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RESUMO

No presente estudo, foram analisados os diversos aspectos da adaptacdo microbiana em relacdo a
inocuidade dos ambientes alimentares e a busca de novas tecnologias para produtos antimicrobianos
naturais. Potenciais patdgenos microbiol6gicos sdo constantemente foco de atencdo em termos de
seguranca sanitaria devido a fen6menos de adaptacéo cruzada induzidos por doses subletais de solucGes
antibacterianas. Oleos essenciais e seus componentes majoritarios aparecem como alternativa aos
desinfetantes usuais, embora, estudos mais aprofundados ainda sejam necessarios para compreender
melhor sua aplicabilidade. Para prevenir a adaptacdo bacteriana aos sanitizantes, foi realizada uma
abordagem diferente para identificar, entender e prever a ocorréncia de bactérias tolerantes. Assim, 0
primeiro trabalho teve como objetivo avaliar por analises metabolémicas globais de Salmonella enterica
serovar Enteritidis previamente exposta a doses subletais de cinnamaldeido, citral e linalol. Testes
preliminares demonstraram fenétipos de adaptacdo de células planctdnicas e biofilmes de S. Enteritidis
quando expostos a doses subletais de linalol, resultando em tolerancia as concentragdes anteriormente
letais de citral. Posteriormente, a frequéncia relativa e a abundancia de metabdlitos de amostras tratadas
com doses subletais de terpenos (citral e linalol) foram semelhantes exibindo respostas celulares
equivalentes. A analise discriminatoria de OPLS (orthogonal partial least squares) forneceu uma visao
abrangente da semelhanga entre os tratamentos que levam a concluir que este modelo foi adequado para
detectar e prever possiveis fendbmenos de adaptacéo entre bactérias patogénicas frente a componentes
de bleos essenciais. O segundo trabalho buscou novas op¢bes de prevencado e eliminacdo de bactérias
patogénicas trazendo a tecnologia de nanoemulsdes para melhorar o efeito antimicrobiano e, igualmente
pertinente, a necessidade da melhor compreensdo dos mecanismos celulares de estresse induzido por
doses subletais de agentes antimicrobianos. Além disso, a associacdo da nisina, geralmente
proporcionam vida Gtil adicional aos alimentos processados. No entanto, pode interferir negativamente
na eficiéncia dos componentes majoritarios de 6leos essenciais contra bactérias patogénicas. Nesse
sentido, 0s compostos naturais cinnamaldeido, citral e linalol foram avaliados isoladamente, associados
a nisina, e ambas nas formas nanoemulsionadas em testes de sensibilidade contra Bacillus cereus e um
testes metaboldmico para identificar possiveis mudancas entre os tratamentos. Os resultados
apresentaram alteracGes morfologicas na estrutura das células B. cereus tratadas com nisina e efeito
antagbnico de tratamentos associados a nisina em comparagdo com tratamentos isolados e
nanoemulsionados. Os testes de sensibilidade e de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (UHPLC-QTOF-MS) indicaram que a nisina pode reagir por meio de reacdo de conjugacao com
a reducdo da eficiéncia bactericida, enquanto que o efeito de citral foi apontado como néo afetado pela
nisina em nanoemuls@es. Portanto, as nanoemulsfes de compostos naturais se mostraram de eficiéncia
superior aos outros agentes antimicrobianos testados e as analises metabol6micas se mostraram Uteis na
compreensao da resposta adaptativa induzidas por doses subletais em bactérias patogénicas.

Palavras-chave: estresse bacteriano; metabolismo; nanotecnologia; 6leos essenciais; nisina.



ABSTRACT

In the present study, the various aspects of microbial adaptation were analyzed in relation to the safety
of food environments and the search for new technologies for natural antimicrobial products. Potential
microbiological pathogens are constantly the focus of attention in terms of health safety due to cross-
adaptation phenomena induced by sublethal doses of antibacterial solutions. Essential oils and their
major components appear as an alternative to the usual disinfectants, although further studies are still
needed to better understand their applicability. To prevent bacterial adaptation to sanitizers, a different
approach was taken to identify, understand and predict the occurrence of tolerant bacteria. Thus, the first
study aimed to evaluate the global metabolomic analyses of Salmonella enterica serovar Enteritidis
previously exposed to sublethal doses of cinnamaldehyde, citral and linalool. Preliminary tests
demonstrated phenotypes of coplanktonic cell adaptation and biofilms of S. Enteritidis when exposed to
sublethal doses of linalool, resulting in tolerance to previously lethal citral concentrations. Subsequently,
the relative frequency and abundance of metabolites of samples treated with sublethal doses of terpenes
(citral and linalool) were similar exhibiting equivalent cellular responses. The discriminatory analysis
of OPLS (orthogonal partial least squares) provided a comprehensive view of the similarity between
treatments that lead to the conclusion that this model was adequate to detect and predict possible
phenomena of adaptation between bacteria against essential oil components. The second study sought
new options for prevention and elimination of pathogenic bacteria by bringing nanoemulsion technology
to improve the antimicrobial effect and, equally pertinently, the need for a better understanding of the
cellular mechanisms of stress induced by sublethal doses of antimicrobial agents. In addition, the
combination of nisin usually provide additional shelf life to processed foods. However, it can negatively
interfere in the efficiency of the major components of essential oils against pathogenic bacteria. In this
sense, natural compounds such as cinnamaldehyde, citral and linalool were tested alone, associated with
nisin, and both in nanoemulsified forms in sensitivity tests against Bacillus cereus and a metabolomic
test to identify possible changes between treatments. The results showed morphological changes in the
structure of B. cereus cells treated with nisin and antagonistic effect of nisin-associated treatments
compared to isolated and nanoemulsified treatments. Sensitivity tests and liquid chromatography
coupled with mass spectrometry (UHPLC-QTOF-MS) analyses indicated that nisin may react in
conjunction with reduced bactericidal efficiency, while the citral effect was pointed out as unaffected
by the nisin in nanoemulsions. Therefore, the nanoemulsions of natural compounds were of superior
efficiency to the other antimicrobial agents tested and the metabolomic analyses proved useful in
understanding the adaptive response induced by sublethal doses in pathogenic bacteria.

Keywords: bacterial stress; metabolism; nanotechnology; essential oils; nisin.
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1 INTRODUCAO

A tolerancia antimicrobiana é um problema de seguranca alimentar, representando um risco
direto a cadeia de producéo higiénico-sanitaria. O microrganismo patogénico tolerante possui arcabouco
enzimatico preparado para suportar condi¢cdes ambientais hostis que outrora seriam consideradas letais,
fato que gera preocupacdo entre pesquisadores e gestores de qualidade de alimentos. Dentre 0s
microrganismos de interesse na industria de alimentos encontram-se bastonetes Gram-negativos, como
Salmonella enterica, e Gram-positivos, como Bacillus cereus. Ambos sdo caracterizados por apresentar
elevada resisténcia a agente antimicrobianos seja na forma planctdnica ou em biofilmes. Deste modo,
tais bactérias possuem menor susceptibilidade a sanificantes comuns utilizados no mercado persistindo
como foco de contaminagdo de produtos alimenticios que colocam em risco seu destino final, o
consumidor.

Atualmente, um grande ndmero de antimicrobianos tornaram-se ineficazes contra organismos
previamente susceptiveis, o que intensifica o desafio de novas descobertas. Devido a sua elevada
atividade antimicrobiana e por serem considerados como seguros (GRAS), 0s componentes majoritarios
tornaram-se uma alternativa de maior viabilidade para utilizagdo na indistria de alimentos uma vez que,
em combinagfes com compostos conhecidamente eficazes, como a nisina, podem ser utilizados em
concentragdes menores. Além disso, destacou-se 0 uso da nanotecnologia, que tem sido bastante
estudada para a encapsulacdo de compostos, uma vez que 0s sistemas nanoestruturados podem ser
capazes de aumentar a solubilidade, biodisponibilidade e controlar a estabilidade e liberagdo do
composto, potencializando seu efeito em biofilmes e esporos formados em superficies e equipamentos.

Embora a busca por novas tecnologias para o controle e prevencdo de popula¢des de bactérias
patogénicas seja atrativa do ponto de vista cientifico e comercial, a pesquisa pelos perfis de resposta ao
estresse subletal é de grande relevancia para auxiliar na compreensdo dos mecanismos celulares
envolvidos em fendmenos de adaptacdo celular. Desta forma, a analise dos metabolitos intracelulares
possibilitou a alucidagdo da resposta adaptativa destes microrganismos quando expostos ao estresse
guimico de compostos naturais, como componentes majoritarios de 6leos essenciais, bacteriocinas (ex:
nisina), e seus produtos nanoemulsionados, em estudos de perfis metabol6micos.

Neste contexto, o presente trabalho direcionou os esforcos para a melhor compreensdo dos
eventos celulares pds-estresse subletal em Salmonella Enteritidis e Bacillus cereus por meio de analises
de cromatografia liquida de alta performance e espectrometria de massas, microscopia eletrénica de
varredura, testes de sensibilidade e estatistica multivariada para a avaliacdo de possiveis correlacoes

entre o fendbmeno de adaptagéo cruzada com perfis metabolémicos semelhantes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Patdgenos bacterianos de origem alimentar

Bactérias causadoras de toxinfeccBes alimentares compdem fator importante em relacdo as taxas
de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Durante as Ultimas duas décadas, toxinfeccGes
alimentares tém emergido como crescente problema econdmico e de salde publica em muitos paises,
principalmente os considerados subdesenvolvidos.. Ha previsbes de que o problema aumente no
decorrer dos anos, especialmente com as varias mudancas globais, incluindo crescimento da populacéo,
pobreza, exportacdo de alimentos e ra¢des animais, que influenciam a seguranca alimentar internacional.

As doencas de origem alimentar podem ser provocadas por diversos grupos de microrganismos.,
sendo que as bactérias, pela sua diversidade e patogenia, constituem, de longe, o grupo microbiano mais
importante e mais vulgarmente associado as doencas transmitidas pelos alimentos. Além disso, devido
ao crescimento excessivo de populagGes bacterianas, algumas cepas sdo capazes de produzir toxinas
(exotoxinas), que ao serem ingeridas com o alimento podem causar graves problemas.

A incapacidade da maioria dos microrganismos de transpor os diversos obstaculos que um
patdgeno intestinal deve superar a fim de causar a doenca de origem alimentar é a razdo pela qual apenas
alguns sdo reconhecidos como patdgenos alimentares. Os locais e 0s mecanismos de ligacdo sdo
importantes fatores de viruléncia dos microrganismos causadores de doencas de origem alimentar.
Grandes esforgos foram realizados a fim de descobrir enterotoxinas para a maioria das bactérias, porém,
bem sucedias apenas para algumas bactérias Gram-negativas.

Ao serem reconhecidos diferentes tipos de organismos causadores de doengas transmitidas por
alimentos, é possivel notar a existéncia de diversos mecanismos que podem dar inicio ao
desenvolvimento das doencas alimentares. Geralmente, os mecanismos de patogénese de bactérias de
importancia alimentar sdo mais complexos, bem como a patogénese e as propriedades de viruléncia das
bactérias Gram-negativas sdo consideravelmente diferentes e muito mais complexas do que aquelas
verificadas em bactérias Gram-positivas.

Dentre os principais representantes de patdgenos de origem alimentar, é possivel reconhecer as
espécies de Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens e botulinum, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Shigella, Salmonella, Staphylococcus, Vibrio e Yersinia. A Organizacao
Mundial de Satde (OMS) considera as DTA uma grande preocupacao de satde publica global e estima
que, a cada ano, causem o0 adoecimento de uma a cada 10 pessoas no mundo. Além disso, DTA podem
ser fatais, especialmente em criancas menores de 5 anos, causando 420 mil mortes. Na regido das
Américas, as doencas diarreicas sdo responsaveis por 95% das DTAs (BRASIL, 2010).

O centro de vigilancia de doencas dos Estados Unidos - CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) estima que a cada ano cerca de 1 em cada 6 americanos (ou 48 milhdes de pessoas) é

acometido por DTAs, sendo 128 mil sdo hospitalizadas e 3.000 morrem. No Brasil, a vigilancia
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epidemioldgica das DTA (VE-DTA) monitora os surtos de DTA e os casos das doencas definidas em
legislacdo especifica. De acordo com dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(Sinan), sdo notificados em média, por ano, 700 surtos de DTA, com envolvimento de 13 mil doentes e
10 6bitos.

De forma geral, o conhecimento que hoje se tem das caracteristicas dos microrganismos e dos
métodos ou processos de controle microbiano permite, se rigorosamente aplicado, produzir alimentos
com grande qualidade microbioldgica e, portanto, relativamente seguros do ponto de vista sanitario para
0s consumidores. Todavia, é preocupacao constante a vulnerabilidade de agentes antimicrobianos em
relacdo a fendmenos adaptativos de populacBes microbianas que levam a toleréncia bacteriana e
ineficiéncia dos mesmos. Portanto, cada vez mais estudos tornam-se necessarios para elucidar tais
mecanismos de adaptacao frente a alteragdes morfoldgicas e metabolémicas.

Para auxiliar caracterizacdo estrutural e ultra-estrutural de microrganismos existem diversas
técnicas microscépicas que podem fornecer informacdes sobre morfologia e organizacdo dos biofilmes
microbianos. Entre as técnicas disponiveis, a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) é aquela pode
ser utilizada para aumentar o conhecimento da morfologia e da composi¢éo das popula¢fes microbianas
(DIAZ et al., 2004; ARAUJO et al., 2003).

2.1.1 Salmonella enterica sorovar Enteritidis

Salmonella spp. sdo bactérias da familia Enterobacteriaceae, Gram-negativas em forma de
bastonetes, aer6bicas facultativas, ndo formadoras de esporos, catalase-positivas, oxidase-negativas e
redutoras de nitratos a nitritos. Possuem capacidade de se desenvolver em temperaturas que variam de
5,3 a 45°C, pH entre 6,6 a 8,2 e atividade de agua de 0,94 (JAY, 2005). O género Salmonella é vasto,
compreendendo mais de 2.300 sorotipos. Os principais antigenos que distinguem suas variedades
sorolégicas sdo o somatico (O), flagelar (H) e capsular (K). A grande diversidade do género decorre da
capacidade de esse microrganismo sofrer variacdo antigénica, da habilidade de criar mosaicos de genes
para seus antigenos por meio de recombinacéo, de alteracdes no comprimento, de duplicagdes de genes
e de mutagdes pontuais (SCHAECHTER et al., 2002).

Salmonella spp. € um dos principais agentes patogénicos de origem alimentar. Adquirida pela
ingestdo de alimentos contaminados, a salmonelose representa cerca de 10% a 15 % das gastroenterites,
sendo as carnes de aves, ovos e produtos carneos os principais alimentos veiculadores de Salmonella ao
homem. Sua presenca em alimentos € significativo problema de satde publica (TUNON et al., 2008).
A contaminacdo cruzada foi relatada como uma das principais causas de surtos de origem alimentar
envolvendo Salmonella e o principal fator atribuido foi a insuficiente desinfeccdo de equipamentos e
superficies (TODD et al., 2009).

Pesquisas realizadas visando detectar Salmonella spp. em alimentos indicam sua presenca

naqueles com atividade de &gua acima de 0,94 e ricos em proteinas, como molhos de salada, maionese,
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linguicas, ovos (CHAO et al., 2007) e frangos (SANTOS et al., 2001). O contato com aves poedeiras
vivas, saudaveis, limpas e sem sinais de doenca podem ainda conter Salmonella e, consequentemente,
infectar pessoas e outros animais causando a salmonelose. Os ovos sdo importantes reservatérios de S.
Enteritidis, pois esta pode colonizar o ovario de galinhas poedeiras, permitindo a contaminacéo antes da
formacdo da casca, ainda no oviduto do animal. Dessa forma, 0s ovos armazenados a temperatura
ambiente representam potencial fonte de disseminacdo por conter altas concentracBes do
microrganismo, até 10! células por ovo (BHUNIA, 2008).

No Brasil, os registros de dados epidemioldgicos de toxinfeccbes de origem alimentar séo
precérios e ineficientes. Porém, mesmo com toda a dificuldade de coleta de notificacdes que sejam
estatisticamente significativas, acredita-se que a incidéncia de doencgas provocadas pelas bactérias do
género Samonella seja elevada entre a populacdo brasileira (DRAEGER, 2018). A série historica de
surtos e doentes por DVAs (Doencas veiculadas por alimentos) no Brasil de 2007 a 2017 revela a
estimativa que de 2 em cada 3 (66,4%) dos registros foram declarados como ignorados ou inconclusivos
quanto a origem microbiol6gica do alimento contaminado (BRASIL, 2017). Ou seja, a dificuldade de
se identificar o agente causador é um fato que se repete historicamente.

O contato do alimento na fase de processamento industrial com biofilmes de Salmonella spp.
constitui na forma de contaminacdo mais comum de superficies pelo patdgeno. Seu estabelecimento
gera uma fonte de veiculacdo em potencial tanto para trabalhadores industriais como para consumidores

finais do produto.

2.1.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus é uma bactéria que se apresenta na forma de bastonete, Gram-positivo, aerébio,
formadora de esporo e amplamente encontrado na natureza. Este é considerado termodurico, uma vez
que seus esporos sdo termorresistentes podendo sobreviver aos processamentos térmicos utilizados na
indistria de alimentos (GAILLARD; LEGUERINEL; MAFART, 1998; CRONIN; WILKINSON,
2008; AIRES et al., 2009). As células de B. cereus apresentam motilidade associada a flagelos
peritriqueos e medem cerca de 1,0 a 1,2 um de largura e 3,0 a 5,0 um de comprimento (RAJKOWSKI;
BENNET, 2003).

Bacillus cereus é comumente veiculado por grande variedade de alimentos processados e in
natura, (ex. arroz, massas, formulas infantis, pimentas, leite, derivados lacteos e alimentos prontos para
consumo) (SALVETTI et al., 2011; CHAVES; PIRES; VIVONI, 2011). B. cereus e B. licheniformis
sdo predominantes encontradas em leite cru e em todas as etapas do processamento dos produtos lacteos
(BANYKO; VYLETELOVA, 2009).

Os mecanismos de adaptacdo de B. cereus as condi¢Bes ambientais sdo muito diversos e
contribuem para sua sobrevivéncia e disseminagdo no ambiente (CARLIN et al., 2010). Sua temperatura

Otima de multiplicacdo varia de 25 a 37 °C, mas ja foram identificadas estirpes psicrotroficas e
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termoduricas capazes de multiplicar entre 3 e 75 °C (KRAMER; GILBERT, 1989; DROBNIEWSKI,
1993; DUFRENNE et al., 1995).

