

O cravo é conhecido por ser uma planta medicingizado como
expectorante, antiemético, estimulante, antiflatiadlee para o tratamento da
dispepsia. E também usado como um anddino e grtiss@m odontologia. O

6leo extraido do cravo contém propriedades antiimicas, analgésicas,
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antibacterianas, antifingicas e anticarcinogén{ZatENG; KENNEY; LAM,
1992).

2.3 Compostos majoritarios

2.3.1 Timol

Os principais compostos ativos dos 6leos essersdai®em conhecidos
por possuirem atividade antimicrobiana contra 0s cranganismos
contaminantes de alimentos (DI PASQUA et al., 2006)

Neste sentido, o timol (Figura 1) tem sido amplam&studado devido
ao seu efeito como conservante em alimentos, sefatizo contra os agentes
patogénicos e microrganismos deterioradores (DI GPAS et al., 2007).
Estudos enfatizam a efetividade antimicrobianaimholt a qual contribui para
aumentar a vida Gtil de alguns alimentos (MASTROMAD et al., 2010).

Este composto antibacteriano causa ruptura da nae@bcelular,
inibindo a atividade da ATPase, liberando o ATPrace¢lular e outros
constituintes dos microrganismos (BURT, 2004).

Figura 4 Estrutura Molecular do Timol

2.3.2 Eugenol

Eugenol (Figura 2) € um composto fendlico volatiéeo principal

constituinte do 6leo extraido do cravo-da-india @ZAFERA, 2003), € um
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derivado fenilpropanoide, sendo quimicamente desigrcomo 4-alil-2-metdxi-
fenol ou 2-metoxi-4-(2-propenil-fenol), conhecidamumente como esséncia de
cravo (ESCOBAR, 2002). Apresenta baixa solubilidage agua e é
completamente solGvel em cloroférmio, alcool etiligordura e éter. Por ser
lipofilico é rapidamente absorvido (ESCOBAR, 20628 capaz de penetrar as
membranas biolégicas e atingir alvos intracelulamao as mitocéndrias, onde
inibe a oxidacdo do NADH (Nicotinamida adenina dieotideo reduzida),
diminuindo os niveis de ATP (USTA et al, 2002).

Tabela 1

OH

O

i

&=

ESTRUTURA PLANA
Figura 5 Estrutura Molecular do Eugenol

2.4 Acido peracético

O &cido peracético, também chamado de peréxidccide @acético ou
acido peroxiacético € um agente sanificante questdmutilizado com bastante
sucesso. E obtido pela reacdo do &cido acéticonarido acético com o
peréxido de hidrogénio (BLOCK, 1991).

Trata-se de excelente sanificante por ser capgzateover oxidagao
dos radicais livres, tendo como alvo tipico nasileél microbianas (Figura 3),
enzimas e proteinas do grupo tiol, causando, aswiibhicdo metabdlica
(DENYER; STEWART, 1998). Embora sua ac¢éo biocida sdluenciada pela
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concentracdo, temperatura e microrganismo alvojcagilles em baixas

concentracBes tém se mostrado eficazes (NASCIMEBITAD, 2003).

Gram negativa Gram positiva

(B)

Parede Celular

Peptideoglicano e
LFs)

* Montagem e
estrutura

Membrana Ctoplasmética

- Integridade estrutural

- Cadeia respiratana e enzimas
ligadas & membrana

- Mecanismos de transporte

- Processo de acoplamento de
energia

Citoplazsma

- ReagBes anabalicas
- ReagBes catabolicas
- Acidos nucleicos

Figura 6 Célula bacteriana vegetativa gram-negatigeam-positiva, mostrando
0s trés principais alvos de agentes biocidas: @gge celular, (B)
membrana citoplasmética e (C) citoplasma. (Figwlaptada de
Denyer e Stewart, 1998).

Neste sentido, o acido peracético é utilizado wigistria de alimentos
por ser eficaz contra uma gama de microrganisnéus,afterar o sabor e odor
dos alimentos e nado oferecer risco de toxicidade,sp decompor em residuo
seguro (acido acético e perdxido de hidrogénigue Ihe permite ser utilizado

em aplicacfes que ndo tenham enxague (BLOCK, 1991).

2.5 Clostridium perfringens

Clostridium perfringensé caracterizado como bastonete anaerdbio,
Gram-positivo, formador de esporo oval-subtermimaicapsulado e imével.
Para o cultivo, a bactéria requer pH 6timo de @mesgto de 7,2 com minimo

entre 5,5 e 5,8 e maximo entre 8,8 e 9,0. Sdo s@&tes 13 aminoacidos
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essenciais para seu crescimento; a atividade deesga compreendida na faixa
entre 0,93 a 0,97. Em concentragbes de cloreto 4o sa 6% ndo ha
multiplicacdo (CATO; GEORGE; FINEGOLD, 1986).

Clostridium perfringeng uma bactéria sulfito redutora, fermentadora de
lactose, reduz o nitrato e hidroliza a gelatinai &escimento é estimulado pela
presenca de carboidrato fermentavel e inibido p@% 2de bile (SILVA,
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2007).

Apesar de ser classificado como microrganismo abazrClostridium
perfringenspode sobreviver e crescer em presenca de oxig&mdp, portanto,
anaerobio aerotolerante, formando esporos resstepor diferenciacdo da
célula bacteriana vegetativa que exigem maiortéesia e baixo metabolismo
da bactéria. Em geral, na forma esporulada, o¢ricims podem sobreviver as
condi¢cdes extremas como variagbes de temperatdemsecacdo, acidez do
meio, radiacdo e agentes quimicos (CATO; GEORGREHOLD, 1986).

O aumento de alimentos prontos refrigerados fornacgbiente
adequado para o agente patogénico oporturistatridium perfringens O
microrganismo tem capacidade de crescer entre 42:50m crescimento lento
na temperatura de 20°C e faixa 6tima de crescimdm#B - 45°C, podendo ser
encontrado viavel em alimentos, agua e ar. Sol&suim em condi¢des
extremas é fator de diferenciacdo das células atgms desse microrganismo
(NOVAK; JUNEJA, 2002).

A toxinfeccdo alimentar causada por perfringenstipo A é uma das
mais comuns no segmento industrializado (restaesamtospitais e asilos). A
dose infecciosa para a ocorréncia da doenca é dert8-10 células. O lento
resfriamento apos cocgdo permite que os endésgerasinem desde que haja
condigBes anaerdbicas. Uma vez germinados em tatoperambiente as
células vegetativas aumentam em numero (BANERJEHJNBA, 2010). A

producdo de enterotoxina @ perfringengCPE) é associada com a formacgéo
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de enddsporom vivo estimulada pelas condi¢cdes acidas do estdmagdos pe
sais biliares do intestino. Durante o processo dporellacdo, as células
produzem enterotoxina CPE, que é acumulada ndasioya da célula e liberada
no organismo, juntamente com o endésporo maduro YRESTAD;
GRANUM, 2002).

2.6 Caracteristicas de Salmonella enterica Enteriis, Staphylococcus
aureus

A contaminacdo de superficies e alimentos por mgarsmos
deterioradores e patogénicos € preocupacdo natiad@® alimentos. As
caracteristicas fisiolégicas dos microrganismosepodonferir resisténcia aos
agentes antimicrobianos, como, por exemplo, aosficgartes usados no
procedimento de higienizagcdo ou nos antimicrobiarnitigados na conservagéo

dos alimentos.

2.6.1 Salmonella enterica Enteritidis

Salmonella é uma bactéria em forma de bastonet® cla familia
Enterobacteriaceae, aerdbia facultativa, Gram-negatndo produtora de
esporos. A maioria é movel, com flagelos peritdguia exce¢do da S.
Gallinarum e S. Pullorum. Esse género fermentacasgt, produzindo acido e
gas, porém é incapaz de fermentar a lactose eaaosac(FORSYTHE, 2002),
além de ser capaz de utilizar o citrato como Ufooge de carbono (FRANCO;
LANDGRAF, 1996). A temperatura O6tima de crescimen® de
aproximadamente 38°C e a minima de 5°C. Como ndoafo esporos sdo
relativamente termossensiveis, podendo ser dessriad60°C, por 15 a 20
minutos (FORSYTHE, 2002).
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Salmonella enterica é o0 agente etiol6gico de deehemsmitidas por
alimentos em aves e produtos avicolas, sendo essgsincipais fontes de
infeccdo no ser humano, sendo os sorovares S. Myphim e Enteritidis os
mais comuns associados com a infeccdo humana (GORZ&IL et al.,
2012), ambos classificados atualmente como re-amtasg,

O pH 6timo para a multiplicacdo das salmonelas fiicximo de 7,0,
sendo que valores superiores a 9,0 e inferiores,0a sdo bactericidas.
Dependendo da natureza do &cido utilizado paréiaeigfio, o pH minimo pode
subir para 5,5 e concentracdes de sal superid®®@&s r@éo sao toleradas por essa
bactéria (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Em relacdo a dade disponivel, a
inibicdo do crescimento foi observada em valoresatiddade de agua (R
abaixo de 0,94 em meios com pH neutro. Coqnmaiores, os valores de pH
podem ser menores (JAY, 2005).

Salmonella, assim como outros microrganismos epdtogénicos,
possui surpreendente capacidade de sobreviver endicbes rigorosas
encontradas no ambiente natural e no organismoetesp. A capacidade de
adaptacdo e sobrevivéncia a estes estresses estamente relacionada a
habilidade de alguns microrganismos em causar dse(8UDIA; WEBB;
FOSTER, 2001).

As bactérias do género Salmonella caracterizam-@e pvovocar
contaminacdes devido as deficiéncias de sanearbésico e as mas condi¢cbes
higiénico-sanitarias da maioria da populacdo, aliado precario controle de
gualidade de algumas industrias alimenticias ebdéedouros de aves (TUNON
et al., 2008).

As infeccdes por Salmonella podem ser graves, edpemmte em
criancas, idosos ou pessoas imunodeprimidas, cemidfectante possivel para
as pessoas saudaveis d2d00 UFC (SANTOS et al., 2001).
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Pesquisas realizadas visando detectar Salmongllaeap alimentos no
Brasil indicam sua presenca em alimentos com etinde umidade e proteinas
como molhos de salada, maionese, linguicas, ové$A(L et al., 2007) e
frangos (SANTOS et al., 2001).

Apesar das melhorias nas condicbes higiénico-sasta no
processamento de alimentos, surtos de salmonalogasgdos pelo consumo de
alimentos contaminados, ainda ocorrem e constitséio problema de salde
publica (JAY, 2005).

2.6.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureug muito comum em alimentos de grande
manipulacdoEssa espécie do géne&taphylococcugue se apresenta em forma
de cocos Gram-positivos ndo esporulados, catalaseagulase positivos se
dividem em mais de um plano para formar racimatnieénsionais de células
denominados como “cachos de uva’ (PERREIRA e2800).

Embora sejam mesofilicas, algumas linhagensSdeaureuspodem
crescer a temperaturas de até 6,7°C. Em geragsgiorento ocorre na faixa de
7°C a 47,8°C, as enterotoxinas sédo produzidas @0f€ e 46°C, contudo a
temperatura 6tima esta entre 40°C e 45°C. Embeascarem meios de cultura
sem NaCl, pode multiplicar-se em concentracdes da 0%, e algumas
linhagens podem crescer em até 20% de sal. Coasitfiero pH, dS. aureus
pode se multiplicar entre 4,0 e 9,8, mas sua faifixaa esta entre 6,0 e 7,0. Em
relacdo a @ os estafilococos sdo os Unicos organismos capkzesescer em
valores menores que outras bactérias ndo halafili€a crescimento foi
demonstrado com valores abaixo de 0,83 sob corgligéais, embora 0,86 seja
normalmente reconhecido como valor minimo ¢epara crescimento (JAY,
2005).
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O crescimento d&. aureusem alimentos representa potencial perigo a
salde publica porque muitas cepas produzem uma omna@ria das
enterotoxinas (SES) que causam toxinose alimesgangeridaAKINEDEN et
al., 2008. A toxinose estafilocécica é caracterizada parseas, vomitos, dores
abdominais, diarreia e dores de cabeca. O inicgosittomas é normalmente
rapido, dependendo da suscetibilidade individuabxana, da quantidade de
alimentos contaminados ingeridos e da quantidadeogima no alimento
ingerido (FORSYTHE, 2002).

Desde que a toxinose estafilocécica de origem akiandoi estabelecida
como uma das mais comuns doenc¢as bacterianas itidasnpelos alimentos,
as estratégias de controle 8e Aureustétm ganhado importancia devido aos
problemas causados no setor de alimentos, problgoesém sendo causados
no setor de alimentos (SOUZA et al.,, 2009). Carmederivados sao
considerados como um dos veiculos para a trangmisliS. aureus
(BLAIOTTA et al., 2004).