A combinacdo das caracteristicas termodurica e psicrotréfica em uma espécie microbiana denota
0 seu grande potencial deteriorante, considerando que este microrganismo pode resistir aos principais
tratamentos utilizados na industria de alimentos e produzir lipases e proteases que irdo afetar a qualidade
do leite e derivados (MEER et al., 1991; MATTA,; PUNJ, 1999). B. cereus € capaz de produzir a ampla
variedade de substancias potencialmente patogénicas, como as hemolisinas, fosfolipases, enterotoxinas,
metaloproteases, colagenases e beta-lactamases, entre outras (MARTINEZ-BLANCH; SANCHEZ;
AZNAR, 2009).

Bacillus cereus é responsavel por dois tipos de doengas de origem alimentar: infeccdo chamada
de sindrome diarreica, provocada por enterotoxinas produzida in vivo, ou seja, produzida no intestino
do hospedeiro; e a sindrome emética, toxinose atribuida a toxina pré-formada no alimento
(DROBNIEWSKI, 1993; AGATA et al., 1995; WIINANDS; DUFRENNE; VAN LEUSDEN, 2002;
ARNESEN; FAGERLUND; GRANUM, 2008; SALVETTI et al., 2011). A sindrome emética é
caracterizada por ocorréncia de nauseas e vomito, geralmente 2h ap6s do consumo do alimento
contaminado (KRAMER; GILBERT, 1989). Os sintomas da sindrome diarreica sdo manifestados ap6s
12h do consumo do alimento contaminado, o0s quais incluem nauseas, mal-estar e diarreia.

Doengas associadas a B. cereus sdo subestimadas devido a curta duracéo e sintomas brandos na
maioria dos casos, o que desestimula o paciente a procurar cuidados médicos. Adicionalmente, 0s casos
e surtos nem sempre sdo associados com B. cereus. Os sintomas da sindrome emética sdo semelhantes
aos da toxinose causada por Staphylococcus aureus e a sindrome diarreica apresenta 0s mesmos
sintomas que os causados por Clostridium perfringens tipo A e acabam sendo tratados como se fossem
dessas origens (ARNESEN; FAGERLUND; GRANUM, 2008).

Tal bactéria apresenta capacidade de adesdo e de formacdo de biofilmes em superficies de
equipamentos utilizados em laticinios, sendo dificilmente removido pelos procedimentos de
higienizacao rotineiros (SALUSTIANO et al., 2009). A adesdo de esporos em superficies de tanques de
refrigeracao dificulta sua remocdo pelos procedimentos de higienizacdo, mesmo com uso de agua quente
e detergente alcalino (SHAHEEN et al., 2010). A capacidade de formacdo de biofilmes é observada
mesmo em temperaturas de refrigeracdo e seus esporos podem se aderir, germinar e multiplicar na
superficie de equipamentos podendo alcancar o produto final, fato que denota contaminagdo pos-
processamento (GIFFEL et al., 1997; BERNARDES, 2008).

As alteracBes associadas as contaminagdes de produtos lacteos com B. cereus sdo consideradas
importantes sob o ponto de vista tecnol6gico, uma vez que provocam a reducdo do prazo de validade e
o desenvolvimento de atributos sensoriais indesejaveis (ALMEIDA; SANTOS; CARVALHO, 2000;
CHEN; COOLBEAR; DANIEL, 2004; FROOM; BOOR, 2004; REZENDE-LAGO et al., 2007; DE
JONGHE et al., 2010).
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2.2 Resisténcia, tolerancia e adaptacéo bacteriana

Bactérias desenvolvem varias estratégias e alternativas para a sobrevivéncia e adaptacdo as
condicBes adversas dos ambientes que colonizam, como o estresse sofrido durante o processamento de
alimentos. A natureza especifica destas condi¢cOes adversas é dependente das caracteristicas intrinsecas
e extrinsecas do produto, etapas do processamento, presenca de conservantes, e detalhes especificos da
higienizacdo dos ambientes de processamento de alimentos (VAN DER VEEN; ABEE, 2011).

Anteriormente aos conceitos de tolerancia e adaptacdo bacteriana, faz-se necessario evidenciar
0 contexto de heterogeneidade na resposta celular ao estresse. Embora em uma cultura bacteriana de
crescimento exponencial haja a suposi¢cdo de homogeneidade, na verdade as células estdo crescendo e
se dividindo de forma balanceada e ndo sincronizada. Esta heterogeneidade no fenétipo expresso pode
tornar-se vital quando as células séo desafiadas pela condicao de estresse, ou seja, muitas células dentro
da populacdo podem morrer, mas pequena proporcao sobrevive porque suas condi¢des fisioldgicas
exatas no momento da exposicdo se enquadram para sobrevivencia. Em um outro cenario, nova
popula¢do mostrara 0 mesmo nivel de perda que com a primeira exposicao se desafiada com 0 mesmo
estresse (BOOTH, 2002).

Durante os processos de sanificagdo das linhas de producgdo e superficies de manipulagdo de
alimentos, os microrganismos podem ser exposotos a concentra¢des subletais ou subinibitérias de
sanitizantes, induzindo a resposta ao estresse. Uma das respostas mais comuns que bactérias utilizam
para adaptarem-se a esses ambientes hostis é a resposta SOS (ERILL; CAMPOY; BARBE, 2007).

Nas indulstrias de alimentos, sdo utilizados varios tratamentos de atividade bactericida que
promovem dano ao DNA, seja de superficie como radiacéo ultravioleta (UV) ou agentes sanitizantes
com compostos oxidantes. A ativagdo da resposta SOS pode proporcionar uma condicéo de protecao e
adaptacédo cruzada as cepas que sobreviveram a tais tratamentos. Uma relacéo de resposta SOS mediada
por estimulo foi estabelecida por Salmonella Typhimurium em ambiente do trato gastrointestinal
humano, onde observou-se a aquisi¢ao de resisténcia ao dano oxidativo a estrutura do DNA bacteriano
por sais biliares (PRIETO; RAMOS-MORALES; CASADESUS, 2006).

Segundo Brauner et al. (2016), o termo “tolerancia” a agentes antimicrobianos esta associada a
falha do tratamento com antibidticos e a recaida de muitas infeccGes bacterianas. No entanto, ao
contrario do termo “resisténcia”, que ¢ comumente medida utilizando a especifica de concentragéo
inibidora minima (MIC), a tolerancia é mal caracterizada, devido a falta de um indicador quantitativo
semelhante. Isso pode levar a ma classificacdo de cepas tolerantes como resistentes, ou vice-versa, e
resultar em tratamentos ineficazes.

De fato, a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos é oriunda de mecanismos ligados a
espécie bacteriana e ao estado fisioldgico, sejam herdados e ndo herdados (LEVIN; ROZEN, 2006).
Estudos demostram que determinados sanificantes contribuem para o surgimento de microrganismos

resistentes por pressao seletiva ap6s exposicdo regular (LANGSRUD et al., 2003). Bactérias de mesmo
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género e espécie podem apresentar diferentes graus de sensibilidade ao mesmo agente desinfetante.
Além disso, sanitizantes com formulagGes quimicas similares, porém ndo idénticas, tém eficacia
diferenciada contra as mesmas bactérias (SANDER et al., 2002). Assim, é possivel que a resisténcia dos
microrganismos em biofilme a sanificantes também possa ser consequéncia da exposicao prolongada a
doses subletais destes compostos (DAVIDSON; HARRISON, 2002).

Apesar da base da resisténcia bacteriana a antibioticos ser bastante conhecida, a resisténcia a
sanificantes e antimicrobianos naturais de alimentos, como 6leos essenciais e seus componentes, ainda
é pouco estudada. Os mecanismos bioquimicos exatos de adaptacdo e de resisténcia permanecem
largamente desconhecidos (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; DAMBOLENA et al., 2017).

A resisténcia antimicrobiana é definida como a tolerancia de microrganismos a determinado
agente antimicrobiano contra o qual foram originalmente sensiveis. Esta questdo tornou-se preocupacao
global, relatada pela primeira vez em 1940, e é preocupacdo crescente. Atualmente, grande nimero de
antimicrobianos tornaram-se ineficazes contra organismos previamente susceptiveis. Este € o enorme
desafio para os gestores de salide em todo o mundo, agravado pela “falta de descoberta” de novos
antibioticos (JINDAL; PANDYA; KHAN, 2015). A Organizacdo das Nac¢Oes Unidas para Alimentacdo
e Agricultura (FAO) destacou que 0 uso excessivo de antibidticos no setor agropecudrio tem provocado
0 aumento da tolerancia dos microrganismos, os quais as drogas deveriam eliminar (MUHAMMAD et
al., 2020).

O fendmeno de resisténcia cruzada pode ocorrer quando diferentes agentes antimicrobianos tém
0 mesmo alvo na célula, atingem rota comum de acesso aos respectivos alvos ou iniciam uma via comum
para a morte celular, ou seja, 0 mecanismo de resisténcia é 0 mesmo para mais de um agente
antibacteriano (CHAPMAN, 2003).

Evidéncias moleculares e fisiolégicas apontam que bactérias causadoras de toxinfeccGes
alimentares podem suportar e, ou adaptarem-se aos estresses subletais e, como consequéncia, tornarem-
se resistentes em niveis anteriormente letais do agente estressante ou exibir protecdo cruzada contra
outros (LANDAU; SHAPIRA, 2012). Desta forma, extensa e minuciosa analise do estado metabdlico
das amostras celulares destaca-se como ferramenta capaz de identificar e quantificar os compostos
presentes na populacéo bacteriana.

A producdo de alimentos em escala industrial, contribuiu para a diminuig&o da susceptibilidade
dos microrganismos, facilitando o aparecimento e a disseminacéo de fatores de resisténcia através do
uso intensivo de agentes antimicrobianos, sanificantes e do comércio internacional de animais e de
produtos alimenticios, cuja principal rota de transmissdo entre animais e seres humanos ocorre por
produtos alimentares, embora outras formas de transmissao, como contato direto e ambiente, também
possam ocorrer (AARESTRUP; WEGENER; COLLIGNON, 2008).
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2.2.1 Estresse subletal

Sanitizantes a base de 4cidos e alcalis inorganicas (por exemplo, acido peracético e quaternario
de aménio) sdo conhecidos por serem ineficientes apds o uso continuo e prolongado (KUMAR,;
MICALLEF, 2017) e a adaptacdo ao sanitizante pode levar ao aumento da tolerancia a outros agentes
similares (BUZON-DURAN et al., 2017).

O uso inadequado de agentes antimicrobianos na industria alimenticia (ex: alternancia
imprudente de sanitizantes) contribuiu para o surgimento de microrganismos tolerantes, o que
compromete a seguranca dos produtos alimentares (ONICIUC et al., 2019). Atualmente, um grande
namero de antimicrobianos tornaram-se ineficazes contra microrganismos previamente suscetiveis
(MICHAEL ; DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014). Neste ambito, a busca por alternativas que néo
prejudicam a saude da populacdo tem levado ao uso de produtos naturais, especialmente os obtidos a
partir de extratos de plantas (AMUKA et al., 2017).

Quando uma populacgdo de células de Salmonella é exposta ao estresse subletal, como tratamento
térmico moderado (56 °C), congelamento seguido de degelo, choque osmético ou quimico, uma
proporcdo das células morrem, mas algumas podem ser recuperadas no meio de crescimento. A
proporcao das células que podem ser recuperadas depende de uma série de fatores, incluindo o nivel de
estresse imposto, a natureza das condigdes de recuperacao e a fase de crescimento em que as células se
encontravam quando o estresse foi imposto. Em particular, as células da fase estacionéria apresentam
maior tolerancia ao estresse do gque aquelas em fase de crescimento exponencial. Tal resposta € vista em
bactérias anaerdbias facultativas, como E. coli, mas ndo em anaero6bios estritos, como em Streptococcus
mutans, ou ainda pode se manifestar em forma de resisténcia reduzida na fase estacionaria como ocorre
em Campylobacter jejuni (KELLY et al., 2001).

A resposta SOS foi apontada como componente ativo na indugdo da resisténcia a fatores
estressantes as bactérias apds a exposigdo a tais agentes e esta inducdo possivelmente geraria diversidade
genética que resultaria em subpopulages resistentes a este estresse (VAN DER VEEN; ABEE, 2011).
E constituida, de forma geral, em proteinas envolvidas no reparo de DNA, tais como exonucleases,

helicases e recombinases, ou proteinas envolvidas na sintese de DNA, como DNA polimerases.

2.2.2 Adaptacdo cruzada

Um crescente interesse na compreensao dos mecanismos envolvidos na adaptacdo de células
microbianas a condi¢des ambientais tem sido enfatizado (DI PASQUA et al., 2006). Isso se deve a
preocupacdo do aumento da resisténcia bacteriana na area clinica e farmacéutica, e nos ambientes de
processamento de alimentos. E notério que a exposicao subletal a condicdes ambientais e/ou substancias
antimicrobianas pode resultar no desenvolvimento de adaptacéo e da promocéo da adaptacdo cruzada
para compostos antimicrobianos (RUSSELL, 1984; YUK; MARSHALL, 2004).
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Adaptacdo cruzada ocorre quando o0 mecanismo de resposta ao estresse € 0 mesmo para diversos
agentes bacterianos, ou seja, diferentes agentes antimicrobianos atacam o mesmo alvo na célula,
atingindo uma via comum para a morte celular, ou compartilham uma rota comum de acesso aos seus
respectivos alvos (CHAPMAN, 2003). O estresse subletal induz o desenvolvimento e crescimento do
microrganismo condicionado ao estresse, tornando-o fisiologicamente mais tolerante a niveis
aumentados do mesmo ou protecao cruzada a outros estressores (HWANG et al., 2014; SMIGIC et al.,
2009).

A resisténcia antimicrobiana representa risco direto a seguranga alimentar sendo o uso prudente
em humanos e a monitorizacao de antibidticos em animais e em todos os setores sdo aspecto chave para
sua prevencdo e controle. Novas medidas no controle de microrganismos devem ser tomadas, com 0
intuito de encontrar biocidas com amplo espectro de agdo. Desde a antiguidade as plantas e seus extratos
tais como os 6leos essenciais, tem sido utilizadas na medicina popular. Os 6leos essenciais demostram
ser uma alternativa no controle de microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes uma vez que sua agao
antimicrobiana tem sido comprovada por diversos trabalhos (MIRANDA et al., 2016; DIAS et al., 2015;
NAZZARO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012).

2.3 Antimicrobianos naturais

A sanificacdo dos ambientes de inddstrias alimentares tem importante papel na manutencéo da
qualidade e no aumento da vida util dos produtos. A escolha e a aplicagéo adequada do sanificante para
a prevencédo de formas vegetativas, biofilmes e esporos bacterianos sdo fundamentais para a industria
de alimentos (SANTOS, 2003). Em razéo da eficécia restrita na reducdo de contaminantes, sanificantes
alternativos, como &cidos organicos, podem ser efetivos em inibir o crescimento de bactérias (SALIM
etal., 2018).

A busca por tratamentos alternativos seja devido as possiveis restricbes quanto a utilizacdo de
sanitizantes convencionais, seja pela crescente demanda por produtos livres de aditivos quimicos, tém
conduzido a avaliacdo de diversos agentes antimicrobianos, dentre os quais pode-se destacar os acidos
organicos e os antimicrobianos naturais como os 6leos essenciais provenientes de plantas (HEREDIA
etal., 2018).

O 4cido cindmico, ou cinamaldeido, ¢ um &acido graxo a,fB-insaturado aromatico presente de
forma natural em muitas plantas, além da canela e cravo, pimenta preta, cilantro, ameixas secas entre
outras. Sua atividade antimicrobiana tem sido demonstrada por varios pesquisadores desde meados da
década de 1980 (SALMOND; KROLL; BOOTH, 1984; RAMOS-NINO; CLIFFORD; ADAMS, 1996;
KOUASSI; SHELEF, 1998; CHAMBEL: VIEGAS; SA-CORREIA, 1999; ROLLER; SEEDHAR,
2002).

Neste contexto, a busca por novos agentes antimicrobianos levou as pesquisas a convergirem

para a combinagéo de substincias conhecidamente eficazes, como as bacteriocinas (ex: nisisna), com



18

compostos alternativos produzidos por plantas condimentares. Todavia, mesmo combinagdes de
potencial antimicrobiano reconhecido, microrganismos se comportam de maneira semelhante quando
expostos a concetracdes subletais de quaisquer agentes estressores tornando-se metabolicamente
resiliente.

Devido a alta ocorréncia de tolerdncia microbioldgica a antibidticos e desinfetantes
convencionais, 0 emprego de dleos essenciais e derivados para a conservacao de alimentos e seguranca
industrial vem sendo muito estudado. Tal fato propicia o desenvolvimento de técnicas que procuram
reduzir os efeitos negativos de substancias oxidantes, espécies reativas de oxigénio e microrganismos

causadores de grandes prejuizos as industrias alimenticias (ANDRADE, 2012).

2.3.1 Oleos essenciais

Os dleos essenciais de plantas medicinais, aromaticas e condimentares surgem como alternativa
aos sanitizantes quimicos comumente utilizados no setor alimenticio devido as suas conhecidas
propriedades antimicrobianas. Seu uso como bioconservante é de grande importancia principalmente na
industria de alimentos visto que os consumidores preferem aditivos naturais ao invés de sintéticos
(LANG; BUCHBAUER, 2012).

Os oleos essenciais sdo misturas naturais complexas constituidas por 20 a 60 componentes
presentes em diferentes concentragdes. Geralmente, os componentes predominantes, denominados
majoritarios, determinam que suas propriedades bioldgicas sejam atribuidas a mais de um mecanismo
especifico e que o efeito ocorra em varios sitios celulares (SESSOU; FAROUGOU; SOHOUNHLOUE,
2012). Entretanto, os componentes presentes em menores concentragdes ou tracos podem atuar de forma
sinérgica com 0s majoritarios aumentando a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (BURT,
2004; BAKKALI et al., 2008)

Também chamados de 6leos volateis ou etéreos, por serem de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, sdo oriundos do metabolismo secundario das plantas encontrados em folhas, flores, sementes,
caule e raiz (SIMOES; SPITZER, 2004). Todos os 6rgéos de uma planta séo capazes de sintetizar 6leos
essenciais, porém sua composicdo pode variar segundo a localizacdo, estagio de desenvolvimento e
condicBes ambientais (OUSSALAH et al., 2007).