O contato com superficies inadequadamente higiéaiza dos
equipamentos de producdo ou a exposicdo do pradlinmenticio podem
promover a contaminagcdo no produto pBr aureus A presenca deste
microrganismo em linhas de processamento de alowdpin sido considerada
um indicativo de condi¢des precarias de higieneaeipulacéo inadequada da
matéria-prima ou do produto final (NOTERMANS; WERMS, 1991).



38

REFERENCIAS

AKINEDEN, O.; HASSAN, A. A.; SCHNEIDER, E.; USLEBEFE.
Enterotoxigenic properties &taphylococcus aureisolated from goats' milk
cheeseFood Microbiology, v. 124, p. 211-216, 2008.

AUDIA, J. P.; WEBB, C. C.; FOSTER, J. W. Breakitgdugh the acid barrier:
An orchestrated response to proton stress by ertacierialnternational
Journal of Medical Microbiology, v. 291, p. 97-106, 2001.

BAKKALI, F.; AVERBECK, S.; AVERBECK, D.; IDAOMAR, M Biological
effects of essential oils: a revielood and Chemical Toxicology Oxford, v.
46, n. 2, p. 446-475, Feb. 2008.

BANERJEE, P.; BHUNIA, A. K. Cell-based biosensor fapid screening of
pathogens and toxinBiosensors and Bioelectronigsv. 26, n. 1, p. 99-106,
2010.

BARROS, J. C.; CONCEICAO, M. L.; GOMES NETO, N.GOSTA, A. C.
V.; SOUZA, E. L. Combination of Origanum vulgaredssential oil and lactic
acid to inhibit Staphylococcus aureus in meat beotth meat modeBrazilian
Journal of Microbiology, v. 43, n. 3, p. 1120-1127, 2012.

BAYDAR, H.; SAGDIC, O.; OZKAN, G.; KARADOGAN, T. Atibacterial
activity and composition of essential oils fr@niganum, ThymbrandSatureja
species with commercial importance in Turkegod Control, v. 15, n. 3, p.
169-172, 2004.

BLAIOTTA, G.; ERCOLINI, D.; PENNACCHIA, C.; FUSCOVY;
CASABURI, A.; PEPE, O.; VILLANI, F. PCR detectiori staphylococcal
enterotoxin genes in Staphylococcus spp straitatesbfrom meat and dairy
products. Evidence for new variants of seG andns8l aureus AB-8802.
Journal of Applied Microbiology, v. 97, n. 4, p. 719-730, 2004.

BLOCK, S. S. Peroxygen compounds. In: BLOCK, SDiSinfection,
sterilization and preservation 4th ed. Philadelphia: Lea Febiger, p. 167- 181,
1991.



39

BRAOUDAKI, M.; HILTON, A. C. Mechanisms of resistaa inSalmonella
entericaadapted to erythromycin, benzalkonium chloride tictbsan.
International Journal of Antimicrobial Agents, Amsterdam, v. 25, n. 1, p. 31—
37, 2005.

BRYNESTAD, S.; GRANUM, P. EClostridium perfringensind foodborne
infections.International Journal of Food Microbiology, Amsterdam, v. 74, n.
3, p. 195-202, Apr. 2002.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial prajesrand potential application
in foods: a reviewlnternational Journal of Food Microbiology, v. 94, n.3, p.
223-253, 2004.

CATO, E. P.; GEORGE, W. L.; FINEGOLD, S. MenusClostridium. In:
Sneath, P. (ed). Bergeys manual of systematic ialcigy. Baltimore: Williams
e Wilkins. v.2, p.1179-1182, 1986.

CHAO, M.R.; HSIEN, C.H.; YEH, C.M.; CHOU, S.J.; CHG.; SU, Y.C.; YU,
C.Y. Assessing the prevalenceS#Imonella enterican poultry hatcheries by
using hatched eggshell membrarfesultry Science v. 86, n. 8, p. 1651-1655,
2007.

CHAPMAN, J. S. Desinfectant resistance mechanisness-resistance, and co-
resistancelnternational Biodeterioration & Biodegradation, v. 51, n. 4,
p.271-276, 2003.

DAVIDSON, P. M. ;HARRISON, M. AResistance and Adaptation to Food
Antimicrobials, Sanitizers, and Other Process QistFood Technology, v.
56, n. 11, p. 69-78, 2002.

DI PASQUA, R.; HOSKINS, N.; BETTS, G.; MAURIELLO, Ghanges in
membrane fatty acids composition of microbial celtfuced by addiction of
thymol, carvacrol, limonene, cinnamaldehyde, angkeol in the growing
media.Journal of agricultural and food chemistry, v. 54, n. 7, p. 2745-2749,
2006.

DI PASQUA, R.; BETTS, G.; HOSKINS, N.; EDWARDS, MERCOLINI, D.;
MAURIELLO, G. Membrane toxicity of antimicrobial agpounds from
essential oilsJournal of agricultural and food chemistry, v. 55, n. 12, p.
4863-4870, 2007.



40

DENYER, S. P.; STEWART, G. S. A. B. Mechanisms ctian of disinfectants.
International Biodeterioration & Biodegradation, v. 41, n. 3, p. 261-268,
1998.

ESCOBAR, R. G. Eugenol: Propriedades farmacolégidagicoldgicas.
Ventajas y esvantajas de su URevista Cubana Estomataglv. 39, n. 2, p. 139-
156, 2002.

FORSYTHE, S. JMicrobiologia da Seguranca Alimentar. Porto Alegre:
Artmed, 2002, 424 p.

FRAIFE-FILHO, G. A.; CESAR, J. O.; RAMOS, J. V. @mda-india. 2005.
Radar Técnico. CEPLAC. Disponivel em http://wwwleemyov.br/radar.htm.
Acesso em margo de 2012.

FRANCO, B. D. G.; LANDGRAF, MMicrobiologia de Alimentos. Sdo Paulo:
Atheneu, 1996, 182 p.

FUNDACAO OSVALDO CRUZ (FIOCRUZ/LRNCEB/LAB). Manuale
Procedimentos para Determinagdo da Suscetibilidatienicrobiana em
Enterobactérias. 2005. (Um CD ROOM).

GONZALEZ-GIL, F.; LE BOLLOCH, A.; PENDLETON, S.; ZANG, N.;
WALLIS, A; HANNING, I. Expression ohilA in response to mild acid stress in
Salmonella enterices serovar and strain dependeltturnal of Food Science,

v. 77, n. 5, p. 292-297, 2012.

HILL, C.; COTTER, P. D.; SLEATOR, R. D.; GAHAN, G. M. Bacterial
stress response in Listeria monocytogenes: jumbiadpurdles imposed by
minimal processingnternational Dairy Journal , v. 12, p. 273-283, 2002.

JAY, J. M.Microbiologia de Alimentos, 62 Edicdo, Artmed, 2005, 711p.

LAMBERT, R. J.; SKANDAMIS, P. N.; COOTE, P. J.; NHAS, G. J. A
study of the minimum inhibitory concentration andde of action of oregano
essential oil, thymol and carvacrdburnal of Applied Microbiology, Oxford,
v. 91, n. 3, p. 453-462, Sept. 2001.

LANDAU, E.; SHAPIRA, R. Effects of subinhibitory o@entrations of menthol
on adaptation, morphological, and gene expressianges in
enterohemorrhagiEscherichia coliApplied and Environmental

Microbiology , v. 78, n. 15, p. 5361-5367, Aug. 2012.



41

LANGSRUD, S; SIDHU, M. S.; HEIR, E.; HOLCK, A. L.&terial disinfectant
resistance - a challenge for the food indudtriernational Biodeterioration &
Biodegradation, v. 51, p. 283-290, 2003.

LEE, H. C.; CHENG, S. S.; CHANG, S. T. Antifungabperty of the essential
oils and their constituents from Cinnamomum osmogiin leaf against tree
pathogenic fungiJournal of the Science of Food and Agriculturgv. 85, n.
12, p. 2047-2053, 2005.

LEVIN, B. R. Noninherited resistance to antibioti€gience Washington, v.
305, p.1578-1579, 2004.

LEVIN, B. R.; ROZEN, D. E. Non-inherited antibiotiesistanceNature
Reviews Microbiology, London: v.4, p.556-562, 2006.

MASTROMATTEO, M.; DANZA, A.; CONTE, A.; MURATORE, G DEL
NOBILE, M. A. Shelf life of ready to use peeledisips as affected by thymol
essential oil and modified atmosphere packadimgrnational Journal of
Food Microbiology, v. 144, n. 2, p. 250-256, 2010.

MAZZAFERA, P. Efeito alelopatico do extrato alcad@ido cravo-da-india e
eugenolRevista Brasileira de BotanicaSao Paulo: v. 26, n. 2, p. 231-238,
jun. 2003.

MICHELIN, D. C.; MORESCHI, P. E.; LIMA, A. C.; NASBAENTO, G. G.

F.; PAGANELLI, M. O.; CHAUD, M. V. Avaliacéo da atidade antimicrobiana
de extratos vegetaiRevista Brasileira FarmacognosiaJodo Pessoa: v. 15, n.
4, p. 316-320, 2005.

NASCIMENTO, M. S.; SILVA, N.; CATANOZI, M. P. L. M.SILVA, K. C.
Avaliacado comparativa de diferentes desinfetandesamitizacdo de uva.
Brazilian Journal of Food Technology v. 6, n.1, p. 63-68, jan./jun. 2003.

NOSTRO, A.; BLANCO, A. R.; CANNATELLI, M. A.; ENEAV.; FLAMINI,
G.; MORELLI, I.; SUDANO, A. R.; ALONZO, V. Suscettility of

methicillin-resistant staphylococci to oregano essential ailyacrol and

thymol. FEMS Microbiology Letters, v. 230, n. 2, p. 191-195, 2004.



42

NOTERMANS, S.; WERNARS, K. Imunological methods ftatection of
foodborne pathogens and their toxilmernational Journal of Food
Microbiology, Amsterdam: v. 12, n. 1, p. 91-102, Jan. 1991.

NOVAK, J. S.; JUNEJA, V. KClostridium perfringenshazards in new
generation fooddnnovative Food Science & Emerging Technologies. 3,
p. 127-132, 2002.

LIMA, I. O; OLIVEIRA, R. A. G.; LIMA, E. O.; FARIAS N. M. P.; SOUZA,
E. L. Atividade antifingica de 6leos essenciaigs@spécies de
CandidaBrazilian Journal of Pharmacognosy v. 16, n. 2, p. 197-201, 2006.

PARRY. J. W.Spices:morfology, histology, chemeitry. New York: Chemical
v.2, 1962, 183 p.

PERREIRA, M. L.; PERREIRA, J. L.; SERRANO, A. M.HRGDOLL, M. S.
Estafilococos: até onde sua importancia em aling®a@iene Alimentar, Sao
Paulo: v. 44, n 68/69, p 32-41, jan./fev. 2000.

RAINA, V. K.; SRIVASTAVA, S. K.; AGGARWAL, K. K;
SYAMASUNDAR, K. V.; KUMAR, S. Essential oil compdsin of Syzygium
aromaticumleaf from Little Andaman, Indidlavour and fragrance journal,
v. 16, n. 5, p. 334-336, 2001

RUSSELL, A. D.Similarities and differences in the response ofrauoganisms
to biocidesJournal Antimicrobial Chemotherapy, London: v. 52, p. 750—
763, 2003.

SANDER, J. E.; HOFACRE, C. L.; CHENG, I. H.; WYATR. D.
Investigation of Resitance of Bacteria from comei@moultru sources to
commercial disinfectantgvian DiseasesWashington: v. 46, p. 997-1000,
2002.

SANTOS, L. R.; NASCIMENTO, V. P.; OLIVEIRA, S. DELORES, M. L.;
PONTES, A. P.; RIBEIRO, A. R.; SALLE,C.T.P.; LE@B, R. F. F.
Polymerase chain reaction (PCR) for the detectfd®atmonellain artificially
inoculated chicken medaRevista do Instituto de Medicina Tropical Sao
Paulo: v. 43, n. 5, p. 247-250, 2001.

SANTOS, R. |. Metabolismo basico e origem dos n@itds secundarios. In:
SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MEQ, J. C. P,;



43

MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. RFarmacognosia: da planta ao
medicamentq Porto Alegre: Ed. da UFSC, v. 5; p. 467-495, 2004

SIKKEMA, J.; BONT, J. A. M. de; POOLMAN, B. Intertions of cyclic
hydrocarbons with biological membrandeurnal of Biological Chemistry,
Baltimore, v. 269, n. 11, p. 8022-8028, Mar. 1994.