Os 0Gleos essenciais sdo misturas de varias sustancias quimicas como: terpenos, terpenoides,
fenilpropanoides e outros compostos, todos caracterizados pelo seu baixo peso molecular
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). O principal componente dos 06leos essenciais pode
constituir até 85 %, e 0s outros componentes encontram-se geralmente em niveis traco (GROSSO et al.,
2008). Na atualidade é conhecida uma ampla variedade de 6leos essenciais de origem vegetal, extraidos
de diferentes partes das plantas, , podendo ser obtidos por fermentacéo, extracdo ou destilacido sendo o

ltimo método o mais utilizado comercialmente (FERRENTINO et al., 2019).
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A maioria dos 06leos essenciais é considerada como substancias GRAS, portanto, sua utilizacao
na indastria de alimentos é permitida (FDA, 2020). Sao aplicados principalmente como aromatizantes
tanto os 6leos essenciais como seus componentes (BURT, 2004), e em menor grau como conservantes
devido ao forte sabor e odor (LAMBERT et al., 2001). A 1SO (International Standard Organization)
define Oleos essenciais como 0s subprodutos vegetais obtidos mediante extracdo pelo método de
destilacdo por arraste com vapor d’adgua, bem como os produtos obtidos por processamento dos
pericarpos carnosos de frutos.

Os terpenos ou isoprendides € a classe de metabdlitos secundarios oriundos de produtos naturais,
originados a partir da via do mevalonato. Sua biossintese ocorre inicialmente com unidades C5, como
difosfato isopentenil (IPP) ou difosfato de dimetilalilo (DMAPP), e formados tipicamente por
condensac¢do (OLDFIELD; LIN, 2012; VIRIATO, 2014; RATHORE et al., 2015).

Terpenos apresentam variadas atividades bioldgicas: antibacteriana, antifingica antiparasitaria,
anti-inflamatdria e hipotensora (VIRIATO, 2014; RATHORE et al., 2015). Assim como 0s
fenilpropanoides, os mecanismos de agdo antimicrobiana dos monoterpenos causam granulagdo
citoplasrnatica, ruptura da membrana, e inativacdo e/ou inibicdo da sintese de enzimas intra e
extracelulares. Quando alteram a permeabilidade celular, os terpenos penetram entre as cadeias de
acidos graxos presente na membrana citoplasrnatica, destroem a barreira lipidica, modificam a fluidez
da membrana, e causam o extravasamento do conteldo citoplasmético levando a morte (MAREI,
RASOUL; ABDELGALEIL, 2012).

Os terpenoides sdo encontrados com maior frequéncia e compreendem todas as substancias cuja
origem biossintética deriva de unidades do isopreno (2-metil-1,3-butadieno) e sdo sintetizadas pela via
do mevalonato. Os compostos terpénicos comumente encontrados em Oleos essenciais sdo 0S
monoterpenos (cadeia de dez carbonos), mais identificadas nos O6leos essenciais (90%), e 0s
sesquiterpenos (cadeia de quinze carbonos), formados por duas e trés unidades de isopreno
respectivamente. A origem dos metabdlitos secundarios ocorre a partir da via glicolitica por dois
intermedidarios principais: o acido chiquimico e o acetato (SANTOS, 2004).

A acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais se da por diversos modos, devido a grande variedade
de componentes presentes em sua constituicdo. Contudo é consenso que o principal alvo na célula
microbiana é a membrana citoplasmatica (Nazzaro et al, 2013).

A permeabilidade da membrana da célula bacteriana é influenciada pela sua composicéo e da
hidrofobicidade dos compostos que a atravessam. Em razdo do carater hidrofobico dos 6leos essenciais,
a acdo desses compostos provoca danos estruturais e funcionais a membrana plasmatica das células
bacterianas (BURT, 2004; SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994; BAKKALI et al., 2008) alterando
sua estrutura e fluidez (PASQUA et al., 2007), e como consequéncia ha dissipacdo da forca préton
motiva, no que diz respeito a reducdo do pool de ATP, desordem do pH interno e do potencial elétrico
e perda de metabdlitos e ions, como os de potassio e fosfato (LAMBERT et al., 2001; BAKKALI et al.,
2008).
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A hidrofobicidade dos terpenos fendlicos facilita sua acdo sobre as membranas celulares, mas
apenas isso ndo confere toxicidade. A presenca de grupos hidroxilas na estrutura do terpeno, auxilia no
potencial antimicrobiano, uma vez que podem facilitar a dissociacdo do H+, e desse modo, permitir a
passagem dos protons e de cations monovalentes através da membrana, diminuindo o pH e alterando o
gradiente de cétions. Isso altera a permeabilidade celular, através da abertura de canais, levando a uma

rapida desestabilizacdo membranar (RAO et al., 2010).

2.3.1.1 Cinnamomum cassia

A espécie Cinnamomum cassia € uma planta aromatica, medicinal pertencente a familia
Lauraceae, conhecida no Brasil como canela, canela-da-china, cassia ou cassia-da-china. O emprego
medicinal do vegetal € principalmente no tratamento de gastrite, disturbios da circulacdo e doengas
inflamatdrias. C. cassia é considerada uma das especiarias mais antigas e utilizadas no mundo em
alimentos, bebidas e cosméticos (OLIVEIRA, 2011). A parte da planta de onde é mais comumente
extraido o 0leo essencial é seu caule, que pode ser encontrada em cascas, pequenos pedagos ou em po
(KWON; YU; PARK, 2003).

O oleo essencial de canela apresenta diferengas em sua composi¢éo quando obtidos em regides
distintas da planta. Quando obtido da casca, observa-se prevaléncia do composto aldeido cinAmico (ou
cinamaldeido) seguido do eugenol com porcentagens de 55% e 12% respectivamente, e quando obtido
de folhas da canela, encontra-se o eugenol (94%) como componente majoritario e tragos de aldeido
cindmico (1%) (KOKETSU et al., 1997). O ¢leo obtido da casca é utilizado na aromatizacdo de
alimentos, ao passo que o das folhas, na cosmética e na aromaterapia (GROSSMAN, 2005). Unlu et al.
(2010) obtiveram como composto majoritario (E)-cinamaldeido (68.95%) identificado em 6leo de casca
de C. zeylanicum originaria da Turquia.

A atividade antibacteriana de C. cassia, é comprovada tanto do 6leo essencial quanto do
componente majoritario. Estudos demonstram que oOleo essencial de C. cassia, bem como o
cinamaldeido sdo igualmente efetivos na inibicdo do crescimento de S. aureus, Escherichia. coli,
Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus e Salmonella. Typhimurium (OOI et al., 2006), sendo o cinamaldeido capaz de inibir
a divisdo celular quando testado contra B. cereus (KWON; YU; PARK, 2003), e de promover inibicdo
do metabolismo energético de Listeria. monocytogenes e Lactobacillus. sakei quando expostas a
concentragdes bactericidas de cinamaldeido (GILL; HOLLEY, 2004).

O trans-cinamaldeido conhecido também como cinamaldeido é uma substancia quimica,
presente como componente principal nos 6leos a base de canela (FRIEDMAN; KOZUKUE; HARDEN,
2000) (Figura 1). Caracteriza-se por ser um liquido amarelo, oleoso, com um forte cheiro de canela,
doce, soltvel em éter e cloroférmio, miscivel em alcool e 6leos (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH &
HUMAN SERVICES, 2004), e tem um ponto de ebuli¢do de 250°C (SIGMA-ALDRICH, 2020). Esta
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substancia estd aprovada pela FDA para uso em alimentos como aromatizante sintético sendo
considerado como aditivo GRAS (FDA, 2020).

Figura 1 - Estrutura quimica do componente majoritario trans-cinamaldeido.

O
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Fonte: Sigma-Aldrich (2020).

Pesquisas realizadas demonstraram que o0 trans-cinamaldeido possui caracteristica
antimicrobiana contra uma ampla gama de patégenos transmitidos por alimentos, sejam Gram-positivos,
como: S. aureus, Clostridium ssp., Enterococcus ssp., Streptococcus ssp. (FERRO et al., 2016;
ROSHAN; RILEY; HAMMER, 2017; RIBEIRO et al., 2018); ou Gram-negativos, como: Acinetobacter
baumannii, S. enterica, E. coli, P. aeruginosa (NARAYANAN et al., 2017; KARUMATHIL et al.,
2018; SILVA et al., 2018; FERRO et al., 2019).

O trans-cinamaldeido tem modo de ac¢éo de pelo menos trés mecanismos celulares: em baixas
concentragdes, o trans-cinamaldeido atua na citocinese pela inibi¢do de enzimas ou em outras fungdes
celulares; em concentragdes letais ele altera estruturalmente a membrana celular; e em concentracoes
subletais, atua como um inibidor de ATPase (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Desta forma,
o0 trans-cinamaldeido provoca a redugdo do ATP intracelular pela atividade de ATPase sem alteragdo
significativa da membrana celular, como observado em estudos com contra E. coli e L. monocytogenes
(GILL; HOLLEY, 2006; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2007). Portanto, concentracdes letais de trans-
cinamaldeido causam ruptura da membrana celular suficiente para dispersar a forca motriz de prétons
por vazamento de pequenos ions, todavia, sem fuga de componente celular grandes, como ATP (GILL;
HOLLEY, 2004).

Os mecanismos de acdo relatados para cinamaldeido contra bactérias sdo continuamente
revisados (SHREAZ et al., 2016; FRIEDMAN, 2017). Jia et al. (2011) ressaltam que o poder de
penetracdo celular do cinamaldeido é devido a sua hidrofobicidade, caracteristica importante que
provoca um distlrbio na bicamada lipidica, causando um aumento da permeabilidade dos prétons, e
consequente desestabilidade e morte celular. Recentemente, a acdo antimicrobiana do cinamaldeido
também foi atribuida a proteinas ligadas a inibicdo da divisdo celular, como a FtsZ (do inglés,

filamentation temperature sensitive protein Z) (LI et al., 2015).
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Novas tecnologias para controle de patégenos bacterianos em ambiente de industrias
alimentares utilizam de combinacdo de compostos majoritarios para equiparar ou superar a eficiéncia
de sanitizantes quimicos, bem como diminuir a ocorréncia de adaptacao por tolerancia a concentra¢6es
subletais de agentes antimicrobianos. Assim, é de grande relevancia a investigacdo da acéo
antimicrobiana de compostos naturais, e produtos derivados, para a prevencdo de adaptacdo cruzada

entre populacGes bacterianas.

2.3.1.2 Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus, popularmente conhecido no Brasil como capim-liméo, ou também como
erva-cidreira, capim-cidreira capim-cheiroso e capim-cidrdo, € uma espécie vegetal pertencente a
familia das Poaceas. Herbaceo, perene e rasteiro, o capim-limao ndo forma caule e exibe folhas longas
recobertas por camada fina de cera. (CASTRO; RAMOS, 2003). No Brasil, € comum o consumo da
infusdo de suas folhas por apresentarem propriedades diuréticas, sedativas, antipiréticas e
antirreumaticas (FIGUEIREDO; DELACHIAVE; MING, 2002).

O citral e constituinte majoritario do 6éleo de capim-limdo sendo o responsavel por muitas
atividades de interesse econdmico, tais como antimicrobianas, repelentes de insetos, entre outras
aplicagdes na industria farmacéutica. Além do citral, a composicdo quimica do 6leo de capim-liméo
apresenta varios aldeidos, como o citronelal, isovaleraldeido e decilaldeido; bem como cetonas e alcoois
como o geraniol, nerol e farnesol (COSTA et al., 2005; PEREIRA et al., 2006).

O citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) é.um dos monoterpenos mais amplamente estudados. O
citral difere isomericamente em duas formas (Figura 2): geranial ((2E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral
A ou isémero E) e neral ((22)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral B ou isdmero Z) (EL FATTAH et al.,
1992). lijima et al. (2006) propde uma rota bioquimica para a formacdo do citral a partir do geranil
difosfato (GPP), onde este sofre reacdo catalisada pela geraniol sintase (GES), sendo convertido em
geraniol. O geraniol é, entdo, oxidado pela acdo da geraniol desidrogenase (GEDH1) originando o
geranial, e que por meio de uma tautomerizacao ceto-endlica, que facilita a rotacdo da ligacdo entre os

carbonos dois e trés, o geranial que possui a configuracao E é convertido em neral configuracao Z.

Figura 2 - Formas isoméricas do citral Geranial e Neral.
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Geranial Meral
(trans) (cis)

Fonte: Sigma-Aldrich (2020).

Estd presente em muitos 6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas, sendo seu aroma
citrico conferido pelo geranial, enquanto que o sabor de limao, pelo neral. Devido a estas caracteristicas
é utilizado em produtos farmacéuticos, alimenticios e cosméticos (LEITE et al., 2014; MIRON et al.,
2014). Foi observado que possui melhor atividade antimicrobiana em pH alcalino e pode ser utilizado
em combinagdo com outros agentes, apresentando acéo sinérgica (FERREIRA et al., 2009; SOUZA et
al., 2016).

2.3.1.3 Ocimum basilicum L.

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), pertencente a familia Lamiaceae, faz parte de um grupo
de plantas medicinais e arométicas de grande valor econémico, muito utilizado para diversos fins:
ornamental, condimentar, medicinal, aromatico, na inddstria de perfumaria e de cosméticos. Trata-se de
espécie herbacea, fortemente aromatica, que pode ser anual ou perene conforme o local de plantio. A
qualidade da planta de manjericdo é definida pela composicdo de seu 6leo essencial (CARVALHO
FILHO et al., 2006).

Na medicina, o 6leo essencial de manjericdo possui potencial comprovado como sedativo
(SUGAWARA et al., 1998), anticonvulsivo (ELISABETSKY; BRUM; SOUZA, 1999) e
antinociceptivo (VENANCIO, 2006). Dentre os diferentes constituintes do 6leo essencial de manjericdo

os linalol (Figura 3) e o eugenol destacam-se como 0s componentes majoritarios.

Figura 3 - Estrutura quimica do componenrte majoritarios linalol.
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Fonte: Sigma-Aldrich (2020).

O linalol, 3,7- dimetilocta-1,6-dien-3-ol, ¢ um monoterpeno alcodlico terciério de cadeia aberta
encontrado em varias espécies de plantas aroméaticas como o manjericdo (Ocimum basilicum)
(ZHELJAZKOV; CALLAHAN; CANTRELL, 2008). O linalol € um liquido incolor ao amarelo palido
que € comercializado como ingrediente de muitos produtos cosméticos como shampoos, perfumes,
sabonetes dentre outros. E também utilizado em produtos de limpeza como detergentes (LETIZIA et al.,
2003). Efeitos letais sobre diversos organismos como acaros (PRATES et al., 1998), e microrganismos
como bacterias, fungus (BELAICHE; TANTAOUI-ELARAKI; IBRAHIMY, 1995) e giardia
(ALMEIDA et al., 2007) sdo observados. .

Tal composto majoritario é um constituinte quimico de grande valor no mercado de cosméticos
e perfumaria além de seu efeito bactericida ha tempos ter sido descrito como promissor (PEREIRA et
al., 2018). Mazzanti, Battinelli e Salvatore (1998) utilizaram 6leos essenciais de Hyssopus officinalis L.
variagdo decumbens, com alto teor de linalol (51.7%) em testes de inibi¢do microbioldgica e detectaram

doses diminutas necessarias para a inibigdo de bactérias Gram-positivas e negativas.

2.3.2 Bacteriocinas

A utilizacdo de peptideos antimicrobianos apresenta grande potencial para o controle de
biofilmes na industria de alimentos e visa aumentar a vida Util e a inocuidade de alimentos. Diversos
sdo os peptideos que apresentam atividade antimicrobiana, podendo ser obtidos de degradacdo de
proteinas presentes em alimentos ou sintetizados por bactérias, que sdo denominadas de bacteriocinas.

Bacteriocinas sdo um grupo heterogéneo de peptideos ou proteinas, sintetizadas
ribossomicamente, que apresentam agdo comprovada contra diversos microrganismos (GALVEZ;
LOPEZ; ABRIOUEL, 2008; TODOROV; FRANCO; VAZ-VELHO, 2009). Varios autores tém
pesquisado o potencial antimicrobiano das bacteriocinas em alimentos, demonstrando sua agéo contra
microganismos patogénicos e deteriorantes em carne e produtos cérneos (LISERRE, et al., 2002;
KRUGER, 2006; BELLO et al., 2010; KOUAKOQOU et al., 2010). As bacteriocinas diferem dos
antibioticos principalmente quanto & sintese, ao espectro e modo de ac¢ao, a toxicidade e aos mecanismos
de resisténcia (TODOROV et al., 2010).
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As bacteriocinas agem sobre as células sensiveis pela formacgédo de poros na membrana celular
(Figura 4), com a interferéncia na forga préton motriz (FPM), no potencial de membrana (A¥) e no
gradiente de pH (ApH), resultando no efluxo dos constituintes celulares e privando a célula de sua fonte
essencial de energia (AMMOR; MAYO, 2007; ARAUZ et al., 2009). A FPM controla a sintese de ATP
e o acumulo de ions e outros metabdlitos no interior das células, e com o seu colapso ocorre a paralisacao
de todas as reacdes que requerem energia, levando a morte celular. Essas alteragbes ocorrem em dois
estagios. O primeiro consiste na adsorcdo da bacteriocina a membrana celular, 0 que ndo provoca
alteracOes permanentes a célula, uma vez que a adsorcao é reversivel. No segundo estagio, a bacteriocina
penetra a membrana celular causando alteragdes letais irreversiveis a célula (ARAUZ et al., 2009).

Por serem moléculas carregadas positivamente com regides hidrofdbicas e hidrofilicas, as
interacOes eletrostaticas com grupamentos fosfato negativamente carregados contribuem para a ligacao
inicial das bacteriocinas com a membrana das células sensiveis resultando na penetragdo da porcao
hidrofébica na membrana formando poros (CHATTERJEE et al., 2005; ARAUZ et al., 2009;
ASADUZZAMAN; SONOMOTO, 2009). Porém, a atividade destes compostos esta relacionada apenas
a bactérias Gram-positivas. As bactérias Gram-negativas possuem uma camada externa composta por
fosfolipidios, proteinas e lipopolissacarideos que é impermeavel & maioria das moléculas e ndo admite
0 acesso de particulas com tamanho superior a 600Da (a menor bacteriocina conhecida possui 3 kDa).

Entretanto, a presenca de outros compostos que alteram a estrutura da membrana externa de
microrganismos Gram-negativos pode permitir a entrada de moléculas maiores, 0 que seria uma
alternativa para a utilizacdo de bacteriocinas no controle da multiplicacdo destas bactérias (DIEP; NES,
2002, ARAUZ et al., 2009). As diferentes bacteriocinas apresentam variagdes no espectro de atividade,
modo de acdo, peso molecular, origem genética e propriedades bioguimicas e entre todas estas
bacteriocinas apenas a nisina é atualmente aplicada na conservacdo de alimentos (CASTELANO et al.,
2008; ARAUZ et al., 2009), sendo regiulamentada no Brasil pela ANVISA para utilizagdo em queijos
e produtos industrializados cozidos (ANVISA, 2013).
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Figura 4 - Modo de agdo de bacteriocinas produzidas por bactérias laticas.
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Fonte: Cotter; Hill; Ross (2005).