SIKKEMA, J.; BONT, J. A. M.; POOLMAN, B. Mechanisntzg membrane
toxicity of hydrocarbonsMicrobiological Reviews Washington, v. 59, n. 2, p.
201-222, June 1995.

SILVA JUNIOR, A. A.; VERONA, M. L. F.Plantas medicinais e aromaticas
Itajai, SC: Ministério de Meio Ambiente, Fundo Nawl do Meio Ambiente,
1997, 456 p.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V. C. A.; SILVEIRA, N. F. AManual de métodos
de andlise microbiol6gicas de alimentos ed. Sdo Paulo: Varela, 2007, 536p.

SIMOES, C.M.O.; SPITZER, V. Oleos volateis. In: SDES, C. M. O.;
SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTL. A.;
PETROVICK, P. RFarmacognosia:da planta ao medicamento. Porto Alegre:
Ed. da UFSC,v. 5, p. 467-495, 2004.

SOUZA, E. L.; STAMFORD, T. L. M.; LIMA, E. O.; TRAANO, V. N.
Effectiveness oOriganum vulgard.. essential oil to inhibit the growth of food
spoiling yeasts-ood Control, v. 18, n. 5, p. 409-413, 2007.

SOUZA, E. L.; BARROS, J. C.; CONCEICAO, M. L.; GONMENETO, N. J.;
COSTA, A.C.V. Combined application @friganum vulgard. essential oil and
acetic acid for controlling the growth 8taphylococcus aureurs foods.
Brazilian Journal of Microbiology, n. 40, p. 387-393, 2009.

TESKE, M.; TRENTINI, A. M. M.Herbarium Compéndio de Fitoterapia
3.ed. Curitiba, 1997, 317 p.

TUNON, G. I. L.; NUNES, R. N.; SILVA, T. M.; CALASAIS, M. W. M.
Resisténcia antimicrobiana @almonella sp isolada de carne de frango
resfriadacomercializada em Aracaju, SergiBaletim Epidemioldgico
Paulista, v. 5, n. 52, p. 4-6, 2008.

USTA, J; KREYDIYYEH, S; BAJAKIAN, K; NAKKASH-CHMAISSE, H. In
vitro effect of eugenol and cinnamaldehyde on memémpotential and



44

respiratory chain complexes in isolated rat livétogondria.Food and
Chemical Toxicology v. 40, p. 935-940, 2002.

VON HERTWING, I. F.Plantas aromaticas e medicinaisplantio, colheita,
secagem, comercializacéo. 2. ed. S&o Paulo: 169%4,, 414 p.

ZHENG, G. Q.; KENNEY, P. M.; LAM, L. K. Sesquiterpes from clove
(Eugenia caryophyllafeas potential anticarcinogenic agedisurnal of
natural products, v. 55, n. 7, p. 999-1003, 1992.



45

CAPITULO 2 Adaptacio e adaptacio cruzada deC/ostridium perfringens

a diferentes fatores
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RESUMO

A preocupacdo com a producdo de alimentos maisrcege a
necessidade do aumento da vida util dos produtodeteado ao uso constante
de diferentes agentes antimicrobianos. Estudos ramstque o uso de
determinados sanificantes, principalmente em cdragies inadequadas,
promovem pressao seletiva e contribuem para orsargo de microrganismos
resistentes a eles, ativando seus mecanismospEstesadaptativa ao estresse e
fazendo com que sobrevivam em condi¢Bes ambieatdés limitantes ao seu
crescimento. Este trabalho teve como objetivo avaliadaptacdo e a adaptagéo
cruzada deClostridium perfringensa concentracBes subletais dos Oleos
essenciais (OE) d@riganum vulgargorégano) €yzygium aromaticuifcravo-
da-india), aos compostos majoritarios eugenol elteérao acido peracético. As
concentracdes minimas bactericidas (CMB) dos arttohianos e a influéncia
da temperatura de cultivo sobre elas foram detewtsisn empregando-se a
técnica de diluicdo em caldo, utilizando-se cdddain Heart Infusion (BHI). As
temperaturas empregadas foram: 20°C, 30°C e 37t€npo de incubacao foi
de 24 horas. Os antimicrobianos foram homogenefzadocaldo BHI contendo
0,5% (v/v) de Tween 80. As concentragBes testamtasf de 0,00; 0,05; 0,09;
0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12 e 6,25% (v/v). ApoOsulmacdo, aliquotas das
culturas foram retiradas e plaqueadas em agar Blitioaado de 0,5% de
glicose, as placas foram incubadas a 37°C por egshé CMB foi determinada
baseando-se na auséncia de crescimento nas farasavaliacdo da resposta
adaptativa, apés ativacdo da cultura, aliquotaanfotransferidas para tubos
contendo concentragdes subletais (1/4 CMI e 1/8)@Ms$ antimicrobianos e
cultivados a 37°C por seis horas. ApOs esse periaglocélulas foram
recuperadas e as CMB foram novamente determin@dastudo da adaptacdo
cruzada foi realizado cultivand€@lostridium perfringensem presenca de
concentracBes subletais de eugenol, timol e &citacptico a 37°C por seis
horas. Apé6s adaptacdo, as células recuperadas farfiimadas para
determinacdo das CMB dos compostos aos quais &tmafonam previamente
expostas, em meio contendo diferentes pH (6,0;%(;4,5; 4,0; 3,5; 3,0) e a
temperatura de cultivo de 20°C. Nao houve influ#mizl temperatura de cultivo
sobre a CMB dos 6leos essenciais de cravo e orégdo@omposto timol, cujas
CMB foram de 6,25; 1,56 e 0,78%. Entretanto, a 3@8QCMB do eugenol e
acido peracético foram o dobro (6,25%) e a metade6o), respectivamente,
daquelas obtidas nas outras temperaturas. Apoéssiefipoas concentraces
subletais dos antimicrobianos a 37C, perfringensse mostrou mais sensivel
ao timol e ao eugenol, ndo crescendo em meio cdmteretade da CMB desses
antimicrobianos. Entretanto, observou-se adaptagd@E de cravo e ao &cido
peracético, uma vez que nas concentracfes de 11,25%0,24%,
respectivamenteC. perfringenscresceu. Na temperatura de cultivo de 20°C
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houve adaptacao cruzada@eperfringensa todos os antimicrobianos testados.
Apenas as células expostas a 1/8 da CMB de euderash capazes de se
adaptar ao pH maior que o minimo de crescimebigerfringensapresentou
capacidade de adaptacdo e adaptacdo cruzada & djores de estresse
estudados, fato que mostra o risco de ocorréndiaxiéldeccdes alimentares.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana. Timol. ilgécido peracético
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ABSTRACT

The concern with the production of safer food amal need to increase
the shelf life of products has led to the constasd of different antimicrobial
agents. Studies show that the use of certain zarsti especially in inadequate
concentrations, promote selective pressure andibotd to the emergence of
microorganisms resistant to them, activating thechmeisms of adaptive
response to stress and causing them to survivavinoemental conditions that
were limiting to their growth. This work aimed teaduate the adaptation and
cross-adaptation of Clostridium perfringens to ethdl concentrations of
essential oils (EO) oDriganum vulgare(oregano) andyzygium aromaticum
(clove), to the major compounds eugenol and thyamal to peracetic acid. The
minimum bactericidal concentrations (MBC) and tindraicrobial effect of the
temperature cultivation on them were determinedleyipg the broth dilution
technique, using Brain Heart Infusion broth (BHIhe temperatures used were
20 °C, 30 °C and 37 °C, the incubation time was@4rs. The antimicrobial
agents were homogenized in BHI broth containing®{&/v) Tween 80 The
tested concentrations were 0.00.; 0.05; 0.09; 00139; 0.78; 1.56, 3.12 and
6.25% (v/v). After incubation, aliquots of the autts were taken and plated on
BHI agar, supplemented with 0.5% glucose, plate®weubated at 37 ° C for
24 hours. The MBC was determined based on thedagkowth on the plates.
To evaluate the adaptive response after activatibrculture, aliquots were
transferred to tubes containing sublethal conctabs (1/4 MIC and 1/8 MIC)
of antimicrobial agents and cultured at 37 ° C@drours. After this period, the
cells were recovered and MBC was again determexgaén. The study of cross-
adaptation was conducted by cultivating Clostridipenfringens in the presence
of sublethal concentrations of eugenol, thymol pedacetic acid at 37 ° C for
6h. After adjustment, the recovered cells were dgetbtermine the MBC of the
compounds to which they have not previously beeposed to in media
containing different pH (6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.05,33.0) and cultivation
temperature of 20 °C. There was no influence divailon temperature on the
MBC of the essential oils of clove and oregano #nanol compound whose
MBC were 6.25; 1.56 and 0.78%. However at 30 °€,MBC of eugenol and
peracetic acid were double (6.25%) and half (0.Q6%8pectively, than those
obtained in the other temperatures. After exposumiblethal concentrations of
the antimicrobial at 37 °@. perfringensvas more sensitive to the thymol and
eugenol, not growing in media containing thesebamtics half of the MBC.
However, there was adaptation to EO and to peracatid, once at
concentrations of 0.24% and 11.25%, respectiv€ly,perfringensgrew. In
cultivation temperature of 20 °C there was crosptation ofC. perfringengo
all antibiotics tested. Only exposed to 1/8 cefieogenol MBC were able to
adapt to greater pH than the minimal growth o@e.perfringensshowed
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capacity of adaptation and cross-adaptation to simes factors studied, a fact
that shows the risk of food poisoning.

Keywords: Bacterial resistancéhymol. Eugenol.Peracetic acid.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo com a producdo de alimentos maisreeg com o
aumento da vida atil dos produtos tem levado ao msis frequente de
sanificantes quimicos (LANGSRUD et al.,, 2003). ikssse os agentes
antimicrobianos e sanificantes tém como func&orotartpatégenos de origem
alimentar, os fabricantes de alimentos devem saiaés sobre o potencial de
desenvolvimento de resisténcia dos microrganismie®s a(DAVIDSON,;
HARRISON, 2003).

Estudos mostram que o uso frequente de sanificpnbesove pressao
seletiva e contribui para o surgimento de microigyans resistentes a eles
(LANGSRUD et al., 2003). Apds a exposicao regutzs sanificantes, bactérias
Gram-positivas, apresentam tolerancia a esses @ogpguimicos. Estudos
revelaram que bactérias de mesmo género e espgéaialiferentes graus de
sensibilidade ao mesmo desinfetante. Além dissinfdgante com formulacdes
guimicas similares, porém nao idénticas, tém afcdliferente contra as
mesmas bactérias (SANDER et al., 2002).

Em razdo do aumento da resisténcia de microrgasigratogénicos a
multiplas drogas, devido ao uso indiscriminado dénadcrobianos, existe a
preocupacao para a procura de novas alternatirggsteticas (OLIVEIRA et al.,
2006). Os 6leos essenciais e seus compostos raAdmsiestdo entre os produtos
naturais de grande interesse cientifico, devido ssiptidade de emprega-los
como agentes antimicrobianos, pois constituem umpeitante fonte de novos
compostos biologicamente ativos (MICHELIN et aQ03).

A toxinfeccdo alimentar causada polostridium perfringengipo A é
uma das mais comuns no segmento industrializadsta(rantes, hospitais e
asilos), o aumento de alimentos prontos refrigezagdmporciona ambiente

adequado para 0 agente patogénico oportunista. €rong@nismo tem
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capacidade de crescer entre 12-50°C, com cresanamb na temperatura de

20°C e faixa 6tima de crescimento de 43-45°C, mmleser encontrado viavel

em alimentos, agua e ar (NOVAK; JUNEJA, 2002). Aalinfecciosa para a

ocorréncia da doenca é cerca dé-10° células. Sobrevivéncia em condicées
extremas é fator de diferenciacédo das células atrgas desse microrganismo.
O lento resfriamento ap6s coccdo permite que oéspodos germinem desde
gue haja condi¢des anaerdbicas. Uma vez germireaddsmperatura ambiente

as células vegetativas aumentam em nimero (BANERBEHENIA, 2010).