2.3.2.1 Nisina

Nisina € um polipeptidio de baixo peso molecular produzido pela cultura Lactococcus lactis
subsp. lactis. A descoberta deste composto ocorreu no fim da década de 1920 e sua utilizagdo como
conservante alimenticio é reconhecida ha mais de 60 anos (MCCLINTOCK et al.,, 1952). A
caracterizacdo da molécula foi conduzida pela primeira vez por Mattick e Hirsch (1947), que cunhou
seu nome a partir do termo “substancia inibitoria N”. Naquela época, 0 microrganismo produtor foi
classificado por Lancefield como grupo serolégico Streptococcus N. A nisina tornou-se um conservante
de alimentos amplamente utilizado porque tem um espectro muito mais amplo do que a maioria das
outras bacteriocinas e pode manter ou até mesmo prolongar a vida util dos alimentos tratados com calor,
0 que contribui de forma crucial para a sua seguranca.

A estrutura da nisina é determinada por seus anéis tioeter internos, o que a torna flexivel e

tridimensional. Ela pode formar dimeros ou até mesmo oligbmeros. Gross e Morell (1971) foram os
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primeiros pesquisadores que elucidaram a estrutura incomum da nisina, que é um polipeptidio de 34
aminoécidos com uma massa molecular de 3510 Daltons. E classificada como uma bacteriocina de
classe I, onde as moléculas caracterizadas por seus aminoacidos incomuns. A nisina contém o0s
aminocidos lantionina (Ala-S-Ala) e B-metillantionina (Abu-S-Ala), bem como &cido amino-butirico
(Abu), deidroalanina (Dha), e deidrobutirino (Dhb; também conhecido como B-metilldehidroalanina)
(Figura 5).

Figura 5 - Representacao esquematica da estrutura da nisina.

Fonte: Cheigh; Pyun (2005).

A carga resultante de nisina é dependente de pH e possui carater anfipatico; o terminal-N contém
varios residuos hidrofébicos, enquanto o terminal-C é mais hidrofilico. A nisina tem se mostrado ter
atividade emulsionante em um estudo comparativo com o Tween 80 (um emulsionante alimentar ndo-
ibnico comum) e B-caseina (um estabilizador de emuls&o alimentar), mas esta atividade era altamente
dependente da concentragdo de pH e nisina (BANI-JABER et al., 2000). O grau de associagdo da nisina
com a membrana é altamente dependente do tipo de lipideos presentes e principalmente da carga destes
lipideos. Como molécula catidnica, a nisina é mais ativa na presenca de moléculas carregadas
negativamente na membrana citoplasmatica (MCAULIFFE; ROSS; HILL, 2001; AASEN et al., 2003;
TODOROV; FRANCO; VAZ-VELHO, 2009).

A nisina é um aditivo alimentar que possui historico de uso bem sucedido como conservante de
alimentos, excelente registro de seguranca, e atividade antimicrobiana de amplo espectro. Além disso,
0s testes de toxicidade que comprovam sua seguranca para 0 consumo humano sao reconhecidos desde
1962 (FRASER; SHARRATT; HICKMAN, 1962).

A nisina foi aprovada para uso em alimentos em 1969 pela Organizacdo Conjunta de Alimentos

e Agricultura / Organizagdo Mundial da Satde (FAO / OMS) e pelo “Committee on Food Additives”
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foi considerado como seguro (GRAS) nos Estados Unidos em 1988 (FDA, 1988). Desde entdo, continua
a ser a unica bacteriocina permitida nos alimentos como conservante.

O efeito antimicrobiano da nisina possui acdo predominantemente sobre bactérias Gram-
positivas, como Lactococcus spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Listeria spp. e também
inibindo células vegetativas ou esporos de bactérias dos géneros Bacillus e Clostridium. Apesar de ndo
haver atividade reconhecidamente comprovada contra Gram-negativos, fungos e leveduras, sabe-se que
seu uso em combinacdo com agentes que modifiquem a permeabilidade da membrana externa pode
representar potencial de utilizacdo da nisina contra bactérias Gram-negativas (PRANOTO; RAKSHIT;
SALOKHE, 2005; SAMELIS et al., 2005; ARAUZ et al., 2009; ASADUZZAMAN; SONOMOTO,
2009).

A acdo antimicrobiana da nisina é influenciada por sua concentracdo e pela quantidade de
populacdo bacteriana alvo. O efeito antibacteriano é decorrente de suas interagcdes com os fosfolipidios
que compdem a membrana citoplasmatica atuando como agente despolarizador, através de um modelo
potencial-dependente. Tal fendbmeno provoca a formagdo de poros por onde ocorre o efluxo de
constituintes citoplasmaticos de baixo peso molecular como ATP, ions de potassio e aminoacidos
(ASADUZZAMAN; SONOMOTO, 2009; TODOROV; FRANCO; VAZ-VELHO, 2009).

Portanto, a aplicagdo pratica da nisina tem sido bastante explorada pela indUstria de alimentos
devido a sua resisténcia a temperaturas elevadas e pH &cido, além da capacidade de impedir a
germinacdo de esporos bacterianos (ARAUZ et al., 2009). Este altimo fator € de extrema importancia
para sua aplicagcdo em alimentos, uma vez que um teor residual suficiente de nisina deve ser mantido
durante toda a vida atil do produto para que se tenha a manutencdo da conservacdo (DELVES-
BROUGHTON; GASSON, 1994).

2.4 Metaboldmica microbiana

A grande area de estudo da metabolémica aborda a determinacdo e quantificacdo simultanea de
compostos metabdlicos produzidos e modificados por organismos vivos incluindo peptideos,
aminoacidos, acidos nucléicos, carboidratos, &cidos organicos, vitaminas, polifendis, alcaléides e
minerais (JEWETT; HOFMANN; NIELSEN, 2006; WISHART, 2008). Desta forma, vem sendo
aplicada na area da Ciéncia dos Alimentos pelo monitoramento da qualidade, da seguranca e de analises
microbiologicas tanto da matéria-prima quanto do produto final (CEVALLOS-CEVALLOS et al.,
2009).

As analises metabolémicas tém sido amplamente utilizadas na pesquisa bésica e aplicada nos
altimos anos, e gradualmente se torna uma técnica mutuamente complementar a gendmica,
transcriptdmica e protedmica (DUMAS, 2012; CASTRO-SANTOS; LABORDE; DIAZ-PENA, 2015).
Portanto, tais analises podem prover um panorama instantaneo do estado fisiologico das células e indicar

como o perfil metabdlico de um sistema bioldgico complexo é alterado em resposta ao estresse, como
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fatores adversos ou adaptacdo fisioldgica as alteracBes ambientais (PATEL; AHMED, 2015;
GIBBONS; O’'GORMAN; BRENNAN, 2015).

Comparado as demais émicas, 0s estudos metabolémicos fornecem informag6es diretas da
resposta celular integrada as mudancgas no ambiente interno e externo utilizando material de relativo
baixo custo para a prepara¢do da amostra (FUHRER; ZAMBONI, 2015). Peng, Li e Peng (2015)
afirmam que analises metabol6micas surgem para descobrir ndo somente os metabolitos de células ou
organismos em diferentes condigdes, mas também para avaliar a frequéncia e abundancia relativa de
metabolitos exdgenos, que foram denominados como metaboldmica de descoberta.

Ao passo que a metabolémica é uma das areas emergentes nos estudos de biologia sistémica, a
gendmica funcional fornece abordagens mais recentes para a confirmacao de fen6tipos de interesse. A
integracdo do metaboloma com andlises transcriptdmicas alvo, facilitam a compreensdo da
funcionalidade do gene e de sua regulacdo em varias vias metabolicas (GUPTA et al., 2014). Para tanto,
andlises de genes especificos de vias metabodlicas conhecidas tornam-se pegas chave em estudos em
microbiologia sistémica pela capacidade de correlagdo entre a presenca de tais genes, sua expressdo
(RNA) e abundancia relativa de metabdlitos.

A anélise metabolémica ndo-direcionada surge como uma importante ferramenta para descobrir,
quantificar e comparar perfis de microrganismos de relevancia nas ciéncias alimentares. Além disso, a
andlise funcional dos metabdlitos pode fornecer um ponto de partida para a correlagéo dos dados obtidos
com as vias metabodlicas, que sdo informagBes convergentes entre testes de suscetibilidade
antimicrobiana e anélise metaboldmica n3o-direcionada (CAMERON; TAKATS, 2018). Uma
abordagem do perfil de metabdlitos identificados em bactérias patogénicas pode associar a frequéncia e
abundancia relativa de tais metabdlitos com papéis bioldgicos, tais como respostas adaptativas a

exposicOes subletais a agentes estressores (MALLICK et al., 2017).

2.4.1 ldentificacdo e quantificacdo de metabdlitos por HPLC-MS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a cromatografia gasosa (GC) e a eletroforese
capilar (CE), atualmente séo as técnicas de separacdao mais utilizadas para quantificagdo de compostos
de interesse. Para a deteccdo, as técnicas mais comuns incluem espectrometria de massas (MS),
ressonancia magnética nuclear (MNR) e espectrometria de infravermelho préximo (NIR) (MOZZI et
al., 2013). Em HPLC, podem ser obtidas separacdes altamente eficientes, rapidas e sem tratamentos
prévios rigorosos da amostra. Por esta técnica, diferentes compostos sdo separados por sua interacao
diferenciada com uma fase estacionéria, constituida por colunas empacotadas por particulas porosas de
3 a 5 um. Dessa forma, cada peak cromatografico possui um tempo de retencdo especifico
correspondente & um metabdlito, sendo que sua area relativa permite calcular a concentragdo de cada

metabdlito presente na amostra (MOZZI et al., 2013).
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A espectrometria de massas (EM) constitui uma importante ferramenta de analise, em que o
propédsito central é converter uma substancia em subprodutos, ou seja, fragmentos moleculares
mensuraveis que irdo revelar a estrutura da molécula original. E uma técnica largamente utilizada na
analise de massas moleculares diversas. Devido a alta sensibilidade (pg-pg) € utilizada na analise de
substancias em baixas concentrag¢@es (controle de doping, contaminagdo ambiental e de produtos, etc.)
em diferentes matrizes (ambientais, biol6gicas, alimentos, etc.) (VAN HOVE; SMITH; HEEREN,
2010).

Para a identificacdo de compostos desconhecidos, elucidacdo estrutural, determinacdo de
propriedades moleculares e, sobretudo, quantificacdo de substancias em tracos e ultra tragos, a EM-
tandem (EM/EM) é amplamente utilizada. E uma das metodologias mais utilizadas na elucidago
estrutural de metabdlitos, sendo geralmente associada com uma técnica de separacdo. A EM/EM pode
fornecer informacGes através da fragmentacdo controlada de moléculas (variando-se a energia de
colisdo), particularmente, para a identificacdo de analitos, elucidagéo estrutural e informagdes relativas
a grupos funcionais de metabdlitos microbianos (TEUNISSEN et al., 2010; DAHMANE et al., 2010;
DELLAGRECA et al., 2007; MATEJICEK; KUBAN, 2007; SORA et al., 2010; WEN et al., 2008).

Podem-se caracterizar alguns dos principais sistemas de EM-tandem, como, por exemplo, CL-
EM/EM - Cromatografia Liquida acoplada a um detector de EM, que possui dois analisadores filtros de
massas (Q1 e Q3) do tipo triplo-quadrupolo e uma célula de colisdo (Q2) para fragmentagdo da molécula
(ARDREY, 2003). Atualmente, a técnica de CL-EM/EM também pode ser classificada como hibrida,
através do advento de um analisador/filtro de massas (Q3) (MARCH; TODD, 2005; CHHABIL, 2007).

2.4.2 Heatmap, Clustering e OPLS-DA

A comparagdo do metaboloma de um grupo sujeito a alteracdes ambientais ou genéticas,
alimentares, de tratamento terapéutico, etc. (grupo teste), com um grupo de individuos nédo alterados
(grupo controle) pode fornecer informagdes importantes no que diz respeito ao entendimento do fen6tipo
de um organismo, desempenhando um papel fundamental na biologia de sistemas (KUEHNBAUM,;
BRITZ-MCKIBBIN, 2013). Para analise metabolémica global, aplicam-se etapas de alinhamento,
agrupamento, corre¢do do tempo de retencéo e de linha de base e normalizacdo. Existem atualmente,
diversos softwares livres e licenciados para tratamento de dados metabolomicos (LUDWIG,
GUNTHER, 2011; SMITH et al., 2006; KATAJAMAA; MIETTINEN; ORESIC, 2006; LOMMEN,
2009). Misra e Van der Hooft (2016) descrevem uma série desses softwares de tratamento de dados, e
bases de dados para correlagfes de massas e rotas metabdlicas.

Uma vez produzida uma matriz de dados a partir de dados brutos, as etapas subsequentes
geralmente envolvem diferentes formas de andlise estatistica e obtengdo de dados para permitir a
identificacdo de amostras ou varidveis (metabdlitos) que capturam a maior parte da variacdo entre

conjuntos de dados e que podem representar candidatos a variaveis biologicamente significativas.
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Anadlises tipicas de dados metaboldmicos consistem em duas fases; inicialmente, uma visao geral dos
conjuntos de dados dadas é gerada por meio de andlise multivariada e picos individuais sdo
posteriormente classificados por analise univariada baseados em MS (BOCCARD; VEUTHEY;
RUDAZ, 2010; TOHGE; FERNIE, 2009).

A analise de clustering € um método estatistico que envolve a divisdo de conjuntos de dados
observados em varias subclasses ou clusters com base em uma funcdo de distancia estatistica
selecionada. Existem dois tipos de algoritmos de clustering: métodos hierarquicos e ndo hierarquicos.
Ambos os algoritmos particionam os conjuntos de dados observados em subgrupos para que conjuntos
de dados com perfis metabolomicos semelhantes sejam colocados em cada subgrupo. O agrupamento
hierarquico (HCL) alinha conjuntos de dados gerando dendrogramas utilizando o seguinte
procedimento: 1) calcular a semelhanga das duas amostras usando uma meétrica especifica, como
correlacdo de Pearson, euclidiano, informacdes mdtuas e valores de covariancia; 2) alinhar as amostras
mais semelhantes aos vizinhos ou emparelha-las como um Unico aglomerado; e 3) reiterar 0s passos 1 e
2 até que todas as amostras estejam alinhadas (BLEKHERMAN et al., 2011).

As analises estatisticas compdem uma ferramenta importante para obter informacdes relevantes
dos dados através de métodos de andlise. As analises podem ser classificadas como univariadas e
multivariadas. Nas analises multivariadas, a classificagdo e discriminagdo de entidades ou metabolitos
responsaveis por diferenciar os grupos de amostras sao realizadas através da avaliagdo do conjunto da
matriz de dados extraidos na etapa de trabalho anterior.

Séo aplicados métodos ndo supervisionados, como analise de componentes principais (PCA, do
inglés, principal component analysis), e métodos supervisionados, como analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés, partial least squares discriminant analysis), e
projecOes ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés, orthogonal partial least squares
discriminant analysis). Ja nas analises univariadas, as variaveis de estudo (entidades ou metabdlitos)
sdo avaliadas separadamente e, ao contrario dos métodos multivariados, sdo desprezadas as relagdes
entre elas. Testes estatisticos como ANOVA, teste t de Student, ou de Mann-Whitney U, sdo
frequentemente utilizados (SUGIMOTO et al., 2012).

2.5 Nanotecnologia aplicada a industria de alimentos

A nanotecnologia é uma ciéncia emergente que tem atraido o interesse de pesquisadores devido
ao seu grande potencial de aplicagdo. Com o status de tecnologia convergente, a manipulacdo de
particulas em escala nanométrica abrange o cenario multidisciplinar com énfase nos campos da fisica,
quimica, biologia, engenharia de materiais, eletrobnica e medicina humana (FERNANDES;
FILGUEIRAS, 2008). Os avancos nas pesquisas refletem a tendéncia tecnolégica mundial em todos os

setores de produgdo, que pode ser traduzida em “quanto menor, melhor”. Denomina-se esta revolucdo
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de nanotecnologia, cujo termo é originario da unidade de medida que equivale a 10° metros (um
milionésimo de milimetro) (ARAKI, 2007).

Dada a versatilidade e funcionalidade dos compostos gerados, a nanotecnologia é empregada
nos mais diversos segmentos, destacando-se os setores farmacéutico, alimenticio e cosmético (ARAKI,
2007). Recentes avangos na area da nanotecnologia estdo sendo reconhecidos de forma crescente pela
comunidade cientifica, uma vez que a manipulagdo da matéria em escala nanomeétrica oferece inimeras
oportunidades. No ambito da industria de alimentos, as pesquisas em nanotecnologia concentram-se no
desenvolvimento de ingredientes e aditivos em tamanho nanométrico ou nanoencapsulados, bem como
materiais de embalagem ativas e nanocarregadores (CHAUDHRY; WATKINS; CASTLE, 2010).

A busca por sistemas de encapsulacdo de componentes lipofilicos bioativos (LlI;
MCCLEMENTS, 2010) e pela substituicdo de sanitizantes comuns, desperta consideravel interesse no
desenvolvimento de sistemas nanométricos de carreamento para incorporacao de 6leos essenciais e ou
seus componentes (DONSI et al., 2011). Dentre as diversas formas de se nanoencapsular compostos
bioativos lipofilicos, destacam-se as nanoemulsdes.

As emulsdes sdo sistemas formados por dois ou mais liquidos imisciveis, sendo, um deles
disperso na forma de gotas ou gl6bulos (fase dispersa) no outro (fase continua). Agentes ativos de
superficie, como os tensoativos, exibem duas fungdes principais: diminuir a tensdo interfacial entre as
fases, de forma a facilitar a formacéo da emulséo, e estabilizar a fase dispersa contra coalescéncia apos
sua formagdo (BROSEL; SCHUBERT, 1999; PAL, 2011). Neste contexto, processos de alta energia

sdo aplicados a estas emulsfes a fim de diminuir o tamanho das particulas a escala nanométrica.

2.5.1 Nanoemulsdes de 6leos essenciais e seus componentes majoritarios

NanoemulsBes costumam ter aspecto leitoso, baixa viscosidade e as moléculas ativas estdo
preferencialmente dissolvidas no nucleo oleoso da nanoestrutura (DIAS et al., 2014), séo ideais como
carreadores de 6leos essenciais, ou seus compostos, devido a alta afinidade criada na formacéo das gotas,
gerando compatibilidade com diversos alimentos ricos em &gua e atravessando membranas biol6gicas
com facilidade, além da simplicidade de obtengéo em escala industrial (DONSI et al., 2011).