A resisténcia cruzada pode ocorrer quando difesendgentes
antimicrobianos tém o mesmo alvo na célula, atingeacomum de acesso aos
respectivos alvos ou iniciam uma via comum paraoatencelular, ou seja, 0
mecanismo de resisténcia é o mesmo para mais dagente antibacteriano
(CHAPMAN, 2003). De acordo com Landau e Shapiral®20 evidéncias
moleculares e fisiolégicas apontam que bactériamgpaicas de origem
alimentar podem se adaptar a estresses subletamm® consequéncia,
tornando-se mais resistentes em niveis letais ttesee ou protecdo cruzada
contra outros estressores.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a respaestaptativa e a
adaptacdo cruzada delostridium perfringensa concentracdes subletais dos
Gleos essenciais d@riganumvulgare(orégano) €yzygiumaromaticum(cravo-
da-india), aos compostos majoritarios eugenol eltEnao desinfetante acido
peracético.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de execugédo do experimento

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratéeiditrobiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimeu@dJniversidade Federal

de Lavras.

2.2 Antimicrobianos

Oleos essenciais (OEs) &yzygium aromaticure Origanum vulgare
foram adquiridos da FERQUIMAINdustria e Comércio Ltda., (Vargem Grande
Paulista, Sdo Paulo, Brasil) e os compostos majm# eugenol e timol
adquiridos na Sigma-Aldri¢h O desinfetante acido peracético utilizado foi o
SANDET 286.

2.3 Microrganismo

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizealacepa de
Clostridium perfringengipo A ATCC 13124pertencente a cole¢do de culturas
do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Repmento de Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras.
2.3.1 Padronizacao, estocagem e preparo dos inéailo
A cultura deClostridium perfringengipo A ATCC 13124 foi reativada

inoculando-se 1i1. em tubos contendo 10 mL de Cald@lostridium,

suplementado com 0,5% (m/v) de glicose e incubad®®°C por 24 horas em
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condi¢Bes anaerdbicas geradas em jarra de anasFoBioos a incubacdo foram
retirados 1QL da cultura e transferidos para 100 mL de caldol,BH
suplementado com 0,5% de glicose, seguido de igéba 37°C por 24 horas
em condi¢bes anaerbbicas geradas pela adicaoamiileral estéril.

A padronizacdo do inoculo foi realizada por meio elaboracéo de
curva de crescimento; o desenvolvimento do micrasgao foi monitorado por
espectrofotometria, D.O. 600 nm, e contagem dieataplacas em Agar BHI
suplementado com 0,5% (m/v) de glicose, seguidmeighacdo a 37°C por 24
horas.

A cultura estoque foi armazenada em meio de comgelo (15 mL de
glicerol; 0,59 de peptona bacterioldgica; 0,3 gedrato de levedura; 0,5 g de
NaCl; 100 mL de agua destilada; pH 7,2+2), em feex -80°C, durante o

periodo de execuc¢édo do experimento.

2.4 Influéncia da temperatura de cultivo deClostridium perfringens sobre
as concentracdes minimas bactericidas (CMB) dos Ok essenciais de
orégano e cravo-da-india, timol, eugenol e acido @eético

As concentrac6es minimas bactericidas (CMB) dossolessenciais
(OEs) de cravo-da-india e orégano, eugenol, timad @cido peracético foram
determinadas empregando-se o método de diluicdrakto descrito por Nccls,
2003. As temperaturas de incubacao utilizadas f@@n30 e 37°C.

Tubos de ensaio contendo 6 mL de caldo BHI, supiée com 0,5%
(m/v) de glicose e acrescido 0,5% de Tween 80 foadinionados de 6leos
essenciais e dos compostos majoritarios, ondegasrges concentracdes foram
preparadas: 0,00; 0,05; 0,09; 0,19; 0,39; 0,786;13%12 e 6,25 (v/v). Para o
acido peracético o meio nao foi adicionado de Twe@nsendo utilizadas as
concentracbes de: 0,00; 0,0039; 0,0078; 0,015;; M@®B; 0,12; 0,25; 0,5%
(V/v).
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A cada tubo foram adicionados 2QQ de suspensdo de inéculo
padronizada. Os tubos foram incubados nas difereéateperaturas por 24 horas
em condicbes anaerobicas geradas pela adicdo dendteral. Apds esse
periodo, aliquotas foram plaqueadas em agar BHesgmtado com 0,5% de
glicose, empregando-se a técnica de sobrecamadzuleadas a 37°C por 24
horas. As menores concentracdes que resultaramoempleta inibicdo do
crescimento bacteriano foram denominadas concéesatinimas bactericidas
(CMBs).

2.5 Determinacédo do pH minimo de crescimento e mmo inibitério

A influéncia do pH no crescimento foi avaliada embds de ensaio,
adicionados de 1mL de caldo BHI suplementado cd®oje glicose com pH
ajustados com acido cloridrico, acido acético daldtico em: 6,0; 5,5; 5,0; 4,5;
4,0; 3,5; 3,0. Em cada tubo foram adicionadosil0@e cultura padronizada e
incubados a 37°C por 24 horas em condi¢cdes anaasdperadas pela adicao de
6leo mineral estéril.

O pH minimo inibitério foi definido como o menorleacapaz de inibir
completamente o crescimento bacteriano. O pH mind®mocrescimento foi

aquele imediatamente anterior ao pH minimo inikmtér

2.6 Adaptacdo deClostridium perfringens as concentracdes subletais dos
6leos essenciais, compostos majoritarios e acidaqestico

As células foram expostas a concentracdes subtiEai®Es, compostos
majoritarios e acido peracético. As doses subletiisadas foram equivalentes
a 1/4 CMB e 1/8 CMB de cada 6éleo essencial, coropasiajoritarios e 4cido
peracético. Em tubos de ensaio contendo 10 mL W® &HI suplementado
com 0,5% de glicose e acrescido de 0,5% de TweefoBm adicionados 0s
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antibacterianos nas concentragdes subletais deC/B e 1/8 CMB. Apos
homogeneizacao, o inéculo foi adicionado na comaegéb de 1OUFC mL?Y,
onde foi estabelecido, através da absorbanciaabtidcurva de crescimento e
os tubos foram incubados em anaerobiose pela ade&&@beo mineral estéril a
37°C por seis horas.

2.7 Determinagdo das concentracdes minimas inibiiés dos oOleos
essenciais, compostos majoritarios e acido peracdii sobre as células
adaptadas

Apbs exposicdo as doses subletais, aliquotas dedamculturas foram
retiradas, centrifugadas (5000 x g/ 5 minutos)ad@s e ressuspendidas em
solucdo salina 0,9% (m/v) por trés vezes. A susfefs padronizada em 40
UFC mL* utilizando-se a escala de MacFarland. As célulaptadas foram
expostas a diferentes concentracdes dos 6leoscessede cravo-da-india e
orégano, dos compostos majoritarios eugenol e tienalo acido peracético
(CMB/2; CMB; 1,2 x CMB; 1,4 x CMB; 1,6 x CMB; 1,8 MB; 2 x CMB). A
técnica utilizada foi a de microdiluicdo em pla¢@iIVEIRA et al., 2012). A
absorbancia das amostras foi lida a 620 nm emr lgi¢go microplacas. As
menores concentragdes que resultaram em compigigdim do crescimento
bacteriano ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C selradose foram
denominadas concentragbes minimas inibitorias éadas expostas a doses
subletais (CMBy).

O controle foi constituido de células ndo expostasdoses subletais
(CMBhps).
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2.8 Determinacdo da capacidade de adaptacdo cruzadie Clostridium
perfringens

A capacidade d€. perfringensem desenvolver capacidade de adaptacdo
cruzada foi avaliada empregando-se a pré-expod@d@ctéria a concentracdes
subletais de eugenol, timol e/ou acido peracético.

2.8.1 Compostos majoritarios e acido peracético

Células expostas as concentracdes subletais denauderam
submetidas a diferentes concentracdes de tendicido peracético; células
expostas as concentracdes subletais de timol fauabmetidas a diferentes
concentracbes de eugenol e &cido peracético, ajlasélexpostas as
concentracBes subletais de acido peracético foralbmetidas a diferentes
concentracdes eugenol e timbbi utilizado o procedimento descrito no item
4.7.

2.8.2 pH

Células submetidas a concentra¢des subletais ogostos eugenol e
timol e do acido peracétidoram cultivadas em meio com diferentes valores de

pH, foi utilizado o procedimento do item 4.5.
2.8.3 Temperatura
As células submetidas a concentracfes subletaisahogostos eugenol

e timol e do acido peracéticioram incubadas a 20°C de acordo com a

metodologia utilizada no item 4.7.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia da temperatura de crescimento sobreas concentracdes
minimas bactericidas (CMB) dos 0leos essenciais, ngpostos
majoritarios e acido peracético

As concentracdes minimas bactericidas dos antitiiemmos sobreC.
perfringense a influéncia da temperatura sobre elas esticsaqeras na
Tabela 1.

Tabela 1 Influéncia da temperatura de cultivaCdiestridium perfringensobre
as concentracdes minimas bactericidas (%) dos éksenciais, timol,
eugenol e acido peracético

Concentracdo Minima Bactericida

Antimicrobianos

20°C 30°C 37°C
Cravo 6,25 6,25 6,25
Orégano 1,56 1,56 1,56
Timol 0,78 0,78 0,78
Eugenol 3,12 6,25 3,12
Acido Peracético 0,12 0,06 0,12

(Cravo) Oleo essencial de cravo. (Orégano) Oleeresal de orégano. Os valores de
CMB foram obtidos através da analise do plaqueamn®wuvido a técnica utilizada, ndo
foi possivel obter os valores da CMI.

Os resultados mostraram que 0s 0leos essenciaisade-da-india e
orégano foram bactericidas em concentracdes quan&s maiores que 0S Seus
respectivos compostos majoritarios, eugenol e timaltemperatura 6tima de
crescimento da bactéria. Segundo laudo fornecitbbgrapresa (FERQUIMA),

0 6leo essencial de cravo-da-india possui 83% derali e 0 6leo essencial de
orégano possui 71% de carvacrol e 3% de timol, ostog isbmeros cuja
atividade antimicrobiana é semelhante. O O6leo davccrfoi o agente

antimicrobiano com o maior CMB, enquanto que o amstgptimol apresentou o

menor CMB dentre os agentes estudados.
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A temperatura de incubacao influenciou na CMB dgeeol e do acido
peracético. A CMB do eugenol solge perfringengguando incubado a 30°C foi
maior quando comparada aos valores obtidos nastaipas de 20°C e 37°C,
sendo esta 6tima ao crescimento celular da bactéria

Os danos causados pelo estresse térmico as déad@sianas resultam
principalmente em quebra de pontes de hidrogérittezacdes hidrofobicas.
Esses eventos conduzem diretamente na desnatgegéae proteinas e acidos
nucleicos. Como as bactérias ndo tém capacidadendelar a sua temperatura
intracelular, quanto maior a temperatura exterr@pnserdo os danos as células
(MADIGAN et. al., 2010).

As CMBs dos 6leos essenciais, timol, eugenol ecapatacético sobre
C. perfringenssao mostradas neabela 2. Ndo houve influéncia da temperatura
sobre as CMBs dos 6leos de cravo (6,25%) e oréga/m®%) e o timol
(0,78%).

As temperaturas de incubacao influenciaram nososféiactericidas do
eugenol e do &cido peracético, ambos na temperatird0°C. O eugenol
apresentou a maior concentracdo estudada (6,25%p cOMB e o acido
peracético a menor (0,06%).

As CMBs dos OEs néo diferiram entre as temperatdeascubacao.
Neste sentido, para os microrganismos anaerdbgosntimicrobianos podem
ser utilizados junto a diminuicdo da temperatuesiacterizando os “obstaculos
de leistner” ja amplamente utilizado nas indistrées processamento de
alimentos (LEISTNER, 1992).

3.2 Determinagéo do pH minimo inibitério e do minine de crescimento

A determinacdo do pH minimo inibitério (pk4) e o minimo de

crescimento (phhc) dos acidos organicos e inorganicos, influenciadarforma
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diferente o crescimento celular da bactéria. A nramd citoplasmatica das
bactérias € relativamente impermeéavel aos johs HDH. Desta forma, em
ambientes &cidos as células precisam evitar qimnesH entrem, ou expeli-los
numa velocidade maior que a de entrada, pois algiompostos-chave
intracelulares, como 0 DNA e o0 ATP, necessitamealgralidade (JAY, 2005).
Os é&cidos organicos, latico e acético promoveraiomegstresse sobre
C. perfringeng(Tabela 2) uma vez que houve crescimento somepgetia do
pH 4,5. Esses resultados sdo esperados, pois darigksicos sdo considerados
acidos fracos de cadeia curta (C1-C7) (DIBNER; BUN, T2002) o que resulta
em acao antimicrobiana elevada, devido as suasteesdicas lipofilicas na
forma ndo dissociada, onde o0 acido permeia membreglalar do
microrganismo, se dissociando no citoplasma e famdido-o. Desta forma
promove o abaixamento do pH intracelular, precjbita de proteinas,

coagulacao do citoplasma, inibicdo do transporteutiéentes, etc.