Devido a baixa solubilidade em &gua, os componentes dos 6leos essenciais precisam ser
encapsulados em sistemas, por vezes nanoemulsionados, de carreamento adequados a fim de
permanecerem ativos (WEISS et al., 2009). Segundo Kralova e Sjéblom (2009), tensoativos nao-
ibnicos, tais como Tween 80, sdo surfactantes moleculares capazes de adsorver nas superficies das
goticulas, facilitando o rompimento por meétodos fisicos (como ultrassom) e protegendo contra a
agregacdo das gotas.

Oleos essenciais submetidos & nanoencapsulagio sdo alternativas viaveis e eficiente para

aumentar a estabilidade fisica dos compostos bioativos, protegendo-os das interagBes com outros
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componentes. Devido ao tamanho diminuto, aumenta-se sua atividade devido a prevaléncia de
mecanismos passivos de absor¢do celular (WEISS et al., 2009) (Figura 6).

Desta forma, nanoemulsGes de Gleos essenciais ou seus componentes podem ter novas
aplicabilidades na area de alimentos conferindo maior efeito antimicrobiano quando comparado a
aplicacdo do 6leo essencial diretamente em superficies ou em equipamentos, bem como nos alimentos.
Isto deve-se ao fato de que materiais em tamanho nanométrico, geralmente, apresentam maior area
superficial de contato em relacdo ao seu volume e possuem maior permeabilidade celular. A producéo
de nanoemulsBes com nanogoticulas de 6leos essenciais apresenta-se como nova possibilidade de
aplicacdo destes 6leos essenciais em alimentos.

Assim, em muitos aspectos, a encapsulagdo de componentes lipofilicos funcionais em
nanoemulsdes oferece vérias vantagens. Isto é valido para compostos majoritarios de dleos essenciais,
onde as questdes de estabilidade fisico-quimica, de impacto minimizado nos produtos onde sdo
incorporados, bem como a maior atividade antimicrobiana e baixo residuo perceptivel sdo de interesse
consideravel para aplica¢des industriais como antimicrobianos naturais.

Portanto, a incorporacdo dos compostos majoritarios de 6leos essenciais: cinamaldeido e citral,
bem como uma blenda dos mesmos, para a producdo de nanoemulsdes sanificantes de superficies e
equipamentos, pode ser uma tecnologia interessante para a industria alimenticia para o controle de
biofilmes bacterianos e ou como conservante. Assim, novas possibilidades de melhorias tecnolégicas
para o controle e higiene alimentar sdo destacadas com o0 uso de compostos naturais aliados a

nanotecnologia.
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Figura 6 - Representacdo esquematica do modo de acdo de Gleos essenciais nanoencapsulados

frente & microrganismos de origem alimentar.
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2.5.2 Obtencéo de nanoemulstes 6leo-em-agua (O/A)

O diferencial do uso de nanoemulsdes (geralmente éleo em agua, O/A) é devido ao tamanho das
gotas de bleo da fase dispersa serem menores que 300 nm e por serem cineticamente estaveis, onde a
separacdo de fases é dificultada pelo intenso movimento Browniano do sistema que supera a taxa de
segregacdo induzida pela gravidade (ANTON; VANDAMME, 2011). O tamanho médio de gota obtido
nas nanoemuls@es influencia diretamente o efeito pretendido, permitindo o uso de baixas concentracdes
de principios ativos e aumentando sua interagdo com as matrizes, visando liberacdo controlada e
atividade maxima (HUANG; YU; RU, 2010; WEISS et al., 2009).

Os processos de nanoemulsificacdo de baixa energia baseiam-se na formacdo espontanea de
goticulas de dleo nos sistemas mistos de 6leo-a4gua-tensoativo, quando a solugdo ou as condigdes
ambientais sdo alteradas, utilizando a energia quimica do sistema. Ja os métodos de obtencdo das
nanoemulsdes, pertencentes ao grupo de alta energia de emulsificacdo, tém potencial para utilizacdo nas
industrias de alimentos devido tanto a disponibilidade de equipamentos para uso em nivel industrial,
quanto a capacidade para produzir sistemas nanoemulsificados sem a adicdo de solventes organicos
(SALVIA-TRUJILLO et al., 2013).

Normalmente, nos processos de nanoemulsificacdo por alta energia ocorre primeiramente a
mistura das fases oleosa e aquosa, resultando em uma emulsdo grosseira com tamanho de goticula
grande e apos, esta é forcada a passar por um sistema com introducgdo de forca de cisalhamento, a qual
ird reduzir o tamanho médio de gota (JAFARI; HE; BHANDARI, 2007; MCCLEMENTS; RAOQ, 2011).
Alguns dispositivos utilizados para a producdo de nanoemulsdes pelo método de alta energia séo:
homogeneizadores, microfluidizadores e ultrassonicadores (WOOSTER; GOLDING; SANGUANSRI,
2008; MCCLEMENTS; RAO, 2011).

Métodos de obtencdo de nanoemulsdes por ultrassom baseiam-se na perturbacéo da interface
6leo-agua e consequente formacdo de pequenas goticulas induzidas por fendbmeno de cavitagdo. As
ondas alternadas de baixa pressdo e alta pressdo geradas por ultrassons em alta frequéncia (> 18 kHz)
induzem em liquidos a passagem rapida das condi¢des de formacéo de bolhas de vapor para o colapso
da bolha de vapor. As bolhas de imersdo conduzem a intensas ondas de choque de cavitagdo, com
pressdes locais no liquido circundante aumentando para 1,35 Mpa, que é um valor de pressdo
relativamente baixo comparado a outros trabalhos (MAA; HSU, 1999).

A selecdo de um emulsionante adequado e sua concentracdo em relacdo a fase oleosa devem
levar em conta varios fatores, como a) a cobertura superficial necessaria para as emulsdes estaveis, b) a
tensdo interfacial, c) a cinética de adsorcdo em interfaces O/A, bem como o rearranjo molecular no caso
de emulsionantes de elevado peso molecular, tais como proteinas e polissacaridos e, d) o balango
hidréfilo-lipofilico (HLB) das moléculas tensoativas (DONSI et al., 2011). A concentracdo de
surfactante é extremamente importante, estando diretamente relacionada com a cobertura superficial da
gota, assim como a tensdo interfacial O/A (CHANG; MCLANDSBOROUGH; MCCLEMENTS, 2013).
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2.5.3 Formulacao e caracteriza¢ao das nanoemulsdes

Os métodos de obtencdo das nanoemulsBes pertencentes ao grupo de alta energia de
emulsificacdo tém potencial para utilizacdo nas industrias de alimentos aliando a acdo bactericida de
compostos majoritarios de Oleos essenciais com as potencialidades de nanoencapsulacdo de tais
componentes. A disponibilidade de equipamentos em escala industrial e a producdo de sistemas
nanoemulsificados sem a adicdo de solventes organicos sdo os principais fatores a serem considerados
para a implantacédo de tais métodos em ambiente industrial e quanto a capacidade para produzir sistemas
nanoemulsificados sem a adi¢do de solventes organicos (SALVIA-TRUJILLO et al., 2013).

O uso ideal de tensoativos pode prevenir coalescéncia e floculacdo de nanoemulsdes, sendo a
maturacgdo de Ostwald o principal mecanismo de desestabilizacdo. Em teoria, nanoemulsdes produzidas
por processos de alta energia, que causam ruptura das gotas e diminuicdo do tamanho das mesmas, séo
termodinamicamente instaveis, porém, como a cinética de desestabilizacdo de nanoemulsbes costuma
ser lenta, sdo consideradas cineticamente estaveis (SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012;
SIVAKUMAR; TANG; TAN, 2014).

Assim, nanoemulsdes sdo especificadas como sistemas de entrega de elementos lipofilicos,
encapsulados huma matriz, com um tamanho de goticulas notavelmente pequeno (SOLANS et al., 2005;
MASON et al., 2006; McCLEMENTS, 2011). Segundo Solé et al. (2006) e Pey et.al. (2006), as
nanoemulsdes sdo uma classe de emulsdes cujo diametro de goticulas esta em torno de 10 a 500
nanémetros, com tamanho médio de gota variando tipicamente entre 20 e 200 nm (SAGALOWICZ;
LESER, 2010). Li, Feng e Yang (2010) relatam que o tamanho de goticulas é um parametro de
estabilidade, sendo relevante e de grande importancia para os sistemas emulsionados.

A caracterizagdo de formulacGes em nanossistemas coloidais requer diversas técnicas basicas
como o aspecto visual, pH, didmetro médio de particula, superficie de carga de particulas, estabilidade
quimica dos componentes, fornecendo informacBes Uteis (KLANG; VALENTA, 2011).
Adicionalmente, para determinacdo de tamanho de particulas sdo empregadas técnicas, tais como, de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) que
permitem, também, observar a morfologia, tamanho e estrutura das nanoparticulas (SCHAFFAZICK et
al., 2003).

Dentre as principais vantagens da técnica de obtencdo de nanoemulsdes por ultrassom quando
comparadas com as nanoemulsdes preparadas por outros dispositivos mecénicos sdo a ocorréncia
reduzida de "processamento excessivo” (JAFARI; HE; BHANDARI, 2007; LEONG et al., 2009), baixa
polidispersidade e maior estabilidade (ABISMAIL et al., 1999; IZQUIERDO et al., 2005). Solugdes de
nanoemulsdes podem ser produzidas usando ferramentas de alta energia de emulsificagdo, como
métodos de alta pressdo ou ultrassom, ou por baixa energia de emulsificacdo, os quais empregam as
propriedades quimicas do sistema como rota de obtencdo de nanogoticulas a partir de microemulséo
matriz (ANTON et al., 2007; SOLE et al., 2010).
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2.5.4 Parametros de estabilidade de nanoemulsdes

Dentre as principais propriedades dos sistemas multifasicos, como as nanoemulsdes, encontram-
se o diametro, a distribuicdo de particulas da fase interna e o potencial zeta. De uma forma geral, as
nanoparticulas obtidas através de diferentes métodos, apds a preparacao, apresentam uma distribuicao
unimodal, com um baixo indice de polidisperséo (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1996;
GOVENDER et al., 1999; AVGOUSTAKIS et al., 2002). Como resultado, obtém-se a média do
tamanho das gotas e o indice de polidispersibilidade (PDI). A distribuicdo do tamanho das gotas
representa a homogeneidade do sistema nanoemulsionado, sendo um pequeno PDI, inferior a 0,2,
indicativo de uma distribuicdo estreita no tamanho das particulas e estabilidade ideal.

Os diametros das particulas das nanoemulsdes séo geralmente medidas utilizando a metodologia
espectroscopica de espalhamento a laser, por meio de um analisador de tamanho de particulas em
nanoescala. O equipamento designado para tal analise realiza a leitura numa faixa especifica de turbidez
da amostra, de modo a evitar espalhamento excessivo da luz por aglomerados formados em amostras.

As medidas do tamanho das particulas ap6s o preparo e durante o periodo de armazenamento
fornecem indicacOes sobre a estabilidade do sistema. Quanto mais rapido as goticulas aumentam de
tamanho por coalescéncia, menor a estabilidade do sistema (KULMYRZAEV; SCHUBERT, 2003;
ROLAND et al., 2003). Rao e McClements (2012) observaram um aumento no didmetro médio das
goticulas das nanoemuls@es de éleo de limdo ap6s armazenagem, de cerca de 217 nm, imediatamente
apés o seu preparo, para 296 nm ap6s o0 armazenamento durante uma noite. Os mesmos autores
atribuiram esta variagdo a distribuigdo bimodal (duas distribuicdes de tamanhos de particulas) formada
ap0s 0 armazenamento durante a noite, a instabilidade destes sistemas e a maturacdo de Ostwald.

Donsi et al. (2011), empregaram alta energia de emulsificacdo por meio de microfluidizacéo e
relataram gotas de tamanhos entre 74,4 a 356,7 nm em nanoemuls@es de d-limoneno e/ou uma mistura
de terpenos com varias formulagbes e processados durante 10 ciclos a 300 MPa. Dentre outros
resultados, os autores observaram que as nanoemulsfes com baixas concentra¢fes dos terpenos foram
capazes de retardar e inibir o crescimento microbiano sem prejudicar as propriedades organolépticas dos
sucos de frutas.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é influenciado pelas
mudangas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na
superficie da particula ou da adsorcdo de espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersdo
(MAGENHEIM; BENITA, 1991; MOSQUEIRA et al., 2000). Este pardmetro esti relacionado a
estabilidade das dispersdes coloidais, indicando a forca de repulsdo entre as particulas adjacentes
igualmente carregadas. Um elevado valor de potencial zeta em mddulo (>30 mV) é importante para a
estabilidade fisico-quimica das emulsdes, uma vez que forcas repulsivas tendem a evitar possiveis
agregacoes da fase interna (ARAUJO et al., 2011).
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Metabolomic approach of cross-adaptation in Salmonella ssp. induced by major compounds of
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Abstract

Food industry environments are continuously focus of concern in terms of health security due potential
microbiological pathogens. Additionally, cross-adaptation phenomena in bacterial populations induced
by sublethal doses of antibacterial solutions are a major problem in food safety field. In this regard,
essential oils and its major compounds appear as an alternative to common sanitizers in food industry
environments, although, deeper studies are still needed to fully comprehend their secure applicability.
In order to prevent bacterial adaptation to sanitizers, a different approach is needed to identify,
understand and predict the occurrence of highly-tolerant bacteria. Therefore, the search for new options
for prevention and elimination of biofilms of pathogenic bacteria without threatening the quality of food
products is equally pertinent as the necessity for a better comprehension of cellular stress mechanics
induced by sublethal doses of antimicrobial agents. Thus, the aim of this work was to evaluate the
untargeted metabolomic analyses of Salmonella enterica serovar Enteritidis previously exposed to
sublethal doses of cinnamaldehyde, citral and linalool. Preliminary tests exhibited adaptation phenotype
of planktonic and sessile cells of S. Enteritidis when exposed to sublethal doses of linalool, resulting in
tolerance to previous lethal concentrations of citral. Therefore, the relative frequency and abundance of
metabolites of samples treated with sublethal doses of terpenes (citral and linalool) were closely similar
exhibiting equivalent cellular responses. Finally, the discriminant analysis of Orthogonal partial least
squares discriminant analysis (OPLS-DA) provided a comprehensive insight of similarity amongst
treatments leading to conclude that this model is well-fit to detect and predict possible adaptation and

cross-adaptation phenomena between pathogenic bacteria against natural compounds of essential oils.

Keywords: bacterial tolerance; biofilm; terpenes; untargeted metabolomics; discriminant analysis.
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Introduction

In the food industry, the group of microorganisms with the highest predominance in
contaminated surfaces and equipment is bacteria due to high multiplication rates, great adaptability and
production of extracellular substances and structures (SIDDIQUI et al., 2015). It is well known that
bacteria of the genus Salmonella can form resistant and persistent biofilms on common surfaces in the
food industry. Hence, it can explain the high number of outbreaks of foodborne diseases worldwide. For
instance, about 1.2 million Salmonella-related cases occur annually in the U.S. (CDC, 2019).

Several stages of food processing are vulnerable to possible sources of microbial contamination,
especially in the form of biofilms. Thus, active ingredients based on acids and inorganic bases become
inefficient in sanification process after continuous and prolonged use (KUMAR; MICALLEF, 2017).
Also, the inappropriate use of antimicrobial agents in industry has contributed to the emergence of
tolerant microorganisms, which endangers the safety of food products. In this regard, stressor agents in
mild concentrations can induce the occurrence of cellular modifications in genetic expression, proteomic
and metabolomic profiles (CABRAL et al., 2016).

As a result, bacterial populations develop the ability to survive the exposure of common
sanitizers triggering resistance to several types of antibiotics. In addition, mechanisms of cross-
adaptation in complex microbial communities, such as biofilms, reduce the potential of entire groups of
natural compounds (e.g. terpenes) in the control and prevention of bacterial strains (BUZON-DURAN
etal., 2017). Therefore, it opens a gap in the prevention and control of resistant serotypes of pathogenic
bacteria, such as Salmonella ssp., turning them adapted to previously effective concentrations.

The maintenance of microbiologically safe environments in food industries is an unceasing ideal
nowadays. In this context, technological innovations that predict and prevent bacterial tolerance and
adaptation are sought with the purpose of ensuring food safety, prolonging the shelf-life of food products
and satisfying consumers (MOTA; JUNIOR; CHIARI-ANDREO, 2017). Hence, the reduction or
suppression of chemical additives associated with food is also considered a market trend. In this regard,
the search for alternatives that do not harm the health of the population have led to the employment of
natural products (AMUKA et al., 2017).

Natural products, especially those obtained from plant extracts, act in a non-specific way in the
microbial cells, without a definite target site. Vital bacterial regions such as membrane, cellular proteins
and genetic material (DNA and RNA) are more vulnerable to the action of natural antimicrobials
(KALILY et al., 2016). In this context, essential oils are attractive options, as their major components
can cause structural and functional damage to the bacterial cell membrane, intracellular proteins and
enzymes (CLEMENTE et al., 2016).

Essential oils have been used in popular medicine as an alternative treatment for a set of
diseases. Moreover, the effect of essential oils has been widely tested in several studies and used as a
promising option in controlling pathogenic and spoilage microbial strains in food (MIRANDA et al.,
2016; DIAS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2012). Even tough, essential oils and/or its major compounds
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are still susceptible to bacterial adaptation and cross-adaptation phenomena even considering the non-
specific mode of action in cells. As can be seen in several studies, sublethal doses of natural compounds
triggers physiological responses which consolidate metabolic and enzymatic apparatus in order to fortify
the bacterial population against next exposures.

Accordingly, a growing interest in understanding the mechanisms involved in the adaptation of
microbial cells to environmental conditions has been emphasized, since antimicrobial resistance is also
a problem of food safety (CAPALONGA et al., 2014). In this context, metabolomic analyses propose
an advanced study for visualization of the pattern and the level of adaptation on such adverse conditions.
Yet, it becomes necessary to elucidate the mechanisms involved in the microbial response (e.g.
expulsion or consumption of active compounds) against chemical stressor agents. Therefore, the
presence and relative abundance of cellular metabolites are subject great importance nowadays since the
over or under expression of cellular compounds can be decisive in bacterial survival.

Untargeted metabolomic analysis emerges as an important tool to discover, quantify and
compare profiles of microorganisms of relevance in the food sciences. In addition, functional analysis
of metabolites can provide a starting point for the correlation of data obtained with metabolic pathways,
which provide pertinent information regarding bacterial behavior in susceptibility tests (CAMERON;
TAKATS, 2018). Thus, a metabolic profile approach identified in pathogenic bacteria can associate the
presence and quantity of such metabolites with biological roles, such as adaptive responses to sublethal
exposures to stressor agents (MALLICK et al., 2017).

Peng, Li and Peng (2015) state that metabolomic analyses arise to discover not only metabolites
of cells or organisms under different conditions, but also to assess the frequency and relative abundance
of exogenous metabolites, which have been named as discovery metabolomics. Therefore, such analyses
can provide an instant overview of the physiological state of cells and indicate how the metabolic profile
of a complex biological system is altered in response to stress, such as adverse factors or physiological
adaptation to changes (PATEL; AHMED, 2015; GIBBONS; O'GORMAN; BRENNAN, 2015).

Furthermore, the metabolomic untargeted analyses of exposed cells to sublethal stress become
visible as a semi-quantitative tool for identification and comparison among fundamental and stressed
condition of cells. Additionally, the ultra-high-performance liquid chromatography coupled with
Electron-Spray, as source of ionization, and Quadruple Time-of-Flight mass spectrometry (UHPLC-
ESI-QTOF-MS), can be considered as the state-of-the-art technology in this context. Hence, a
discriminant analysis of OPLS in face of the heatmap and clustering tools of the metabolomic post-tests
may establish the correspondence between the physiological effect of sublethal exposure to natural
compounds and the relative frequency and abundance of metabolites in bacterial samples.

In this regard, a plenty of research focused on omics analyses are developed to observe stress
responses of bacterial pathogen strains. Still, a precise and comprehensive study of natural compounds,
such as terpenes and phenylpropanoids, appearing as potential source of cross-adaptation in pathogenic

bacteria represent a pertinent subject of investigation. Accordingly, the aim of this study was to perform
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the untargeted metabolomic analysis of Salmonella enterica serovar Enteritidis previously exposed to
sublethal doses of major compounds of essential oils: cinnamaldehyde, citral and linalool, in order to

verify the occurrence of cross-adaptation profiles in both phenotype and metabolomic perspectives.

Materials and Methods

Microorganisms and major compounds

The bacterial strains of Salmonella enterica serovars Enteritidis S64 and Typhimurium S190
were cordially supplied by LABENT (Laboratory of Enterobacteria) from FIOCRUZ (Oswaldo Cruz
Foundation, Rio de Janeiro, Brazil). Stock cultures were stored at -20 °C during the study. Subsequently,
they were thawed at room temperature and reactivated by inoculating 100 uL aliquots into tubes
containing 10 mL of Tryptic Soy Broth (TSB) (Hi-Media, Mumbai, India) followed by 37°C/24 h
incubation. The major components cinnamaldehyde (99%), citral (95%) and linalool (97%) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

Susceptibility tests

The minimum bactericidal concentration (MBC) of the major components cinnamaldehyde,
citral and linalool were determined using microdilution on 96-well polystyrene plates, according to
NCCLS (M7-A10) (CLSI, 2018) with adaptations. TSB solutions with addition of 0.5% Tween 80 and
each major component were prepared at the concentrations of: 0.015; 0.03; 0.06; 0.12; 0.25; 0.50; 1.00;
and 2.00 % (v/v). Aliquots of 10 pL of standardized culture (2 x 108 CFU mL1) were added into the
wells containing 190 pL of TSB medium (final inoculum at concentration of 1 x 108 CFU mL™). Then,
microplates were incubated at 37°C for 24 h. After this time, three aliquots of 10 pL from each well
exhibiting cultures with positive growth were plated in Petri dishes containing Tryptic Soy agar (TSA)
(Hi-Media, Mumbai, India) using the microdroplet technique. Finally, Petri dishes were incubated at
37°C for 24 h for confirmation of positive growth.

To obtain the biofilm minimum bactericidal concentration (BMBC) of major compounds,
biofilms were formed in the wells of the microplates after the inoculation of aliquots (50 uL) of S.
Enteritidis and S. Typhimurium standard cultures in 150 uL of TSB and incubation at 37°C for 48 h.
After this time, the cultures were removed and the wells washed three times with 0.85 % NaCl solution
(w/v) to remove unbounded cells. Subsequently, aliquots of 200 uL of aqueous solutions of major
components containing 0.5 % Tween 80 (v/v) were added into the wells in order to test the biofilm
susceptibility. The concentrations used were: 0.015; 0.03; 0.06; 0.12; 0.25; 0.50; 1.00; and 2.00 % of
cinnamaldehyde and citral, while linalool concentrations were: 1.00; 2.00; 3.00; 4.00; 5.00; 6.00; 7.00;
and 8.00 %.

In order to quantify the obtained biofilms, the optical densities of grown cultures were measured

(600 nm) using technique described by Merritt, Kadouri and O’Toole (2011) with adaptations. Thus,
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biofilms were classified according to Stepanovi¢ et al. (2000). The final values were the arithmetic

means of the obtained absorbance readings within 8 replicates.

Adaptation and cross-adaptation tests

For the adaptation tests, cultures of S. Enteritidis and S. Typhimurium were exposed to sub-
lethal concentrations of the major essential oil components (¥4 of the obtained MBC) (DI PASQUA et
al., 2010). Subsequently, the same concentrations of cinnamaldehyde and linalool BMBC tests were
used and new concentrations of citral (0.25; 0.50; 1.00; 2.00; 3.00; 4.00; 5.00; and 6.00 %) were tested.

In order to verify the occurrence of cross-adaptation, the Salmonella samples were cultured for
48 h in TSB medium containing 0.5 % Tween 80 (v/v) and the addition of sub-lethal concentrations
(0.06% linalool for S. Enteritidis; 0.03% linalool for S. Typhimurium; 0.015% cinnamaldehyde for both
serotypes; and 0.06% citral for both serotypes) of a given major component and tested against the two
other major components used in the present study.

Untargeted profiling of S. Enteritidis metabolites by UHPLC-QTOF mass spectrometry

An aliquot of each treatment of S. Enteritidis standard culture (1 x 108 CFU mL™) was collected
in amber vials for the metabolomics-based profiling. In particular, a 1290 liquid chromatograph was
coupled with a G6550 mass spectrometer detector via a Dual Electrospray Jet Stream ionization system
(all from Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The UHPLC-QTOF instrumental conditions
for the analyses of metabolic compounds of S. Enteritidis were adapted from Rocchetti et al. (2019).
Briefly, a reverse phase chromatographic separation, using an acetonitrile-water binary gradient (5% to
90% acetonitrile in 34 min) was adopted. Besides, formic acid 0.1% (v/v) was added to both phases. The
mass spectrometer worked in FULL SCAN mode with a nominal resolution at 30,000 FWHM and in
positive polarity. For the mass-acquisition, a range of 100—1100 m/z was set up. The injection volume
was 6 puL considering three replicates for each sample.

Raw metabolomic data were aligned and deconvoluted using the Agilent Profinder B.06
software and then annotated according to the ‘find-by-formula’ algorithm, using the combination of
monoisotopic accurate mass and the entire isotopic pattern (i.e., isotopic spacing and isotopic ratio)
against Metacyc, the comprehensive database on metabolic compounds available online
(http://metacyc.org). A mass accuracy tolerance below 5-ppm was used for annotation purposes, and
features were recursively identified using a retention time tolerance of £ 0.1 min for alignment
(ROCCHETTI et al., 2018, 2019). This approach allowed gaining a higher confidence in the annotation
step and was in compliance to the Level 2 of identification (i.e., putatively annotated compounds), as
previously reported by COSMOS Metabolomics Standards Initiative (http://cosmos-fp7.eu/msi). The
Agilent Profinder B.06 software was used also for the post-acquisition data filtering: only those

compounds putatively annotated within 100% of replications in at least one condition were retained.
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Statistical analyses

The Mass Profiler Professional B.12.06 (Agilent technologies) was then used for the elaboration
of the untargeted UHPLC/QTOF data by unsupervised hierarchical cluster analysis (HCA), based on
the fold-change heat map, as previously reported (ROCCHETTI et al., 2019). Thereafter the raw
metabolomic dataset was exported and elaborated into SIMCA 13 software (Umetrics, Malmo, Sweden)
by supervised Orthogonal partial least squares discriminant analysis discriminant analysis (OPLS-DA)
multivariate statistics. For the OPLS model, raw data were Log2 transformed, UV scaled and then
analysed by OPLS-DA. The variation between the groups was separated into predictive and orthogonal
(i.e., related to technical and biological variation) components. The presence of outliers into the OPLS
model was checked according to Hotelling's T2 (i.e., the distance from the origin in the model), using
95% and 99% confidence limits for suspect and strong outliers, respectively.

The model cross-validation was then carried out using CV-ANOVA (p<.01), whereas
permutation testing (N = 100) was done to exclude overfitting. Model parameters, i.e., R2Y (goodness-
of-fit) and Q2Y (goodness-of-prediction) were also recorded. Afterwards, the variables selection
methods namely VIP (i.e., variable importance in projection) was used to evaluate the importance of
each metabolic and to select those having the highest discrimination potential (VIP score > 1.85).
Finally, a Fold-Change (FC) analysis was carried out considering the UHPLC/QTOF data, in order to

evaluate in detail, the impact of sublethal exposure of different compounds in S. Enteritidis.

Results and Discussion

Susceptibility, adaptation and cross-adaptation tests

The Minimum Bactericidal Concentration (MBC), biofilms MBC (BMBC), adapted cells
(BMBC-A) and cross-adaptation tests of cinnamaldehyde, citral and linalool are shown in Figure 1
(sensibility tests in section “a” and cross-adaptations in section “b”). Cinnamaldehyde totally inhibited
the growth of S. Enteritidis and S. Typhimurium planktonic cells at the concentration of 0.06% (v/v).
Proving the potential of using natural products as sanitizing agents, Beraldo et al. (2013) found MBCs
of >0.02% using cinnamon essential oil (67.58% cinnamaldehyde) and of 0.04% for the use of clove
essential oil (77.58% eugenol) against Salmonella sp. in comparison to MBC of sodium hypochlorite
(0.2%), a common sanitizer in food industry.

The bactericidal action of phenylpropanoids, such as cinnamaldehyde, and terpenes, such as
citral and linalool, is still not fully understood. However, it is known that they cause the rupture of the
bacterial cell membrane considering the lipophilic nature of these compounds (COWAN, 1999). The
distortion of the physical structure of the cell and consequent membrane destabilization modify the cell
permeability, causing denaturation of essential enzymes and alteration of proton motive force. These
changes result in variations in pH and electrical potential, and finally, loss of intracellular material such
as ions, ATP and nucleic acid (TROMBETTA et al., 2005).
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Figure 1 — Sensibility (a) and Cross-adaptation tests (b) of S. Enteritidis and S. Typhimurium.
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SE - Salmonella Enteritidis; ST - Salmonella Typhimurium; MBC — Minimum Bactericidal Concentration; BMBC
— Biofilms Minimum Bactericidal Concentration; BMBC-A — Biofilm Minimum Bactericidal Concentration of
Adapted cells; CIN — Cinnamaldehyde; CIT — Citral; LIN — Linalool.

It is also highlighted that the effect of linalool was drastically affected by biofilm formation of
S. Enteritidis and S. Typhimurium requiring up to 4.00 to 5.00 % (v/v) to full inhibition of growth. On
the other hand, the other terpene (citral) exhibited the best performance compared to the other
components, especially against S. Typhimurium sessile cells. The results obtained corroborate with
Adukwu et al. (2012) testing resistant strains of S. aureus against lemongrass oil containing 33% of
geranial and 47% of neral (both citral isomers). Authors stated that the component has high anti-biofilm
activity at concentrations of 0.06 to 0.12% (v/v). Thus, the present study exposes a discrepancy of the
effect exhibited by linalool (eight times less efficient than cinnamaldehyde and citral against S.
Enteritidis biofilms and 20 times less efficient than citral for S. Typhimurium).

Adaptation to sub-lethal concentrations of sanitizing agents is a common event among
pathogenic bacteria as occurred in Salmonella Typhimurium with hypochloric acid (BELESSI et al.,
2011; M@RETR® et al., 2012), E. coli colonies with the use of trisodium phosphate, sodium nitrite and
sodium hypochlorite and in Listeria monocitogenes with peracetic acid, chlorine and quaternary
ammonium salts (CAPITA et al., 2014; ALONSO-CALLEJA et al., 2015).
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Zhang et al. (2014) attributed anti-biofilm properties to citral and cinnamaldehyde with
reduction of auto-inducing elements of bacterial communication signals (Al-2) in S. aureus and S.
Enteritidis. Also, Korenblum et al. (2013) obtained MBC and sub-lethal concentrations of 0.17 mg/mL
and 0.085 mg/mL, respectively, using citral and lemongrass oil against Desulfovibrio alaskensis. In this
case, the exposure of cells (10° CFU/mL) to the major components, for 24 hours, reduced 1 log of the
planktonic cell population and caused elimination of biofilms grown on glass and steel coupons stained
with iodinated propidium, whereas the control group exhibited populations of 10" CFU/mL™.

In the present study, cross-adaptation tests evaluated the bactericidal action of major
components after exposing S. Enteritidis and S. Typhimurium planktonic cells to other major component
present in study in sublethal concentrations. Thus, the cross-adapted BMBCs results were also similar
to those obtained in the adaptation tests of planktonic cells using % of the MBCs reported in
susceptibility tests.

As observed in the Figure 1 (lower section), after exposure to sub-lethal doses of citral in S.
Typhimurium and of linalool in S. Enteritidis, cinnamaldehyde obtained increased efficiency when
compared to previous tests (upper section). Linalool required increased concentrations (6%) to eliminate
serotypes of Salmonella adapted to sub-lethal doses of cinnamaldehyde and citral, demonstrating the
high potential for bacterial adaptive response.

Alonso-Calleja et al. (2015) investigated factors of adaptability related to cell physiology. Efflux
pumps and changes in hydrophobicity of the cell surface in strains of E. coli were submitted to cross-
adaptation with the use of common sanitizing agents in the food industry. The authors considered that
precautionary measures should be taken when using sublethal concentrations because of the highly
efficient ability of several inhibitory factors when used together.

As can also be noticed in Figure 1, when both serotypes were previously exposed to sublethal
doses of linalool and then tested against citral, they revealed higher tolerance against it demanding
increased concentrations (6.00 %) to inhibit the biofilm formation, confirming cross-adaptation
behaviour in Salmonella serovars. The previous exposure to linalool may have promoted enzymatic
alteration in the mechanism of bacterial resistance to terpenes, resulting in the increased tolerance to
citral. These findings suggest that alternated cycles of application of sanitizing agents in industrial
environments may not be efficient in the microbiological control and safety if precaution measures in
regard to sublethal doses are not considered.

According to the classification adopted (STEPANOVIC et al., 2000), the results presented in
Table 1 indicate that S. Enteritidis strains are strong biofilm promoters, while S. Typhimurium exhibit
moderate biofilm formation capacity of unexposed cells. Yet, as can be seen in Table 2, a considerable
increase in the mean of measured optical densities for adapted biofilms in comparison to those not
exposed to sub-lethal stress (four times higher than negative control). Therefore, S. Typhimurium was
classified as strong biofilm promoter. These data confirm the intensification of the tolerance to major

components in biofilms of the Salmonella serotypes caused by adaptation in the planktonic phase.
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Table 1 - Spectrophotometric measurements of biofilms of S. Enteritidis and S. Typhimurium

Biofilm formation in microplate

Odb Odnc Classification
S. Enteritidis 0.29805 0.05144 Strong.
S. Typhimurium 0.14591 0.05246 Mod.

Odb — Optical density of biofilm; Odnc — Optical density of negative control; Strong. — Strongly biofilm forming;
Mod. — Moderately biofilm forming.

Table 2 - Spectrophotometric measurements of biofilm formation.

Cinnamaldehyde Citral Linalool

Odb Odcn Class. Odb Odcn Class. Odb Odcn Class.
S.E. 05537 0.0503 Strong. 0.4082 0.0532 Strong. 0.4006 0.0509 Strong.

S.T. 01825 0.0564 Mod. 0.2058 0.0585 Mod. 0.3157 0.0571 Strong.

S. E. — Salmonella Enteritidis; S. T. — Salmonella Typhimurium; Odb — Optical density of biofilm; Odcn — Optical
density of negative control; Class. — Classification; Strong. — Strongly biofilm forming; Mod. — Moderately biofilm
forming.

Espinaet al. (2015) tested clinical isolates of S. aureus submitted to sublethal doses of carvacrol,
citral and limonene (separately) for 8 hours indicating a decrease of bacterial population (1.5 log CFU
mL1) while the negative controls for major components increased from 107 to 108 CFU/mL. Authors
state that the incubation time should be considered as important factor for comparison purposes between
bacterial strains. In addition, these authors suggest that major components affect cell viability still during
the planktonic phase, which may alter the biofilm formation cycle. This fact would explain the difference

in cell mass observed in the presence/absence of major components.

Untargeted metabolomic analyses using UHPLC-ESI-QTOF-MS

The untargeted metabolomic analyses in S. Enteritidis treatments revealed 3483 putatively
annotated compounds (according to the level of identification as established by the COSMOS
Metabolomics Initiative). In this way, the MetaCyc database (metacyc.org) was used exploring the
IDBrowser identification approach provided by the Mass Profiler Professional (Agilent) software. All
treatments: cinnamaldehyde (CIN); citral (CIT); and linalool (LIN) were submitted to a fold-change
analysis compared to negative control treatment without exposure to sublethal stress (named “No
stress”). This analysis allowed observing 276 compounds ranging from at least 1 log in relative
abundance (expressed positively or negatively) when compared to negative control.

The selection method of VIP markers (variable importance in projection) was used to separate
metabolites that have the highest prediction score. Thus, 107 metabolites were characterized by a VIP

score >1.85. These compounds have proven to be the most discriminating metabolites and,
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consequently, the most critically involved in cell changes during sublethal stress. Most of these
compounds are represented by the groups of metabolites involved in secondary metabolite degradation
processes, such as terpenoids, followed by biosynthesis of fatty acids and lipids, and antibiotic
derivatives.

In this context, sublethal stress responses in S. Enteritidis triggers survival mechanisms aimed
primarily at neutralizing harmful exogenous compounds (e.g., terpenoids) and synthesis of membrane
and cell wall precursors (fatty acids and lipids). The presence of antibiotics in this section is
characterized by the nonspecific response of bacteria, in which the synthesis of such compounds may
be related to a stress-mediated condition, a fact that is important for tolerance to a possible subsequent
exposure to similar compounds.

Subsequently, the hierarchical cluster analysis (HCA) of the analyzed treatments exhibits sets
of distinct metabolic profiles (Figure 2). In such data, it is possible to observe that negative control (No
Stress) and CIN treatment exhibited statistically different frequencies and abundances of metabolites
compared to CIT and LIN treatments. Accordingly, this information can be directly associated with the
absence of cross-adaptation events in bacteria exposed to CIN sublethal stress.

Figure 2 - Heatmap and Clustering of S. Enteritidis treatments.
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In connection with cross-adaptation tests, the OPLS-DA analysis (Figure 3) revealed strong
statistical similarities in the treatments of bacteria that suffered sublethal stress of CIT and LIN. This
fact means that these two conditions produce an almost identical set of identified compounds and it is
possible to infer that a similar set of enzymes and regulatory factors is formed, leading to sharing very

similar pathways of degradation of terpenes.