Tabela 2 Determinacdo do pH minimo inibitério (pHe o minimo de
crescimento (pkk) de Clostridium perfringenexposto a diferentes

acidos
Acidos pH wi PH wc
Acético 4.0 4.5
Cloridrico 3,0 3,5
Latico 4.0 45

(pHw1) pH minimo inibitério. (phhc) pH minimo de crescimento. Os valores deg,pa
pHucforam obtidos através da andlise de absorbancia

A aplicacéo de estresse fisico sobre os microrgess o método mais
utilizado para induzir a inativacdo de células enmver a estabilidade dos
alimentos. Contudo, sobre pressdo ambiental aiestas microrganismos séo
capazes de desenvolver mecanismos fisiologicos&tiges para sobreviverem,
dentre elas de tolerar algumas condices fisidasmnas como a diminuicdo do
pH (BEALES, 2004) Isso mostra a importancia de se estudar a inflaéthas
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diferentes acidos utilizados dentro da industrialdeentos, para que n&o ocorra
a sobrevivéncia de patégenos ou organismos ddatetgfo nos alimentos.

Como nao houve diferenca entre a acdo dos acidossiro acido latico
foi escolhido para a conducéo dos experimentos.

3.3 Adaptacdo deClostridium perfringens as concentracées subletais dos
6leos essenciais, compostos majoritarios e acidaqestico

As condicbes em que 0s microrganismos sdo expahiosnte o
processamento de alimentos pode levar ao deseméitd de respostas
adaptativas e desenvolvimento de tolerancia apdpasicdo a fatores subletais
de estresse, capazes de provocar danos as célidasbiamas (LUZ et al.,
2012).

Tabela 3 Adaptacédo delostridium perfringensaosoleos essenciais, eugenol,
timol e acido peracético

Estresse

Resisténcia ao fator letal
subletal

1/4 CMB 05xCMB  CMB 1,2xCMB  14xCMB 1,6xCMB 1,8xCMB 2xCMB

AP
OEC
EUG - - -
OEO + - - - - - -

+ - - - - + -

1/8 CMB 0,5xCMB  CMB 1,2xCMB  14xCMB 1,6xCMB 1,8xCMB 2xCMB

AP + + - - - - +
OEC - - - - - + -
EUG
OEO

Tl + + -

0
+
+
+
+
TI + + - - - - -
0
+
+
+
+

+ - - - - - -

(OEC) Oleo essencial de cravo. (OEO) Oleo essedeiarégano. (TI) Timol. (EUG)
Eugenol. (AP) Acido peracético. (+) Houve crescitoerf-) N&o houve crescimento.
AP, OEC, EUG, OEO e TI séo os antimicrobianos testaA CMB encontrada para
cada antimicrobiano esta representada na tabelaste destudo. Os resultados do
crescimento ou auséncia do crescimento foram abtidtravés da analise da
absorbéancia.
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Clostridium perfringensapresentou resposta adaptativa apenas para o
OE de cravo na concentracdo 1,8 vezes o valor dB CMbela 3) e para o
acido peracético na concentracdo 2xCMB, quandotadapna concentracdo
1/8CMB. Provavelmente esse fato ocorreu, pois,eassbmetido a condi¢cbes
de estresseC. perfringensesporula ndo ocorrendo exposicdo das células
vegetativas as condi¢des inadequadas de crescimento

Diante deste resultado, os compostos eugenol el tbodem ser
considerados como alternativas para o controlegekritnento d€. perfringens

na inddstria de alimentos, uma vez que nao induziraesposta adaptativa.

3.4 Avaliacdo da adaptacdo cruzada deClostridium perfringens aos
compostos majoritarios, acido peracético e temperata

Quanto aos testes de adaptacdo cruzada de compospostarios e
acido peracético as células foram expostas as wwacées subletais por 6
horas e incubadas a temperatura 6tima de cres@ndftiC, posteriormente
cultivadas em presenca de outros compostos e apglacético nas
concentragBes acima da CMB a 20°C, foi observadddlad 4) resposta de
adaptacdo cruzada de perfringens apds exposi¢do ao acido peracético e ao
timol, ao eugenol.

Os obstaculos em um alimento estavel como dimiouigitemperatura
e pH controlam o crescimento dos microrganismosesAp de esse efeito
barreira ser de fundamental importancia para aeprasdo dos alimentos, esses
fatores subletais combinados podem oferecer proteciuzada aos
microrganismos (BEALES, 2004).



Tabela 4 Adaptacéo cruzada@estridium perfringensio timol, eugenol, 4cido peracético e temperdR02C)

Estresse subletal Fator letal Resisténcia ao fattetal

1/4 CMB 0 0,5CMB CMB 1,2CMB 14CMB 16CMB 1,8CMB 2CMB
AP EUG + - + - - - - +
AP TI + - - - - - - -

EUG AP + + - - - - - R
EUG TI + + - - - - - -
TI AP + + - - - - - -
TI EUG + + - - + - + -

1/8 CMB 0 0,5CMB CMB 1,2CMB 1,4CMB 16CMB 1,8CMB 2CMB
AP EUG + - - - + + - +
AP TI + + - - - - - -
EUG AP + + - - - - - -
EUG TI + + - - - - - -

Tl AP + + - - - - - -
TI EUG + + + + - + - +

(TI) Timol. (EUG) Eugenol. (AP) Acido peracéticos@alores apresentados de (+) Houve crescimenjd\&i¢ houve crescimento
foram obtidos através de plagueamento. A CMB emadatpara cada antimicrobiano esté representaiddela 1 deste estudo.

29
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Quanto aos resultados de adaptacdo cruzada a tatvoss de estresse
ambientais como pH e temperatura, observou-se [@@&)aesposta adaptativa
de C. perfringensgguando exposto a concentracdo subletal oito veee®r que
a CMB de eugenol e cultivado em pH 4,0, ajustadho &ocido latico.

Os tipos de conservacédo de alimentos como redwg&ntperatura, pH
e conservantes como os acidos fracos tém sido tidissuisoladamente.
Contudo, € habitual combinar fatores subletais paratingir diferentes grupos
de microrganismos dentro de um alimento denominatelo‘obstaculo de
Leistner” ou teoria das barreiras. Porém, se ogomjanismos presentes no
alimento forem capazes de superar 0os obstaculesmies eles fardo com que o
alimento deteriore ou cause toxinfeccdo alimentdependendo dos
microrganismos presentes (BEALES, 2004).

Tabela 5 Resposta da inducdo a adaptacdo cruzadapefringensao timol,
eugenol e acido peracético a diferentes pH ajusteoim Acido latico

Estresse subletal

N&ao
pH 1/4 CMB 1/8CMB
Adaptadas —5—"F08 T AP _EUG T
35 i : i - i : :
4 - - - - - + -
4.5 + - - + + + +
BHI + + + + + + +

(TI) Timol. (EUG) Eugenol. (AP) Acido peracéticos@alores de pH foram obtidos
através da analise de absorbancia. Os resultadfs) d¢ouve crescimento e (-) Nao
houve crescimento foram obtidos através do plagaetm

Essas alteracbes permitem aos microrganismos reanteseu
metabolismo e, portanto, sobreviverem e se mutpim apds exposicdo a
condicBes de estresse em produtos alimentares.éhartgm sido demonstrado
gue existe uma série de mecanismos molecularesoguenicrorganismos
utilizam para se adaptar e sobreviver. Mudancagptatizas a estresses
ambientais exigem grandes quantidades de energiarante as fases de
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adaptacdo todas as divisdes celulares normaisigompidas. Isso tem varias
consequéncias importantes para as toxinfeccdewralimes microbianas ou
deterioracdo, como a fase de laténcia antes questimento se estenda, as
reducdes das taxas de crescimento e os numerdareslfinais diminuem. Os
requisitos nutricionais e composicdo enzimaticauémgca das células séo
também afetados. Isso caracteriza a importanciaedentender as respostas
adaptativas que os microrganismos utilizam paraesoler em ambientes antes

letais.
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4 CONCLUSAO

Os 6dleos essenciais de cravo-da-india e orégaamfbactericidas em
concentragbes quatro vezes maiores que 0S Seugsctieep Compostos
majoritarios eugenol e timol.

Observou-se resposta adaptativaGleperfringensquando exposto a
concentracdo subletal oito vezes menor que a ctvagdp minima bactericida

(CMB) de eugenol e cultivado em pH 4,0, ajustada égido latico.
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CAPITULO 3 Adaptagdo e adaptacdo cruzada deSa/monela enterica

Enteritidis e Staphylococcus aureusa diferentes fatores



69

RESUMO

A necessidade de se produzir alimentos seguros dsvandustrias
alimenticias a utilizarem diferentes agentes antibhianos, tanto para a
sanificacdo de utensilios e equipamentos quanta misinfeccdo dos
manipuladores, bem como conservantes. Contudo, asuitezes 0s
microrganismos ficam expostos constantemente aeotrag;0es subletais desses
antimicrobianos, o que pode levar a sua adaptacd@daptacdo cruzada,
proporcionando sua sobrevivéncia em ambientes anéspitos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a resposta adaptativa adaptacéo cruzada de
Salmonella enteric&nteritidis e Staphylococcus aureusos 6leos essenciais
(OEs) deOriganum vulgargorégano) e&yzygium aromaticuifcravo-da-india),
aos compostos majoritarios eugenol e timol e amfédante acido peracético. A
influéncia da temperatura sobre a concentracdommairinibitéria (CMI) e
bactericida (CMB) dos OEs eugenol, timol e acidoapético foi estudada
empregando-se a técnica de microdiluicdo em c&doantibacterianos foram
utilizados nas concentra¢gdes de 0,00; 0,05; 0,09; ®,39; 0,78; 1,56; 3,12 e
6,25 (v/v) e as temperaturas estudadas foram 20e 30°C. Em todos os
experimentos os OEs timol e eugenol foram homogades em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) adicionado de 0,5% (v/v) de dem 80. Em todos os
estudos envolvendo &cido peracético o Tween 80 fodoutilizado. O
crescimento bacteriano foi verificado pela leitdeaabsorbancia (D2nn) apds
incubacdo das culturas nas diferentes tempergbora®4 horasPara avaliagdo
da resposta adaptativa, os microrganismos foranostap as concentracfes
subletais de 1/4 CMI e 1/8 CMI dos antibacteriamms seis horas e,
posteriormente, incubados a 37°C por 24 horas emetdracdes acima das
CMI. A capacidade de adaptacdo cruzadaSdeaureuse S. Enteritidis foi
estudada cultivando previamente as células pohseiss em presenca de timol,
carvacrol e/ou acido peracético, em concentraqd@igletsis (1/4 e 1/8 do CMI).
Apos cultivo as células foram recuperadas e exp@stayentes antimicrobianos,
diferentes daqueles expostos a concentracdes asbktemperatura de 20°C e
a diferentes pH (6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5) 3fistados com &cido latico. As
CMI dos OEs de orégano e cravo-da-india, timoleaofye acido peracético
foram para S. Enteritidis, respectivamente de M39; 0,09; 0,39 e 0,03%. Ja
paraS. aureudoram, respectivamente, 0,78; 0,78; 0,39; 1,5606%. As CMI
dos OE e do eugenol foram maiores a 37°C Bamureusio que a 20 e 30°C.
Ja parés. Enteritidis as CMI tanto do OE de cravo da in@i@9%) quanto para
0 eugenol (0,39%) foram maiores a 37°C, nesta teatypp@a a CMI do acido
peracético, 0,03% foi menor. A CMI do timol foi liménciada apenas pela
temperatura de 30°C, onde foi maior que as oufid9%). TantoS. aureus
guanto S. Enteritidis adaptadas se mostraram mais sensiasisCMIs
anteriormente determinadas, entretanto, foi obdarvalta variabilidade no
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crescimento das células expostas quando cultivadasoncentragfes mais
elevadas que a CMI. Da mesma forma, a variabilidealeesposta fisioldgica
das células tanto d&. aureusquanto deS. Enteritidis foi observada na
adaptacdo cruzad§8. aureusse mostrou capaz de tolerar pH mais baixos apoés
exposicdo a concentracBes subletais de eugenal, ¢éiracido peracético, fato
ndo observado corBalmonella.As bactérias estudadas mostraram-se capazes
de se adaptar a condi¢cdes antes inadequadas acresmimento, quando
expostas a condi¢cdes subletais, indicando riscoolstancdo de alimentos
seguros.