Figure 3 - OPLS-DA of Salmonella Enteritidis treatments.
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In addition, the "Pathway Tools Omics Dashboard" tool (metacyc.org) was a useful tool to
perform a more in-depth analysis of the cellular response induced to sublethal stress of CIN, CIT and
LIN (Figure 4). Overall, it was observed that CIN treatment in S. Enteritidis produced higher relative
frequencies and abundances of metabolites (only VIP markers) involved in biosynthesis, degradation,
energy-related processes and other pathways (inorganic nutrient metabolism and detoxification) when
compared to CIT and LIN treatments. It is also noticed that the metabolites identified in CIT and LIN
treatments occur regularly in similar relative abundances and frequencies, reinforcing evidence of
sharing analogue mechanisms mediated by sublethal stress in S. Enteritidis.

In regard to the specific metabolites found in the VIP marker approach, stress mediated by
sublethal doses of CIN significantly increased the relative abundance of amino acids (cysteine and
histidine), sterols (30-oxolanoesterol), sphingolipids (2-hydroxyhexadecanal), tocotrienols (vitamin E),
sulfur containing cytokinins (O-acetyl serine), prostaglandins (Ai, C1, F2a), leukotrienes (leukotriene
B4), lipoxins (HPETE), L-arginines (y-glutamil-L-putrescine), L-carnitines (y-butyrobetaine), N-acetyl
derived compounds, trienoates, salicylates and phenyleiletilacetate. The most abundant
phenylpropanoid derivatives in this cluster were eugenol and similar isomers (isogenol and

pseudoisogenol), which indicates a possible process of cinnamaldehyde detoxification within the cell.
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On the other hand, the classes of metabolites that were increased in the CIT and LIN treatments
were the metabolites involved in the degradation of aromatic compounds such as gallates, methyl gallate,
vanillin and protocatechuates. It was also observed that all treatments showed a significant increase in
biosynthesis of guanine, siderophores (e.g.: hydroxy-L-ornithine), folates (4-aminobenzoate),
phylloguinones (dimethyl phylloquinone), nitrogenous secondary compounds (sarpagine),
homocarnosine and D-alanyl-D-serine.

An important observation between the identified terpenes involved in the biosynthesis of
secondary metabolites (Figure 5) in regard of negative control (No Stress treatment), is that 84% (16 out
of 19) were overexpressed in the treatment submitted to sublethal stress of CIN, which is a
phenylpropanoid, and underexpressed in treatments CIT and LIN. Simultaneously, 64% (9 out of 14)
phenylpropanoid derivatives were found in greater quantity in CIT and LIN treatments, which are
compounds belonging to the terpene class.

These data allow us to infer that many of the compounds are intermediate in convergent
pathways between phenylpropanoids and terpenes resulting, hypothetically, in conversion of derivatives
of both pathways with various metabolic functions without necessarily culminating in phenotypes of
cross-adaptation. As proposed in previous analyses (SOUZA; TEBALDI; PICCOLI, 2015), adaptation
tests in which sublethal doses of linalool can induce a condition of citral tolerance in S. Enteritidis, cross-
adaptation induced by terpenes can be deduced by a high percentage of similarity in the frequencies and
relative abundances of metabolites (97% of VIP markers) found in both bacteria treatments that suffered
sublethal stress of CIT and LIN.

The verification of the activation of convergent metabolic pathways can be performed through
two alternatives: using metabolic flow tests using reactive carbon species, or the analysis of expression
of genes of interest. The RNA extraction and amplification using real-time PCR specific gene transcripts
support the correlation of data observed in metabolomic analyses with the quantification of expression
of genes of interest (TANG; TANG; BLANKENSHIP, 2011). Future research is necessary to elucidate
the participation of genes from both metabolic pathways (degradation of phenylpropanoids and

terpenes) in treatments analyzed in S. Enteritidis.

Conclusion

The prudent administrating and monitoring of chemicals use in all food chain are a key factor
to prevent antimicrobial tolerance. In this regard, the metabolomic approach on Salmonella Enteritidis
exhibited an important insight over cross-adaptation induced by sublethal doses of major compounds of
essential oils proving that many pathways may be involved in bacterial tolerance. Finally, a
comprehensive discriminant analysis of OPLS proved to be an interesting predictive model for
adaptation events in pathogenic bacteria in view of global engagement for preventing and controlling

foodborne outbreaks.
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Figure 4 - Classification of VIP markers identified compounds in S. Enteritidis untargeted metabolomic analyses.
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Figure 5 - Metabolites involved in the secondary metabolite biosynthesis of treatments S. Enteritidis.
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ARTIGO 2

Morphological and metabolomic impact of sublethal doses of natural compounds and its
nanoemulsions in Bacillus cereus

O artigo sera submetido de acordo com as normas da revista Biomolecules (IF: 4.69)

Abstract

The association of natural bacteriocins, such as nisin, generally provide an additional shelf-life to
many food derivates. However, it may interfere negatively in the efficiency of major compounds
of essential oils against foodborne pathogenic bacteria. Otherwise, the technology of
nanoemulsion formation interestingly increase the bactericidal potential of both natural
compounds acting synergistically. In this regard, natural compounds such as cinnamaldehyde
(CIN), citral (CIT) and linalool (LIN) were tested in singular, associated with nisin, and both
nanoemulsioned forms (NEs) in sensibility tests against Bacillus cereus and a targeted-
metabolomic assays to identify putative modifications in molecular level between treatments. The
results exhibited morphological changes in structure of B. cereus cells treated with nisin and
antagonistic effect of nisin-associated treatments in comparison with single and nanoemulsioned
forms. Sensibility and UHPLC-QTOF-MS tests indicated that nisin may react in conjugation with
citral reducing the bactericidal efficiency, while the effect citral was recognized as unaffected by
nisin in nanoemulsions. B. cereus cells were drastically affected by NEs of CIN and CIT with
addition of nisin revealing morphological differences, as it could be seen by Scanning electron
Microscopy (SEM). Therefore, this study highlights the importance of prudent administration of
natural compounds as antimicrobial agents in order to prevent sublethal tolerance in pathogenic

bacteria.

Keywords: sublethal stress; major compounds; bacteriocin; nanotechnology; SEM.
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Introduction

Bacteria of the genus Bacillus can contaminate and persist in nearly all food industry
equipment and work surfaces of common materials, such as stainless steel and polystyrene. In
this regard, sanitizing agents based of inorganic acids and alkalis (e.g., peracetic acid and
guaternary ammonium compounds) are known to be inefficient against persistent forms, such as
spores or biofilms. After continuous and prolonged use, sublethal doses of a sanitizer can lead to
increased tolerance in previously susceptible bacteria (KUMAR; MICALLEF, 2017; BUZON-
DURAN et al., 2017).

The use of inadequate practices sanitization using antimicrobial agents in the food
industry, such as unsupervised alternation of sanitizers, contributed to the emergence of tolerant
microorganisms which directly compromises the safety of food products (ONICIUC et al., 2019).
Currently, a large number of antimicrobials have become ineffective against previously
susceptible microorganisms (MICHAEL; DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014). Thus, the
search for alternatives that do not harm the health of the population has led to the use of natural
products, especially those obtained from plant extracts (AMUKA et al., 2017).

In this scenario, natural compounds, such as the major compounds of essential oils (e.g.,
cinnamaldehyde), have become an attractive option to food industry managers. These products
act nonspecifically in vital structures of microbial cells causing functional damage to the bacterial
intracellular proteins, enzymes, and genetic material (DNA and RNA). In addition, studies have
shown that the main mechanism of action of phenylpropanoids and terpenes is the rupture of the
cytoplasmic membrane causing an increase in its permeability and subsequent depolarization
(BOUARAB CHIBANE et al., 2019). Therefore, it is a literature consensus that essential oils
(OEs) exhibit antibacterial activity against pathogenic isolates, although, a deeper knowledge
related to the bacterial response to critical concentrations of active compounds related to bacterial
inhibition is still unclear (MYSZKA; LEJA; NAJCHER, 2019).

The antimicrobial effect of cinnamaldehyde, citral and linalool, found in cinnamon and
lemongrass essential oils, respectively, have been highlighted in the food, pharmaceutical and
sanitary industries. However, such natural additives have apolar and hydrophobic characteristics,
and therefore difficult to disperse in the formulation of sanitizing solutions, which are generally
aqueous. Then, new options of biofilm prevention and elimination of pathogenic bacteria without
threatening the quality of the food product can be found in combination of products which
possesses recognized antimicrobial potential, such as bacteriocins.

Nisin is a bacteriocin produced by Lactococcus lactis and currently used in the food
industry as a natural GRAS (generally recognized as safe) preservative compound. Although nisin
is used in a wide range of food applications, optimizing its activity during food processing is still

critical (SANTOS et al., 2018). Even considering several studies confirming that biofilms of
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pathogen bacteria can become susceptible to the action of these natural agents, still remains a
technological advance to combine the synergistic action of natural compounds (KALILY et al.,
2016; CLEMENTE et al., 2016).

The possibility of amplifying the effect of sanitizers using low concentrations of natural
compounds considered safe by legislation is a relevant conception in the food quality field. An
innovative and viable alternative is the use of these active ingredients in the form of
nanoemulsions, that is, active ingredients are emulsified until they reach nanometric size scale. It
directly implies in better dispersion, controlled release, of the active ingredients in antimicrobial
solutions. Then, when applied to food processing surfaces or equipment, nanoemulsions extend
the maintenance of antimicrobial effects for a period longer than usual (WEISS et al., 2009).

Nanoemulsions are systems that contains droplets ranging the size of 20 to 200 nm, and,
due to this characteristic, their aspect can be translucent or even show light turbidity, exhibiting
high Kinetic stability, which can promote reliable effects for long time of use (SOLANS et al.,
2005). Hence, the use of nanoemulsions increases the antimicrobial activity of essential oils and
major compounds (DONSI et al., 2011; LIANG et al., 2012). In this context, several methods of
nisin encapsulation in food matrices were proposed to eliminate nisin proteolysis during
processing, especially oil-in-water nanoemulsions (CHATZIDAKI et al., 2019).

In view of the above, beyond evaluating the antimicrobial potential of combinations of
natural compounds and their nanoemulsioned products, it is also necessary to apply the researched
knowledge to elucidate the mechanisms involved in the microbial response to stressor agents.
Sanification treatments in sublethal concentrations promote tolerance and/or adaptation to doses
higher than those previously defined as bactericides. Thus, the fundamentals of sublethal stress
response involved in microbial survival, such as super- or underexpression of cellular metabolites,
are a major concern since this investigation can result in significative prevention of foodborne
outbreaks.

Metabolomic analyses have been widely used in basic and applied research in recent
years, and gradually became a technique mutually complementary to genomics, transcriptomics
and proteomics (DUMAS, 2012; CASTRO-SANTOS; LABORDE; DIAZ-PENA, 2015).
Compared to the other comics, metabolomic studies provide direct information of the integrated
cellular response to changes in the internal and external environment using relatively low-cost
material for sample preparation (FUHRER; ZAMBONI, 2015).

Furthermore, a semi-quantitative tool for identification and comparison among
fundamental and stressed condition of cells can be found in liquid chromatography. Also, a
discriminant analysis of OPLS coupled with heatmap and clustering tools of the metabolomic
post-analyses is able to establish the correspondence between the relative frequency and

abundance of metabolites in bacterial samples (MAREE et al., 2014).
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Thus, it is important to verify the metabolomic profile of bacterial pathogens exposed to
sublethal doses of natural compounds in metabolomic analyses, as well as their nanoemulsioned
products and its stability parameters. In this context, the present work aimed to evaluate the
antimicrobial potential of combinations of cinnamaldehyde, citral, linalool and nisin in Bacillus
cereus samples and analyze its effects after sublethal exposure by scanning electron microscopy

correlating with possible events of cross-adaptation by untargeted metabolomic analyses.

Material and Methods

Microorganisms and natural compounds

Bacillus cereus UC-4044 were obtained from the collection of cultures of the Universita
Cattolica del Sacro Cuore (Piacenza, Italy). Stock cultures were stored at -20 °C. Subsequently,
they were thawed at room temperature and reactivated by inoculation of 100 uL aliquots in tubes
containing 10 mL of Tryptone soy broth (TSB) (Hi-Media, India) and incubation at 30 °C for 24
hours. Cinnamaldehyde (93%), citral (95%), linalool (97%) and nisin were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

Formation and stability of nanoemulsions

Nanoemulsions were produced by the addition of 0.5% cinnamaldehyde, citral or linalool,
with or without 1.25% nisin, and 1.5% of Tween 80 in distilled water. The mixtures were stirred
in an ultraturrax homogenizer (IKA Werke GmbH & Co, Staufen, Germany) at a speed of 12000
rpm for 5 minutes. Subsequently, the suspensions were ultrasonicated (Bioland, China) for 15
minutes in intermediate potency. Finally, the samples were filtered using filters with pore
diameter of 0.22 um. The distribution of particle size (polydispersity index - PDI), average
particle diameter (nm) and zeta potential () (mV) of nanoemulsions were measured by a
Zetasizer nano-ZS laser diffractometer (Malvern InStruments Ltd, Worcestershire, Kingdom
equipped with a backscatter detector (173°), working at 633 nm and 25 °C (SALVIA-TRUJILLO
et al., 2014). The samples were previously diluted in ultrapure water using a dilution factor of
1:99 sample-to-solvent. The analyses occurred after 30 and 90 days of storage at 25 °C, in three

technical and biological replications.

Bacterial sensitivity tests

The minimum bactericidal concentrations (MBC) of cinnamaldehyde, citral and linalool
(separetely), with and without the addition of nisin, as well as the nanoemulsions of combinations
against B. cereus, were determined using microdilution technique in polystyrene plates of 96
wells, according to NCCLS (M7-A10) (CLSI, 2018) with adaptations. Solutions of Brain-heart
infusion broth (BHI) (Oxoid, Hampshire, UK) with addition of 0.5% Tween 80 and each
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antimicrobial agent were prepared at concentrations of: 0.001; 0.002; 0.004; 0.007; 0.015; 0.030;
0.060; 0.120; 0.250 and 0.500 % (v/v). The concentrations used of nisin ranged from 1.25 to
0.0024 % (m/v). For cultivation of bacterial samples, aliquots (150 pL) of the solutions plus 10
uL of standardized culture (1 x 105 CFU mL) of B. cereus have been added to the wells.
Spectrophotometric measurements were performed in automatic reader/ incubator for microplates
(Synergy HTX, BioTek Instruments, USA) and the results were obtained using Gen5 software
(BioTek). A cutoff point was applied in the analyzed optical densities for the definition of
inhibition (lower than 0.200) and bacterial growth (higher than 0.200).

Metabolomic profiling by UHPLC-QTOF and mass spectrometry

For ultra-high-performance liquid chromatography analyses (UHPLC-ESI-QTOF-MS),
the following protocol was used: aliquots of 200 pL of standard B. cereus (1.0 x 106 CFU mL?)
were added followed by the addition of 200 pL of acetonitrile in order to disrupt the cell wall and
membrane, as well as immediate interruption of cellular metabolic processes (metabolic
guenching). Subsequently, the samples were submitted to ultrasonication pulses of 5 seconds in
amplitude of 50% (Bioland, China), for the dissolution of cellular components. The samples were
packed in freezer -20 °C for 3 hours for protein precipitation. Then, the samples were
centrifugated for 10 minutes, at 11,000 rpm and 4 °C (Eppendorf 5804R, Germany). The
supernatant was separated into microtubes and kept under refrigeration (4 °C) until the time of
analysis. For comparison with the basal metabolism of the tested samples, standard inoculations
of unexposed cells were adopted as negative control.

The samples were transferred to amber vials of 1.5 mL for the determination of
metabolomic profiles in liquid chromatograph (1290 series) coupled with mass spectrometer
detector (G6550 series) through a current jet ionization system double-electrospray (all from
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The instrumental conditions of UHPLC-QTOF
equipment for the analysis of metabolomic profiles of B. cereus were adapted from Rocchetti et
al. (2019). Briefly, a reverse phase chromatographic separation was adopted using a binary
gradient of acetonitrile-water (5% to 90% acetonitrile in 34 minutes). In addition, 0.1% (v/v)
formic acid was added to both phases. The mass spectrometer worked in FULL SCAN mode with
a nominal resolution of 30,000 FWHM in positive polarity and for mass acquisition, a scale of
100-1100 m/z was adjusted. The injection volume was 6 pl per sample considering three
replications for each sample.

The raw data from the metabolomic profiles were aligned and decoded using Agilent
Profinder B.06 software and then annotated according to the find-by-formula algorithm, using the
combination of exact monoisotopic mass and isotopic pattern (i.e., isotopic spacing and isotopic
interface) against MetaCyc, the comprehensive database on metabolic compounds available

online (http://MetaCyc.org). A mass precision tolerance below 5 ppm was used for annotation
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purposes, and the characteristics were recursively identified using a retention time tolerance of £
0.1 min for the alignment of chromatograms (ROCCHETTI et al., 2018, 2019). This approach
allowed greater confidence in the annotation step and in accordance with level 2 identification
(i.e., putatively annotated compounds), as previously reported by the COSMOS Metabolomics
standards initiative(http://cosmos-fp7.eu/msi). Agilent Profinder B.06 software was also used for
post-acquisition data filtering and only compound scans were held within 100% of repetitions in

at least one condition.

Statistical analysis

Mass Profiler Professional B.12.06 (Agilent) software was used for statistical analysis of
untargeted metabolomic UHPLC-QTOF data by hierarchical clusters analysis (HCA), based on
heatmap (ROCCHETTI et al., 2019). Subsequently, the raw data set was exported and analyzed
in the SIMCA 13 software (Umetrics, Malmo, Sweden) by supervised orthogonal projections to
latent structures discriminating analysis (OPLS-DA) multivariate statistics. For the OPLS model,
the raw data were accordingly Log2 transformed, UV scaled and analyzed discriminately. The
variation between the groups was separated into predictive and orthogonal components (related
to technical and biological variation). The presence of discrepant results in the OPLS model was
verified according to Hotelling T2 (i.e. the distance from origin in the model), using 95% and
99% confidence limits for suspects and strong atypical values, respectively.

A cross-validation of the model was performed using CV-ANOVA (p < .01), while the
permutation test (N = 100) was performed to exclude overadjustment. The parameters of the
model, that is, R2Y (adjustment) and Q2Y (prediction) were also recorded. Subsequently, the
variables selection methods namely VIP (variable importance in projection) were used to evaluate
the importance of each metabolic model and select those with the highest potential for
discrimination (VIP score > 1). Finally, a fold-change analysis was performed considering the
UHPLC-QTOF data in order to evaluate in detail the impact of each metabolite on the treatments

analyzed.

Scanning electron microscopy (SEM)

Samples of B. cereus were prepared for SEM using 10 pL of inoculum of the standardized
culture (1 x 10° CFU mL™?) fixed on a positively charged nylon membrane (Roche Diagnostics
GmbH Germany). Three treatments were prepared: (1) control sample without sublethal stress
exposition; (2) cells exposed to sublethal stress of ¥ MBC of nanoemulsion of citral with nisin
and (3) cinnamaldehyde with nisin. Samples were dehydrated stepwise in ethanol 75%, 85%, 95%
and 100% for 2 h each at room temperature. Critical point drying was performed in a Baltec
CPDO030 dryer. Specimens were mounted on SEM disks, coated with gold for electrical
conductivity (PALUMBO et al., 2004), and observed with a Philips XL30 ESEM scanning
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electron microscope. Specimens were analysed under high vacuum conditions: high vacuum 3 x
10 Pa, 7000 count rate by dead time 33% and dwell time 60 ms.

Results and Discussion

Stability of nanoemulsions

The stability parameters: particle diameter (Z-average) (nm); polydispersion index and
zeta potential (mV) of cinnamaldehyde, citral and linalool nanoemulsions (NEs), with or without
the addition of nisin are shown in Table 1. It is verified that the average particle diameter in
emulsions of CIN is increasing over time (50% increase in 60 days) while linalool and citral NEs
remain virtually unchanged between the 60-day interval. In exception, citral nanoemulsions with
nisin demonstrate remarkable growth (increase of 12 times in mean diameter). Visually, linalool
and citral nanoemulsions with nisin presented lower turbidity (more transparent) compared to
cinnamaldehyde nanoemulsions (milky aspect). These results are corroborated by Chuesiang et
al. (2018) we observed the NEs of CIN are more turbid and particle diameter measurements are
increasing over the storage time.

In the same analysis, the PDI analyses showed that some nanoemulsions (NELIN,
NELIN+NIS and NECIT) showed an increase of polydispersion over time, while the other
nanoemulsions (NECIT+NIS, NECIN and NECIN+NIS) decreased after the same storage period.
Based on such data, it is possible to observe that in NECIN treatments, despite showing less
homogeneous distribution of particle size (high PDI value), there is a greater perspective of
polydispersion stability compared to NELIN, for which there was a gradual increase in indexes.

Then, the zeta potential analyses showed that NECIT, NECIN and NECIN+NIS presented
satisfactory stability in relation to repulsion between particles after 90 days. In addition, NELIN
has considerable repulsion between particles (-27.98 £ 2.07), making it the only NE that has such
a characteristic with an average diameter close to 15 nm in just 30 days after its formation.
However, it was also observed that linalool NEs (with and without nisin) and NECIT showed a
decrease in the capacity of electrical repulsion over time.

In a comparative study, Zhang et al. (2017) evaluated nanoemulsions of isolated and
blended clove/cinnamon essential oils, using Tween 80 as surfactant (with an average particle
size ranging from 8.69 to 28.5 nm) showing antimicrobial activity against Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Salmonella Typhimurium, and Staphylococcus aureus, suggesting that their
compounds have potential to be used in food industry as a natural antimicrobial agent. In our
study, cinnamaldehyde-loaded particles exhibited bactericidal effect using significantly low
concentrations and satisfactory stability ranging above 120 nm of diameter.

Thus, it is considered that although cinnamaldehyde NEs have higher particle diameter

values compared to other treatments, they are more stable in the same storage time period. Finally,
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a proportional growth can be observed in relation to the diameter and zeta potential of particles.
The first parameter increased over time the second is decreased to more negative values, a fact
that results in greater electrical repulsion between particles. Da Silva Gindel et al. (2018)
investigated the stability of nanoemulsions containing Cymbopogon flexuosus essential oil during
90 days of storage exhibiting adequate results of average particle diameter (less than 200 nm),
PDI (less than 0.3), negative zeta potential and acid pH. Mostly of the tested treatments in our
study showed similar performance demonstrating satisfactory physicochemical characteristics.

In consonance with the results obtained in bacterial sensitivity tests, NECIN,
NECIN+NIS and NECIT+NIS (only after 90 days) demonstrated appreciable characteristics of
stability even after long storage periods. On the other hand, although NECIT, NELIN and
NELIN+NIS treatments exhibited significantly low particle diameter averages, they exhibited
vulnerability in PDI and zeta potential parameters during storage time, a fact that can result in
significant loss of antibacterial effect (FANG et al., 2019).



Table 1 - Means of antimicrobial sensibility and nanoemulsion stability tests of treatments.
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MBC (ug/mL) Z. average (nm) PDI (polydispersity index) Zeta Potential (mV)

Treatments B. cereus 30 days 90 days 30 days 90 days 30 days 90 days
LIN 1250 - - - - - -
LIN + NIS 150 + 390 - - - - - -

NE LIN 600 14.48 + 0.25 15.21 + 0.68 0.28+0.01 0.33£0.02 -27.98 + 2.07 -6.43+£0.83
NE LIN + NIS 20 + 48 13.68 £ 0.20 15.98 £ 0.25 0.18 £ 0.02 0.38£0.01 -6.46 £ 1.50 -1.80 £ 0.26
CIT 70 - - - - - -

CIT +NIS 150 + 390 - - - - - -
NE CIT 300 13.60 + 0.17 14.87 +0.23 0.27+0.01 0.32+0.05 -9.96 + 1,27 -2.23+£0.27
NE CIT + NIS 20 + 48 21.75+0.60 172.05+24.91 0.60 +0.02 0.35+0.02 -3.47 £0.85 -36.85 + 4.46

CIN 300 - - - - - -

CIN + NIS 300 + 780 - - - - - -
NE CIN 70 139.47 +£13.42 21292 +3.59 0.34 £ 0.05 0.18 £0.02 -20.21+3.04 -40.13 +2.73
NE CIN + NIS 20 + 48 164.15+9.72 24242 + 14.83 0.45+0.01 0.42 +0.06 -11.98+1.28 -32.60+1.33

LIN — Linalool; CIT — Citral; CIN — Cinnamaldehyde; NIS — Nisin; NE — Nanoemulsion; MBC — Minimum Bactericidal Concentration; B. cereus — Bacillus cereus;
Z. average — Diameter average.
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Bacterial sensitivity and cultivation under sublethal stress

The analyses for determining the minimum bactericidal concentrations were performed
in order to investigate the combination of natural compounds and nanoemulsions of better
efficiency in inhibition of bacterial growth in in vitro cultures, and concomitantly determine the
sublethal concentration (¥4 of CMB) of each treatment for further analysis. The results referring
to cinnamaldehyde, citral and linalool compounds, with or without the addition of nisin, as well
as its nanoemulsioned products, tested against B. cereus are in Table 1.

As observed in previous studies (SOUZA; TEBALDI; PICCOLI, 2015), citral emerges
as one of the most efficient agents against the Bacillus cereus strains, exhibiting inhibitory
concentrations lower than other compounds, mainly in nanoemulsion form in association with
nisin. This fact reveals differences in relation to the cellular response of B. cereus such as
activation of different enzymatic and genetic apparatus between treatments, since distinct
mechanisms of action can be expressed according to the form that each compound is presented
(i.e. encapsulated or in association with other compounds).

Mostly of nanoemulsioned products have been shown as a more efficient transport vehicle
from antimicrobial agent to target bacterial cell by the protection that encapsulation provided
against sudden evaporation (GARCIA-SOTELO et al., 2019). Consequently, it was observed that
nanoemulsification of volatile compounds potentiating the effect of CIN and LIN. Similarly, it
was observed that nanoemulsions of the compounds associated with nisin presented lower
concentrations in sensitivity tests in relation to other treatments. Thus, nisin played a decisive role
in the synergistic effect among nanoemulsions of natural compounds (ZHANG et al., 2014).

In contrast to the results observed in the other treatments, the citral compound exhibited
antagonistic effect when associated with nisin (twice increased CMB values) negatively
impacting its bactericidal capacity compared to the results of other treatments. One hypothesis
that justifies this fact is a conjugation reaction between the active site of citral with nisin reducing
its efficiency. Olasupo et al. (2003) observed that combination of nisin with the organic
compounds failed to enhance the antimicrobial activity and the MIC values of the natural organic
compounds remained unchanged in comparison with the values obtained when tested alone
against Gram-negative bacteria.

A similar fact occurs with the nanoemulsioned forms of citral, in which higher doses (up
to four times) were necessary for complete inhibition of bacterial growth of tested strains. In
agreement with these results, Ashari et al. (2019) performed antimicrobial tests against five
foodborne pathogens using combinations of nisin and Zingiber officinale (red ginger) essential
oil containing more than 40% of citral in its composition. Nisin combinations exhibited
antagonistic effect in two strains (Staphylococcus aureus and Escherichia coli) and indifferent

response in other two stains (Salmonella Typhimurium and Pseudomonas fluorescens).
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In its composition, nisin presents a chain of amino acids permeated by sulfur bridges
(FERNANDEZ-PEREZ et al., 2018). Natural compounds, such as oils of garlic species (Allium
sativum), present a remarkable antimicrobial effect mostly by the release of sulfonated
compounds that act directly in the bacterial cell (MOHSENIPOUR; HASSANSHAHIAN, 2015).
The molecular association of citral with nisin possibly inhibited the release of sulfide radicals
impairing bactericidal action in B. cereus. However, the phenomena of high energy encapsulation
provided by homogenization and ultrasonication may have contributed to the preservation of
unchanged active sites, as observed in other treatments.

Thus, the synergistic effect of citral in association with nisin is observed only in
nanoemulsioned forms. Maté, Periago and Palop (2016) tested nanoemulsions of d-limonene in
combination with nisin against Listeria monocytogenes and results showed greater effectiveness
when applying d-limonene in form of nanoemulsion than when applying it directly, and when
using both compounds together, both directly and in the form of nanoemulsion

After obtaining the minimum bactericidal concentrations of each treatment, the
cultivation under sublethal conditions of growth was carried out (¥4 of the concentrations
obtained). Thus, physiological states of recovery to a chemical stress caused during the Lag phase
of microbial growth were obtained. Adaptations in the use of metabolic pathways, protein
synthesis, and activation of genes specific to critical survival situations were triggered in bacterial
cells as a response to the presence of the stressor agent in sublethal doses.

Untargeted metabolomic analyses of B. cereus treatments

The untargeted metabolomic analyses in B. cereus treatments revealed 9252 putatively
annotated compounds (according to the level of identification as established by the COSMOS
Metabolomics Initiative). In this way, the MetaCyc database (metacyc.org) was used exploring
the IDBrowser identification approach provided by the Mass Profiler Professional (Agilent)
software. All treatments were submitted to a fold-change analysis compared to negative control
treatment without exposure to sublethal stress (named “No stress”). This analysis allowed
observing 5505 compounds ranging from at least 1 log in relative abundance (expressed positively
or negatively) when compared to negative control.

The selection method of VIP markers (variable importance in projection) was used to
separate metabolites that have the highest prediction score (Figure 1). Thus, 195 metabolites were
characterized by a VIP score >1.30. These compounds have proven to be the most discriminating
metabolites and, consequently, the most critically involved in cell changes during sublethal stress.
It is observed a significant increase of terpenoids and acids, fatty acids and aminoacidic
compounds. This increase can be directly related to events of repair of the cell wall (production
of precursors) and synthesis of derivate compounds from degradation of natural agents, which

caused damage to cell.



Figure 1 - Classification of VIP markers identified compounds in B. cereus untargeted metabolomic analyses.
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Also, many secondary metabolites, prostaglandins, ketone derivates and antibiotics were
identified. It is also observed that metabolites related to nucleotide degradation have a significant
abundance, which leads to hypothesize a situation of damage to the genetic material of exposed
cells. Other important information observed was a decrease of metabolites related to carbohydrate
degradation, which is common in state of sublethal stress. In this specific case, the energy
originated from fermentation is not spent on carbohydrate degradation pathways (down-
regulation) but reallocated to other critical roles in order to maintain the cell survival, like
degradation of alcohol and aromatic compounds (up-regulation).

In this context, sublethal stress responses in B. cereus triggers survival mechanisms aimed
primarily at neutralizing harmful exogenous compounds (e.g., terpenoids) and synthesis of
membrane and cell wall precursors (fatty acids and lipids). The presence of antibiotics in this
section is characterized by the nonspecific response of bacteria, in which the synthesis of such
compounds may be related to a stress-mediated condition, a fact that is important for tolerance to
a possible subsequent exposure to similar compounds.

Subsequently, the hierarchical cluster analysis (HCA) of the analyzed treatments exhibits
sets of distinct metabolic profiles (Figure 2). In such data, it is possible to observe that
NECIT+NIS, NELIN+NIS and NECIN treatments exhibited visually different frequencies and
abundances of metabolites compared to other treatments. Accordingly, this information can be
directly associated with the similarity among chemical profiles highlighting the predominance of
overexpression of majority of compounds in treatments containing NEs of terpenes with addition
of nisin.

The OPLS discriminant analysis demonstrated statistically the proximity of treatments in
regard of chemical profiles obtained in untargeted metabolomic analyses (Figure 3). Generally,
the relative frequency and abundance of each metabolite found as VIP marker is taken into
account to determine the distance among each treatment into the orthogonal plane. Then, in
subsection A, all treatments are compared equally, while in subsections B, C and D, treatments

are divided into compound-related groups (cinnamaldehyde, citral and linalool, respectively).



Figure 2 - Heatmap and Clustering of B. cereus treatments.
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In connection with sensibility tests, the OPLS-DA (Figure 3) revealed several similarities
in the treatments of B. cereus exposed to sublethal stress of natural compounds. It is noticeable
that in section A, the NECIT+NIS, NELIN+NIS and NECIN treatments exhibited a distinct set
of metabolites revealing a very particular behavior in comparison with all other treatments. Also,
in figure 3, the treatments shown in subsections C and D (CIT and LIN-related groups) exhibit a
similar pattern of distance among treatments. This fact means that these two conditions produce
an almost identical set of identified compounds and it is possible to infer that a similar set of
enzymes and regulatory factors is formed, leading to hypothesize a common activation of pathway

of terpene-degradation.
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Figure 3 - OPLS-DAs of B. cereus treatments.
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Subsection A, all treatments are compared equally, while in subsections B, C and D, treatments are divided into compound-related groups (cinnamaldehyde, citral and linalool, respectively).
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Interestingly, the treatment NECIN+NIS did not exhibit the same metabolomic profile as
NECIT+NIS and NELIN+NIS, as it could be an expectable result. Probably, the interaction of the
terpene-loaded NE containing particles with less than 25 nm of diameter induced a behavior in B.
cereus completely different than the phenylpropanoid-loaded NE containing particles larger than
150 nm of diameter. Afterwards, the nanoemulsioned forms of CIN treatments did not showed
differences between them considering both metabolomic profiles of B. cereus, proving lesser
influence of nisin in these cases rather than as observed in NEs of CIT and LIN.

This fact can be plausibly explained by the differences in sublethal concentrations applied
in growth conditions of tests among the treatments. Particularly, the sublethal dose of ¥ of NECIN
MBC stimulated a type of response in B. cereus cells very similar to those observed in
NECIT+NIS and NELIN+NIS conditions, while the NECIN+NIS treatment induced cellular
physiological events more closely related to CIN+NIS response. Besides the type of bacterial
response is not strictly dose-dependent and may change according to various factors.

Afterwards, a sublethal dose of a specific compound, or a combination of compounds,
may lead to heterogenous outcomes in bacterial adaptation process, once generating subtle
reactions or even provoking irreversible changes in bacterial physiology. Thus, is important to
emphasize than many mechanisms of action of natural compounds still remain unclear and
combinations with different classes of compounds, such as bacteriocins, and the application of
new technologies to improve the efficiency of antimicrobial compounds contribute to a better

comprehension of cellular responses of pathogenic bacteria.

SEM of B. cereus exposed to sublethal doses of NEs of natural compounds

In order to supplement the findings obtained in previous data, the morphological
differences among B. cereus treatments submitted to sublethal stress were analyzed in scanning
electron microscopy. A non-stressed bacterial population of B. cereus was also analyzed to be
compared as a parameter of regular morphology of cells.

According to Figure 4, it is possible to observe clear differences between B. cereus cells
of control treatment (non-stressed cells) (subsection A) and the treatment submitted to sublethal
stress of NECIN+NIS (subsections B, C and D). The surfaces of cells exposed to NECIN+NIS
present circular and corrugating elevations, as pointed by white arrows in subsections B and C,
that may be the result of overexpression of fatty acid derivatives and/or its precursors , as already
observed in untargeted metabolomic tests. Such compounds are essential factors in the formation
of cellular membrane and, after the recovery of sublethal stress, tend to accumulate disorderly on

the surface of the cell wall.
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Figure 4 — Scanning electron micrographs of B. cereus treatments. (A) No stress, (B, C
and D) NECIN+NIS.

Bacillus cereus cells treated with NECIN+NIS. Section A demonstrates a hon-stessed cell (control-
treatment), white arrows in B and C sections indicates cell deformations, and D section represents an
atypical elongated cell of Bacillus cereus.

A similar fact happens in NECIT+NIS treatments in Figure 5, where morphological
deformations can be observed on cell surfaces (white arrows in subsections A, B and C). In the D
subsections of figures 4 and 5, it is possible to observe the occurrence of atypically elongated
cells of B. cereus and may exceed the in diameter of 10 micrometers. The phenomenon of
uncontrolled stretching of such cells can be explained by the action of natural compounds such as
cinnamaldehyde and citral directly in the inhibition of the formation of the FtsZ ring, responsible
for cell division in bacilli (LI et al., 2015). Thus, these cells of B. cereus have their multiplication

impaired as a result of the exposition of sublethal doses of natural compounds.
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Figure 5 - Scanning electron micrographs of B. cereus NECIT+NIS treatment.

Bacillus cereus cells treated with NECIT+NIS. A, B and C sections indicates cell deformations (white
arrows). D section shows the occurrence of atypical elongated cell of Bacillus cereus.

Conclusion

New technologies of controlling populations of bacterial pathogens, such as
nanoemulsions and combinations with bacteriocins, represent a remarkable effort in preventing
foodborne outbreaks. Nevertheless, a metabolomic approach among exposed cells to sublethal
doses of natural compounds led to new insights of physiological similarities in adaptation process
of Bacillus cereus. Stability tests of NEs, UHPLC-QTOF-MS and SEM analyses allowed us to
associate the metabolomic and morphological aspects of B. cereus tolerance against NEs and nisin
combined with major compounds of essential oils. Therefore, this study highlights the prudent
use of natural compounds as antimicrobial agents in order to prevent sublethal tolerance in

pathogenic bacteria.
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