Palavras-chave: Timol. Eugenol. Bactérias patogénialimentos.
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ABSTRACT

The need to produce safe food, leed food indusiryge different
antimicrobial agents for both the sanitizing ofngiés and equipment and for
disinfection of handlers, as conservants. Howether,organisms are constantly
exposed to sublethal concentrations of antimictsepighich may lead to their
adaptation or cross-adaptation providing their isatvin harsh environments.
The objective of this study was to evaluate theptida response and cross-
adaptation ofSalmonella enteric&nteritidis andStaphylococcus aureus the
essential oils (EOs) dbriganum vulgare(oregano) andyzygium aromaticum
(clove), to the major compounds of eugenol and tilyamd to peracetic acid
disinfectant. FoIS. aureuse S. Enteritidis the influence of temperature on the
minimum inhibitory concentration (MIC) and bactédiel (MBC) of EOs,
eugenol, thymol and peracetic acid was studiedguttie technique of broth
microdilution. Antibacterial agents were used im@entrations of 0.00; 0.05;
0.09; 0.19; 0.39; 0.78; 1.56, 3.12 and 6.25 (vdm) temperatures were studied
20; 30 and 37 ° C. In all experiments, the EOsmiblyand eugenol were
homogenized in brain heart infusion broth (BHI)pglemented with 0.5% (v /
v) of Tween 80. In all studies involving peraceticid the tween 80 was not
used. Bacterial growth was checked by reading bsemrdance (D&ony after
incubation of the cultures at different temperasuiar 24 hours. To evaluate the
adaptive response, microorganisms were exposegbtetsal concentrations of
1/4 MIC and 1/8 MIC of antibacterial for 6 hoursdatmen incubated at 37 ° C
for 24 hours in concentrations above the MIC. Thiitg to cross adaptation of
S. aureus and S. enteritidis has been previoustijest by culturing the cells for
6h in the presence of thymol and carvacrol or pdfacacid in sub-lethal
concentrations (1/4 and 1/8 MIC). After cultivatiatells were recovered and
exposed to different antimicrobials of those expla®esublethal concentrations,
temperature of 20 ° C and different pH (6.0, 5.5, 8.5, 4.0, 3.5, 3.0) adjusted
with lactic acid. MICs of EOs of oregano and clovkymol, eugenol and
peracetic acid were t& Enteritidis, respectively 0.39; 0.39; 0.09; 0.8&d
0.03%. For S. aureus they were, respectively, @7&; 0.39; 1.56 and 0.06%.
The MIC of eugenol and EO were higher at 37 °CSfoaureughan at 20 °C and
30 °C. As forS Enteritidis, the MIC of both OE clove (0.39%) afiod eugenol
(0.39%) were higher at 37 °C, at this temperatbee MIC of peracetic acid,
0.03%, was lower. Thymol MIC was only influenced thg temperature of 30
°C, which was higher than the others (0.19%). BfitlaureusasS Enteritidis,
adapted, were more sensitive to the previouslyraeted MICs, however, high
variability was observed in the growth of treatedlsc when grown in higher
concentrations than the MIC. Similarly, variabilitythe physiological response
of the cells of bothS. aureusand S. enteritidis was observed in the cross
adaptation.S. aureushas been shown to tolerate lower pH after expoture
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sublethal concentrations of eugenol, thymol andgetic acid, fact that was not
observed withSalmonella The bacteria studied were capable of adapting to
conditions prior to the inadequate growth when egpglboto sublethal conditions
indicating risk in getting safe food.

Keywords: Thymol. Eugenol. Pathogenic bacteria.d~o0
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1 INTRODUCAO

Pode-se inferir que a resisténcia antimicrobianeestitado de uma
complexa interacdo entre os agentes antimicrobjamazorganismos e meio
ambiente. Assim, a versatilidade microbiana de deqaar as condicdes
impostas representa um formidavel mecanismo deaéffOCRUZ, 2005).

Crescentes preocupacdes sobre a transmissdo deasoga origem
alimentar tém levado a um aumento na utilizacaaggstes antimicrobianos nas
indastrias e em ambientes domésticos. H& preocapagbuso indiscriminado e
inadequado desses compostos biocidas (concentragdesquadas, limpeza
insuficiente antes da aplicacdo ou a presencasiefeantes residuais subletais
apos limpeza) que podem contribuir para a propagdgdesisténcia bacteriana,
bem como para uma resisténcia cruzada a certdséicths de uso terapéutico.
(BRAOUDAKI; HILTON, 2005; RUSSELL, 2003).

A resisténcia dos microrganismos aos antimicrolsatem sido
atribuida a mecanismos herdados e nédo herdadodNL.IROZEN, 2006), que
estdo diretamente ligados a espécie e fisiologsiede(LEVIN, 2004). Essa
diferenca pode ser observada dentro da mesma dénhaguando esta se
encontra livre.

A contaminacdo de superficies e alimentos por mgerdismos
deterioradores e patogénicos comoSalmonella entericaEnteritidis e o
Staphylococcus aureus preocupacdo na indastria de alimentos. As
caracteristicas fisiolégicas dos microrganismosepodnferir resisténcia aos
agentes antimicrobianos, como, por exemplo, aosficgartes usados no
procedimento de higienizagdo ou nos antimicrobiaritigados na conservagéo
dos alimentos.

Salmonella enteric& o agente etiolégico de doencgas transmitidas por

alimentos em aves e produtos avicolas, sendo essgsincipais fontes de
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infeccdo no ser humano, sendo os sorovarésyphimurium e Enteritidis os
mais comuns associados com a infeccdo humana (GORZ&IL et al.,
2012), ambos classificados atualmente como re-emtrg.Salmonella assim
como outros microrganismos enteropatogénicos, possuwrpreendente
capacidade de sobreviver em condi¢Bes rigorosasngadas no ambiente
natural e no organismo hospedeiro. A capacidadeldptacao e sobrevivéncia a
estes estresses esta diretamente relacionada didddbi de alguns
microrganismos em causar doengas (AUDIA; WEBB; FBEIT2001).

As bactérias do géner&@almonella caracterizam-se por provocar
contaminagdes devido as deficiéncias de sanearbhésico e as mas condi¢des
higiénico-sanitarias da maioria da populacdo, afiado precario controle de
gualidade de algumas inddstrias alimenticias ebdeedouros de aves (TUNON
et al., 2008).

Staphylococcus aureug muito comum em alimentos de grande
manipulacaoEssa espécie do génetaphylococcugue se apresenta em forma
de cocos Gram-positivos ndo esporulados, catalaseagulase positivos se
dividem em mais de um plano para formar racimalnieénsionais de células
denominados como “cachos de uva” (PERREIRA et2800). O crescimento
de S. aureusm alimentos representa potencial perigo a saddkcp, porque
muitas cepas produzem uma ou a maioria das emntaraso(SES) que causam
toxinose alimentar se ingerideAKINEDEN et al.,, 2008 A toxinose
estafilocécica é caracterizada por nauseas, vondtres abdominais, diarreia e
dores de cabeca. O inicio dos sintomas € normadnmrépido, dependendo da
suscetibilidade individual a toxina, da quantidalde alimentos contaminados
ingeridos e da quantidade de toxina no alimenteridg (FORSYTHE, 2002).

Apesar da resisténcia bacteriana a antibiéticobastante conhecida, a
resisténcia a sanificantes e conservantes de abmeinda é pouco estudada

(LANGSRUD et al., 2003). Os mecanismos bioquimieratos de adaptagéo e
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de resisténcia permanecem amplamente desconhedide¥IN, 2004;
BRAOUDAKI; HILTON, 2005; RUSSEL, 2003). Ja a reSistia cruzada pode
ocorrer quando diferentes agentes antimicrobiatasam o mesmo alvo na
célula, atingindo uma rota comum de acesso aogcteps alvos ou iniciando
uma via comum para a morte celular (CHAPMAN, 2003).

Neste sentido, o0 interesse em compostos antimamobi naturais tem
aumentado devido a mudancgas nas atitudes dos colssamem relacdo ao uso
de agentes sintéticos de conservagéo de alimelgmsgentes e sanificantes que
principalmente possuam impactos negativos ao amebig@ficBERT; LEROY;
TALON, 2007). Neste contexto, destaca-se a utifinage 6leos essenciais que
sdo formados a partir de vias metabdlicas seciasdé@ripodem ser definidos
como misturas complexas de substancias volatgfilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Estes ocorrem em estrusga®toras especializadas tais
como pelos glandulares, células parenquiméticasedi€iadas, canais oleiferos
ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (BURID4R Como os 6leos
essenciais e seus compostos ja vém sendo utilizedomduistrias de alimentos
e seu efeito antibacteriano ja foi comprovado, aalafpreocupacdo é a
possibilidade de que os mesmos possam induzir nsecas de adaptacdo nos
microrganismos, se usados em doses subletais comsergantes e sanificantes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de execugéo do experimento

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratéeiditrobiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alime@dJniversidade Federal

de Lavras

2.2 Antimicrobianos

Oleos essenciais (OEs) &yzygium aromaticure Origanum vulgare
foram adquiridos da FERQUIMAINdustria e Comércio Ltda., (Vargem Grande
Paulista, Sdo Paulo, Brasil) e os compostos majm# eugenol e timol
adquiridos na Sigma-Aldriéh O desinfetante acido peracético utilizado foi o
SANDET 286.

2.3 Microrganismos

A cepa desalmonella entericaerovarEnteritidis S64 fofornecida pelo
Laboratério do Instituto Nacional de Controle deafade em Saude da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Rio de danedBrasil) e
Staphylococcus aureudTCC 25923 pertence a cole¢do de culturas do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Depanento de Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras.
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2.3.1 Padronizacéo, estocagem e preparo dos inéailo

As culturas deSalmonella enteric&nteritidis S64 eStaphylococcus
aureus ATCC 25923 foram reativadas em frascos contendidoCinfuséo
Cérebro Coracédo (BHI) e incubadas a 37°C por 24ashofs cepas foram
estocadas em meio de congelamento (15 mL de dlicefog de peptona
bacteriolégica; 0,3 g de extrato de levedura; OdegNaCl; 100 mL de agua
destilada; pH 7,2 £2) em freezer a -80°C. As caliuestoques foram reativadas
pela transferéncia de aliquotas para tubos de cermmitendo BHI, com
incubacdo a 37°C por 24 horas. Ap6s o periodo clgbacdo, uma aliquota de
20QuL foi transferida para erlenmeyer contendo 150 neLBHI, o qual foi
incubado a 37°C até atingir 10FC mL™.

Para a padronizacao do inéculo foi realizada cdevarescimento, pela
transferéncia de 2@Q da cultura reativada para frasco contendo 150daL
BHI e incubacdo a 37°C. Foram realizadas leituem®gicas da absorbancia da
cultura a D.O. 600 nm e acompanhado por plagueament superficie,
utilizando-se como meio Agar Triptona de Soja (TSAs placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. A cultura foi padeata em 1OUFC mL™.

2.4 Influéncia da temperatura de crescimento sobreas concentracdes
minimas inibitérias (CMI) dos 6leos essenciais, cquostos majoritarios
e acido peracético

As concentra¢des minimas inibitérias (CMI) dos élessenciais (OES)
de S. aromaticum (cravo-da-india) eO. vulgare (orégano), compostos
majoritarios eugenol e timol e do 4cido peracé&oo diferentes temperaturas
(20; 30 e 37°C) foram determinadas empregandotéeréca de microdilui¢cdo
em caldo, em placas de microdiluicdo de 96 caviklade acordo com o
National Committee for Clinical Laboratory Standar@M7-A6) (NCCLS,
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2003). Foram testadas as concentra¢Bes de 0,(); @@; 0,19; 0,39; 0,78;
1,56; 3,12 e 6,25% (v/v) obtidas pela homogeneizags antimicrobianos em
caldo BHI, adicionado de 0,5% (v/v) de Tween 80CKI do acido peracético
foi determinada utilizando-se 0 mesmo meio de vail§em adicdo de Tween
80. As concentracdes testadas foram: 0,00; 0,008978; 0,015; 0,03; 0,06;
0,12; 0,25; 0,5% (v/v). O volume final de liquidasncavidades, apés esta etapa,
foi de 15QL. Aliquotas de 10uL do inéculo bacteriano padronizado foi
adicionado as cavidades. Foram realizadas tréstigepe Para todas as
concentracBes, cavidades sem o inéculo foram mdpsr As microplacas
foram incubadas nas diferentes temperaturas pdroBds. A absorbancia das
amostras foi lida a D.O. 620 nm em leitor de mitaogs. As menores
concentragbes que resultaram em completa inibigdorescimento bacteriano

foram denominadas concentragdo minima inibitorMdIjC

2.5 Determinacédo do pH minimo de crescimento e mmo inibitério

A influéncia do pH no crescimento & entericeEnteritidis eS. aureus
foi avaliada em microplacas de poliestireno com @%idades. Em cada
cavidade foram adicionados 140 de caldo BHI, com pH ajustado com &cido
cloridrico, acido acético e/ou acido latico par@; &,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0.
Apés adicdo do meio de cultura, 10 de cultura padronizada foi adicionada em
cada poco, as microplacas foram incubadas a 37*@4ohboras. A absorbancia
foi lida a 620nm em leitor de microplacas.

O pH minimo inibitério foi definido como o menorleacapaz de inibir
completamente o crescimento bacteriano. O pH mini@ocrescimento foi

aquele imediatamente anterior ao pH minimo iniktér



79

2.6 Adaptacdo das bactérias as concentracdes sublstdos 6leos essenciais,
compostos majoritarios e acido peracético

As células foram expostas a concentragdes subtEsai®Es, compostos
majoritarios e acido peracético. As doses subletiizadas foram equivalentes
a 1/4 CMI e 1/8 CMI de cada 6leo essencial, congsostajoritarios e acido
peracético. Em tubos de ensaio contendo 10 mLIde 84l acrescido de 0,5%
de Tween 80 foram adicionados os antibacteriansoacentra¢des subletais.
Ap6s homogeneizagéo, os in6culos foram adicionadosoncentragdo de 10

UFC mL" e os tubos foram incubados a 37°C por seis horas.

2.7 Determinacdo das concentragbes minimas inibii&s dos O6leos
essenciais, compostos majoritarios e acido peraazi sobre as células
adaptadas

Apbs exposicdo as doses subletais, aliquotas dedamculturas foram
retiradas, centrifugadas (5000 x g/5 minutos), dagae ressuspendidas em
solucdo salina 0,9% (m/v) por trés vezes. A sugiefs padronizada em 40
UFC mL* utilizando-se a escala de MacFarland. As célulaptadas foram
expostas a diferentes concentragBes dos Oleoscessetie cravo da india e
orégano, dos compostos majoritarios eugenol e tinalo acido peracético
(CMB/2; CMB; 1,2 x CMB; 1,4 x CMB; 1,6 x CMB; 1,8 €MB; 2 x CMB). A
técnica utilizada foi a de microdiluicdo em pla¢@sIVEIRA et al., 2012). A
absorbéncia das amostras foi lida a 620 nm emr leiéo microplacas. As
menores concentragdes que resultaram em compiéigdim do crescimento
bacteriano, ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C mabrabiose, foram
denominadas concentragcdes minimas inibitérias dadas expostas a doses
subletais (CMBs).

O controle foi constituido de células ndo expostasdoses subletais
(CMBhps).
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2.8 Avaliagbes da aquisi¢do de resisténcia cruzada

A capacidade dé&almonellaEnteritidis e Staphylococcus aureusm
desenvolver capacidade de adaptacdo cruzada f@dev@mpregando-se a pré-
exposicao das bactérias a concentracdes subletaagenol, timol e/ou acido

peracético.

2.9.1 Compostos majoritarios e Acido peracético

Células expostas as concentracdes subletais denatuderam
submetidas a diferentes concentracdes de tendicido peracético; células
expostas as concentracdes subletais de timol faualbmetidas a diferentes
concentracbes de eugenol e &cido peracético, ajlasélexpostas as
concentracBes subletais de acido peracético foralbmetidas a diferentes
concentracdes eugenol e timbbi utilizado o procedimento descrito no item
4.7.

2.9.2 pH

Células submetidas a concentra¢des subletais dogostos eugenol e
timol e &cido peracéticioram submetidas ao crescimento a diferentes valore
de pH, como utilizado no procedimento do item 4.5.
2.9.3 Temperatura

As células submetidas a concentragfes subletaisahogostos eugenol

e timol e do acido peracéticioram incubadas a 20°C de acordo com a

metodologia utilizada no item 4.7.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagdo da concentragdo minima inibitoria(CMI) e minima
bactericida (CMB) dos Oleos Essenciais, Compostos &jbritarios e
Acido Peracético

A inibicdo do crescimento da cultura testada euieno efeito
antimicrobiano dos 6leos essenciais, compostosrit@jos e 4cido peracético.
Os valores observados das concentragfes testadaseteaminacéo da
concentracdo minima inibitéria e da concentracdoima bactericida dos

antimicrobianos sobr8almonella enteric&nteritidis eStaphylococcus aureus

observada onde ocorreu a inibicdo do crescimenttetiano. A concentracao

minima bactericida (CMB) foi observada onde ocorreuauséncia do
crescimento bacteriano.

Tabela 1 Concentracdo minima inibitéria (CMI) e mmia bactericida (CMB)
dos antimicrobianos sobreSalmonella enterica Enteritidis e
Staphylococcus aureas37°C

Salmonella enterica

Antimicrobianos Enteritidis Staphylococcus aureus
CMI CMB CMI CMB
OEC 0.39 0.78 0.78 0.78
OEO 0.39 0.39 0.78 1.56
TI 0.09 0.19 0.39 0.78
EUG 0.39 0.39 1.56 3.12
AP 0.03 0.06 0.06 0.12

(CMI) concentragdo minima inibitéria. (CMB) Conceagdo minima bactericida. (OEC)
Oleo essencial de cravo-da-india. (OEO) Oleo egsete orégano. (TI) Timol. (EUG)
Eugenol. (AP) Acido peracético. Os valores da Cbthi obtidos através da andlise da
absorbancia. Os valores de CMB foram obtidos asrdeéanalise do plaqueamento

Na temperatura étima de crescimento $le aureuse S. enterica
Enteritidis, a maior CMI foi de 1,56% do eugenotie 0,39% para os 6leos

essenciais e eugenol, respectivamente. Ja a mM&r gara S. aureudoi de



82

3,12% do eugenol e pafa entericeEnteritidis foi de 0,78% do 6leo de cravo.
Estes resultados mostram g&e aureusé mais resistente qus. enterica
Enteritidis frente aos antimicrobianos estudados.

A diferenca entre a sensibilidade das bactériasncaesitivas e Gram-
negativas se deve principalmente a constituicdanigai de suas paredes
celulares, sendo a primeira com quantidade de demgiicano maior, e
conteudo lipidico e complexidade quimica de pacsdelar menores do que as
Gram-negativas (PINTO et. al., 2001).

3.2 Influéncia da temperatura de crescimento sobreas concentracfes
minimas inibitérias (CMI) e as concentra¢gdes minims bactericidas
(CMB) dos 6leos essenciais, compostos majoritariesicido peracético

Para a determinacdo da CMI e CMB dos 6leos esssnciompostos
majoritarios e acido peracético em diferentes teaipeas de crescimento, a
analise foi realizada em microplacas contendo d@ifies concentracdes dos
Oleos que variou de 0,0 a 6,25% para Oleos e cdogpesde 0,0 a 0,5% para o
acido peracético. As microplacas foram realizadas teplicata para cada
antimicrobiano e posteriormente foram incubadaget, 30°C e 37°C.

A temperatura de incubacdo dos microrganismosentliiou nas CMI
dos Oleos essenciais, seus compostos e do acidoétieo (Tabela 2). Paf
aureus tanto a 20°C quanto a 30°C as CMI dos 6leos deoetla-india e
orégano e do timol foi de 0,39% (v/v), sendo memuando comparadas aos
valores obtidos na temperatura de 37°C, 6timaesctnento celular.

A influéncia da temperatura ndo foi observada aianonella enterica
Enteritidis no 6leo de orégano, que apresentou smmeCMI para todas as
temperaturas estudadas e nem graureusio timol que também apresentou o
as mesmas CMI e as mesmas CMB nas temperaturdaessu A concentracao

minima inibitéria do desinfetante acido peracéfmiode 0,06% para todas as
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temperaturas analisadas. P&aentericaEnteritidis esse mesmo desinfetante
apresentou diferenca na temperatura de 37°C, oi@MIdoi de 0,03% (v/v).

Considerando que a inddstria utiliza esse desimfetaa concentracéo de 0,2 a
0,5% (v/v), o presente estudo mostra a possibitidiEdreducdo da concentracéo

do uso para 0s microrganismos estudados.

Tabela 2 Influéncia da temperatura de crescimentwesas concentragfes
minimas inibitérias (%) de 6leos essenciais, tineolgenol e &cido
peracético sobreStaphylococcus aureug Salmonella enterica

Enteritidis
Staphylococcus aureus
Anti- Temperatura
microbianos 20°C 30°C 37°C
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
OEC 0.39 0.78 0.39 0.78 0.78 0.78
OEO 0.39 0.78 0.39 0.78 0.78 1.56
Tl 0.39 0.78 0.39 0.78 0.39 0.78
EUG 0.78 0.78 0.39 0.78 1.56 3.12
AP 0.06 0.12 0.06 0.12 0.06 0.12
Salmonélla enterica Enteritidis

OEC 0.19 0.39 0.19 0.39 0.39 0.78
OEO 0.39 0.39 0.39 0.78 0.39 0.39
Tl 0.09 0.19 0.19 0.39 0.09 0.19
EUG 0.19 0.39 0.19 0.78 0.39 0.39
AP 0.06 0.12 0.06 0.06 0.03 0.06

(CMI) Concentracdo minima inibitéria. (CMB) Concegtdo minima bactericida.
(OEC) Oleo essencial de cravo. (OEOQ) Oleo essedeiarégano. (T1) Timol. (EUG)
Eugenol. (AP) Acido peracético. Os valores de Cdthin obtidos através da anélise da
absorbancia. Os valores de CMB foram obtidos asrdeéanalise do plaqueamento.

Para Staphylococcus aureuas temperaturas de 20°C e 30°C néo
interferiram nas CMB para os antimicrobianos estodaapresentando estes os
mesmos valores de CMB para ambas as temperaturasai@r efeito da
temperatura sobre a CMB para o microrganismo erstgadoi verificado em
sua temperatura 6tima de incubagdo, mostrandoupmlq 0 microrganismo se

encontra em sua temperatura 6tima menos nocivasséondi¢des adversas.
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As temperaturas minimas e maximas de crescimensumEsn
condi¢Bes otimas diferentes de acordo com os op@ddmetros que também
sdo utilizados (JAY, 2005).

3.3 Determinagédo do pH minimo inibitério e do minine de crescimento

A determinacdo do pH minimo inibitério (pkd) e o minimo de
crescimento (pHyc) dos acidos estudados, mostraram diferenca nto efes
acidos organicos e acidos inorganicos sobre oioreato celular das bactérias.
ParaS. aureuse S. entericaEnteritidis os acidos orgénicos, latico e acético
apresentaram (Tabela 3) o mesmo efeito sobre adagéluma vez que
permitiram o crescimento somente a partir de pH E&es resultados sdo
esperados, pois de acordo com Franco e Landgesf6) dependendo do &cido

estudado o pH minimo pode subir de acima de 4@ har

Tabela 3 Determinagéo pH minimo inibitério g@He o minimo de crescimento
(pHwc) de S. aureuse S. entericaEnteritidis expostos a diferentes

acidos
Microrganismos
Acidos Staphylococcus aureus Salmonella enterica Enteritidis
PH wi PH wmc PH wi PH mc
Acético 5.0 5.5 5.0 55
Cloridrico 4.5 5.0 4.0 45
Latico 5.0 5.5 5.0 5.5

(pHw1) pH minimo inibitério. (phhc) pH minimo de crescimento. Os valores de,pa
pHucforam obtidos através da analise de absorbancia

Um pH adverso afeta pelo menos dois aspectos de c#hda
microbiana viva: o funcionamento de suas enzimagransporte de nutrientes
para o interior da célula. Em relacdo ao transpdeenutrientes, a célula
bacteriana tende a possuir uma carga residualinegBeste modo, compostos
nao ionizados conseguem entrar na célula, enquampostos ionizados nao
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conseguem. Em pH neutro ou alcalino, os acidosnargé ndo entram, ao passo
gue em valores de pH acidos, esses compostosrggidonizados e conseguem
entrar nas células carregados negativamente (J805)2

Quando os microrganismos sédo colocados em meiogpebabaixo ou
acima da neutralidade, sua capacidade de prolitlaende da capacidade de
modificar o pH do meio para um valor ou faixa @inQuando colocados em
ambientes &cidos, as células precisam evitar quee Hbentrem ou expeli-los
numa velocidade maior que a de entrada (JAY, 2005).

Como nédo houve diferenca entre a agdo dos acid@dsions, o acido

latico foi escolhido para a conducédo dos experiogent

3.4 Adaptacdo das bactérias as concentracdes sublstdos 6leos essenciais,
compostos majoritarios e acido peracético

A avaliagdo da adaptacéo bacteriana as condicbéstais foi realizada
incubando-se 0 microrganismo a temperatura 6tim&8#€ por seis horas.
Apés as seis horas de incubacédo as células foramperadas e colocadas em
concentracbes acima da concentragdo minima irdgitddepois foram
novamente incubadas a 37°C por 24 horas e a ledarabsorbancia foi
realizada no tempo 0 e 24 horas, onde foi observamtescimento ou a auséncia
dele nas células adaptadas e ndo adaptadas.

Nos resultados apresentados (Tabela 4), a respaespdativa direta para
S. entericaEnteritidis ocorreu quando adaptada a concentraghletal ¥ CMI
do OE de cravo e comparados com as células nataddapNesta condicdo, as
células deS. entericaEnteritidis se mostraram adaptadas a crescer eas sl
concentracBes estudadas acima da CMI. Para o ctonpogenol, as células
adaptadas a concentracdo subletal ¥4 CMI deste admpaomparados com as
células ndo adaptadas, mostrou resposta adaptetsvaoncentracdes de 1,8 e

duas vezes maior que o CML.
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E bem conhecido que a exposicdo a condicdes sishttasubstancias
antimicrobianas pode resultar no desenvolvimentawteento da tolerancia aos
mesmos (homologos), ou a agente de estresse deanmiée cruzada
(heterdlogos) (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008).

Luz et al. (2012) estudaram a resposta adaptateveSalmonella
Typhimurium a quantidades subletais do OE de o@gando composto
carvacrol, e ndo observaram resposta adaptatigtadiem cruzada. As células
subcultivadas com quantidades crescentes de orégamo carvacrol,
sobreviveram até o CMI de qualquer composto, redelaalgumas mudancas

significativas na suscetibilidade bacteriana.

Tabela 4 Resposta da inducdo da adaptac&h datericeEnteritidisaos 6leos
essenciais, compostos majoritarios e acido pecacéti

Cepas Salmonella enterica Enteritidis

Adaptadas 5 cys oM 12xCMI 1,4xCMI 16xCMI 1,8xCMI 2xCMI
1/4 CMI
AP + + - + + + - -
OEC + + - + + + + +
EUG + - - - - - + +
OEO + - - - - - -
TI + + - - - - + -
Af/%péal\‘/ljf‘s 0 CMI2 CMI 12xCMI 14xCMI 1,6xCMI 1,8xCMI 2xCMI
AP + + - + + + + +
OEC + - - + + + - -
EUG + - - - - - - -
OEO + + - + - - - -
TI + + - - + +

(OEC) Oleo essencial de cravo. (OEO) Oleo essedeiarégano. (Tl) Timol. (EUG)

Eugenol. (AP) Acido peracético. AP, OEC, EUG, OEQlesdo os antimicrobianos

testados (+) Houve crescimento. (-) Nao houve gresto. A CMI encontrada para
cada antimicrobiano esta representada na tabelaste dapitulo. Os resultados do
crescimento ou auséncia do crescimento foram abtidtravés da andlise da
absorbéancia.

Em S. aureupor sua vez, foi possivel observar (Tabela 5),ange ndo

havia crescimento nas células ndo adaptadas, quataftada a concentracao
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1/8 CMI o crescimento pode ser observado, carzet@ld, assim, a resposta
adaptativa. Porém, ndo ocorreu resposta adaptptiva o sanificante acido
peracético quando submetido a concentracfes sightéta vezes menor que
CMI.

Gomes Neto et al. (2012) estudaram a inducéo diegio direta e
cruzada em S. aureuse observaram que ocorreu a inibicdo Sloaureusja
presente com a adicdo de 1/2 da CMI do 6leo esdateiorégano ou carvacrol,
gue pode ser relacionado com a manifestacdo de tdalar e, quando as
células bacterianas séo continuamente expostasamlyiente estressante mas
nao letal, as células podem perder a viabilidadeapacidade de sobrevivéncia

ao longo do tempo.

Tabela 5 Resposta da indugdo da adaptac@® dereusaos 6leos essenciais,
compostos majoritarios e acido peracético

Cepas Staphylococcus aureus

Adaptadas

depladas 0 CMI2 CMI 12xCMI 1AXCMI 16xCMI 18xCMI 2xMC
AP + - - - + - + +
OEC 4 ; ] ] ) ] . .
EUG 4 ; ] ] . N ] ]
OEO + - ; ; ) ) } )
TI + - ; ; - ; ) )
Adaptadas 1,2x 1,4 x 1,6 x 1,8x
vsowmi O oMz cmi ol CMI CMI cmi 2xemi
AP + - - - - - +
OEC N ] + + ] ) ) :
EUG + - - + - + + -
OEO + - ; ) - ) . )
TI + - + - + +

(OEC) Oleo essencial de cravo. (OEO) Oleo essedeiarégano. (TI) Timol. (EUG)
Eugenol. (AP) Acido peracético. AP, OEC, EUG, OEQlesdo os antimicrobianos
testados (+) Houve crescimento. (-) Nao houve gresto. A CMI encontrada para
cada antimicrobiano esta representada na tabelaste dapitulo. Os resultados do
crescimento ou auséncia do crescimento foram abtittavés da andlise da absorbancia
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3.5 Avaliacdo da aquisicdo de resisténcia cruzadaadteriana entre os
compostos majoritarios, acido peracético e temperata

Quanto aos testes de adaptacdo cruzada de composfostarios e
acido peracético, as células foram expostas a ntac¢ées subletais a 37°C por
seis horas, posteriormente cultivadas a outros ostop e acido peracético a
concentragdes acima da CMI a 20°C. Observou-seSquentericakEnteritidis
(Tabela 7) somente mostrou resposta adaptativadquedaptada a concentragéo
1/4 CMI do composto eugenol e, posteriormente,ivadas com timol na

concentragéo 1,2 vezes o valor do CMI.

Tabela 6 Resposta da inducdo a adaptacdo cruzaleedeericeEnteritidis aos
compostos majoritarios e acido peracético

Cepas Salmonella enterica Enteritidis

Adaptadas X
1/4 CMI CMI/2 CMI 12xCMI 1,4xCMI 1,6xCMI 1,8xCMI CMI

AP/EUG - - - - -
AP/TI
EUG / AP
EUG /Tl
TI/AP

+ + + + +
+ 0 4+

+ +
+ - - - -
+ +

TI/EUG + - - - - - -

Adaptadas

2X
1/8 CMI CMI/2 CMI 1,2xCMI  1,4xCMI 1,6xCMI 1,8xCMI

CMI

AP/EUG
AP/TI
EUG /AP
EUG/TI
TI/AP
TI/EUG

+ +
+ +

++ + 4+ 4| © (+|+ + 4 + 4| O

+ 4+ o4+ 4

+
+

Os valores de CMI foram obtidos através da andfiseabsorbancia. Os valores
apresentados de (+) Houve crescimento e (-) Nawehaovescimento foram obtidos
através de plaqueamento. (AP/EUG) exposta (37°GYme cultivada (20°C) no EUG.
Para todas as siglas seguem essa ordem.

S. aureus no entanto, mostrou resposta adaptativa na maior
concentracéo estudada de 2 x CMI quando adaptadacentracdes subletais
1/8 CMI dos compostos eugenol e timol, quandovadibs em concentracdes de

acido peracético e timol, respectivamente.
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Tabela 7 Resposta da indugéo a adaptacdo cruzefladeeusaos compostos
majoritarios e acido peracético

Cepas Staphylococcus aureus

Adaptadas >
1/4 CMI CMI/2 CMI  12xCMI 1,4xCMI 1,6xCMI 1,8xCMI cMI

o

AP/EUG - - - - -
AP/TI
EUG / AP
EUG /TI
TI/AP

+ 0 4+
+ + +
'
'
'
'

+|+ + + + +

TI/EUG

O |+|+ + + + +

Adaptadas

1/8 CMI CMI/2 CMI 12xCMI 1,4xCMI 1,6xCMI 1,8xCMI 2xCMI

AP/EUG
AP/TI
EUG /AP
EUG/TI

+ +

- - + + + +
TI/AP + + + + + -
TI/EUG + + ) ) ) ) N

+ + + + + +
+ +
1
1

Os valores de CMI foram obtidos através da andfiseabsorbancia. Os valores
apresentados de (+) Houve crescimento e (-) Nawehaovescimento foram obtidos
através de plaqueamento. (AP/EUG) exposta (37°GYme cultivada (20°C) no EUG.
Para todas as siglas seguem essa ordem.

Quanto aos resultados de adaptacdo cruzada a tatvoss de estresse
ambientais, como pH e temperatura, observou-see{@ald) que quando as
células foram expostas a concentracfes subletaissgie horas a 37°C, e
posteriormente cultivadas a 20°C em diferentes @HgntericeEnteritidis eS.
aureusndo apresentaram respostas adaptativas em nemsuexgerimentos.

Os tipos de conservacédo de alimentos como redwg&entperatura, pH
e conservantes acidos fracos tém sido discutidtesdamente. Contudo, como é
habitual combinar fatores subletais para atingiferdntes grupos de
microrganismos dentro de um produto alimentar, oémando o0 conceito
obstaculo de Leistner. Apesar de este efeito larreer de fundamental
importancia para a preservacdo de alimentos, pétodos obstaculos em um
alimento estavel controlarem o crescimento dos arganismos, estes fatores
subletais combinados podem oferecer prote¢do cauaasl microrganismos. Se

0S microrganismos presentes no alimento forem eapale superar 0s
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obstaculos presentes, eles fardo com que o alinestrimgue ou pode até mesmo
causar intoxicacdo alimentar, dependendo dos ng@nismos presentes
(BEALES, 2004).

Tabela 8 Resposta da inducdo a adaptacao cruz&leedeericEnteritidis eS
aureus ao£ompostos e acido peracético a diferentes pHs

Salmoneélla enterica Enteritidis

pH Nao Adaptadas 1/4 CMI Adaptadas 1/8 CMI
Adaptadas AP EUG Tl AP EUG Tl

35 - - - - - - -

4 - - - - - - -
4.5 + + + + - - +
BHI + + + + + + +

Staphylococcus aureus

4 + + - + + - +
4.5 + + - + + + +

5 + + - + + + +
BHI + + + + + + +

(T1) Timol. (EUG) Eugenol. (AP) Acido peracéticos@alores de pH foram obtidos
através da andlise de absorbancia. Os resultad¢s) déouve crescimento e (-) Nao
houve crescimento foram obtidos através do plagaem

O estudo da resposta adaptativa ao estresse enrentife
microrganismos mostrou que mudancas complexas mpazicdo celular e
regulacdo podem ocorrer como resultado da exposiginbientes estressantes.
Uma vez que cada tipo de microrganismo, como grasitipo e gram-negativo,
tiveram um tipo de resposta as concentragfes aiglet

Essas alteracfes permitem a microrganismos mant@risiologia da
célula e, portanto, potencialmente sobreviver esoeme ap0s exposicdo a
condi¢Bes de stress em produtos alimentares. Tandu@nsido demonstrado
que existe uma série de mecanismos molecularesogueicrorganismos
utilizam para se adaptar e sobreviver. Mudancagtafileas a estresses
ambientais exigem grandes quantidades de energiarante as fases de
adaptacdo todas as divisdes celulares normaisismompidas. Isso tem varias

consequéncias importantes para a intoxicagdo al@memicrobiana ou



91

deterioracdo, como a fase de laténcia antes guestimento se estenda, as
reducdes das taxas de crescimento e os numeradulieres finais diminuem.
Os requisitos nutricionais e composi¢cao enzimaigguimica das células séo
também afetados. Isso caracteriza a importanciaedentender as respostas
adaptativas que os microrganismos utilizam paraesoler em ambientes antes
letais.
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4 CONCLUSAO

Diante do exposto, este trabalho permitiu demongtra a temperatura
de incubacdo influenciou na sensibilidade das aglulquanto aos
antimicrobianos estudados. Na determinacéo do pihmiinibitério (pHw) e
o0 minimo de crescimento (plc) houve diferenca no efeito dos acidos
organicos e inorganicos no crescimento dos micnisgos.

ParaSalmonella enteric&nteritidis eStaphylococcus aureuscorreu
adaptacdo a alguns antimicrobianos e observouasehém, o aumento da
sensibilidade celular apds sua exposi¢éo as cangées subletais.

Quanto aos resultados de adaptacado cruzada a taites de estresses
ambientais, como pH e temperatura, concluiu-sequamdo as células foram
expostas a concentragbes subletais por seis ho@&@ e posteriormente
cultivadas a 20°C em diferentes pHs, entericaEnteritidis eS. aureusnao

apresentaram respostas adaptativas em nenhumprsmeantos.
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