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ACAO BACTERICIDA DE DETERGENTE-SANIFICANTE A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS SOBRE BIOFILME DE Aeromonas hydrophila
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RESUMO:

Os biofilmes sdo comunidades complexas formadas por microrganismos embebidos em matriz de
sustancia exopolisacaridea. Diversas bactérias deterioradoras e patog€nicas sdo capazes de formar
biofilme, entre elas muitas responsdveis por causar prejuizos econdmicos nas indudstrias alimenticias e
problemas de satide publica devido a contaminacdes dos alimentos. Atualmente, uma opg¢ao
promissora, que vem sendo bastante estudada, € a aplica¢do de 6leos essenciais como antimicrobianos.
Nesse estudo, os 6leos esséncias de Thymus vulgaris (tomilho) e Cymbopogon citratus (capim-limao)
demostraram ser alternativas eficazes quando utilizados como solucdes sanificantes reduzindo o
biofilme formado por Aeromonas hydrophyla.
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INTRODUCAO

Biofilmes sdo complexos ecossistemas microbioldgicos embebidos em matriz de polimeros
organicos, aderidos a uma superficie. Uma vez estabelecidas, bactérias sésseis expressam genes em
modelo que difere extremamente ao de bactérias planctonicas, levando a mudangas fenotipicas
(Prigent-Combaret & Lejeune, 1999). Portanto, células em biofilme podem persistir e sobreviver
mesmo apds processos de sanificacdo, representando fonte original de contaminagdo de alimentos e
conseqiientes toxinfec¢des em humanos e animais (Chavant et al., 2007).

Atualmente ha vérios estudos sobre a formacdo de biofilmes em superficies usadas na
industria de alimentos, entre esses estd Aeromonas hydrophila, que é reconhecida pela capacidade de
produzir vérios fatores de viruléncia como a produgdo de citotoxinas e enterotoxinas, hemolisinas e
capacidade de adesdo e invasdo de células epiteliais (Pin et al., 1997) causando gastrenterites em
humanos. Devido sua origem aqudtica, apresenta distribuicdo ubiqua no ambiente podendo estar
presente nos mais diferentes tipos de produtos animais e vegetais, como pescado e derivados, carnes e
derivados ou qualquer alimento que entre em contato com dgua (Sufien et al. 2003).

O crescente interesse em compostos antimicrobianos naturais tem aumentado devido a
mudancas nas atitudes dos consumidores em relacdo ao uso de agentes sintéticos de preservacido de
alimentos, detergentes e sanificantes que possuam impacto negativo ao ambiente (Lebert et al., 2007),
neste contexto, destaca-se a utilizacdo de Oleos essenciais. Considerando o grande niimero de
diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, observa-se que sua atividade
antibacteriana nio é atribuida somente a um mecanismo especifico, havendo diferentes alvos na
célula microbiana (Lambert et al., 2001).

Diversas espécies de plantas medicinais e condimentares produzem no seu metabolismo
secunddrio 6leos essenciais, dentre elas, destaca-se a espécie Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf., que é
conhecida popularmente por mais de 20 nomes, dentre estes capim-limdo, capim-santo (Gomes &
Negrelle, 2007), limonete, capim de cheiro, capim cidreira, citronela menor, melissa e erva cidreira
verdadeira.

A maior importancia econdomica de Cymbopogon citratus reside na produgdo de seu dleo
essencial, rico em citral e largamente utilizado na industria de alimentos, farmac€utica e de cosméticos
(Costa et al., 2005). Além do C. citratus o género Thymus possui numerosa quantidade de espécies e
variedades e seus Oleos essenciais t€m sido estudados (Jordan et al., 2006; Lerbert et al., 2004). Seu
6leo essencial € rico em timol, apresentando tragos de carvacrol, potentes bactericidas e fungicidas
reconhecidos cientificamente (Essawi & Srour, 2000).
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Com base no exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a a¢do detergente sanificante
de solucdes de hidréxido de sédio adicionadas de Sleos essenciais de C. citratus e T. vulgaris sobre
esses biofilmes

MATERAIS E METODOS

Local e conducio do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CMI e Tratamento de cupons), no Laboratério de Quimica
Orgéanica do Departamento de Quimica (extracdo de 6leos essenciais) e no Laboratério de Microscopia
Eletronica, no Departamento de Fitopatologia (Microscopia Eletronica de Varredura), da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

Microrganismo utilizado e material vegetal

A bactéria utilizada nesse experimento foi Aeromonas hydrophila ATCC 7966 e para extragdo
dos Oleos essenciais foram utilizadas folhas secas de Cymbopogon citratus, obtidas no Horto de
Plantas Medicinais de UFLA. As coletas foram realizadas das 8 as 9 horas da manha, em dias
ensolarados e ausentes de chuva, no més de setembro de 2009, sob temperatura de, aproximadamente,
20°C. As folhas secas de Thymus vulgaris foram adquiridas no comércio de Lavras, MG, Brasil.

Extracio dos oleos essenciais e quantificacio dos compostos majoritarios

O processo de extracdo dos Oleos essenciais foi realizado empregando-se o método de
hidrodestilagdo, em aparelho de Clevenger (Castro, 2006). As andlises quantitativas foram realizadas
utilizando-se cromatégrafo gasoso Shimadzu GC 17* equipado com detector de ionizacdo de chamas
(FID). A quantificagdo dos compostos majoritarios foi obtida por meio da normalizacdo de areas (%).

Determinacio da concentracdo minima inibitoria dos éleos essenciais (CMI)

A atividade antimicrobiana dos 6leos foi testada pelo método de difusdo cavidade placa dgar
proposto por Deans & Ritchie (1987) modificado (Pereira et al., 2008). O indculo foi padronizado na
concentragio final de 10° UFC mL™. Foram utilizadas soluc¢des de 6leos de C. citratus e T. vulgares
em etanol absoluto e nas concentracdes de O (controle), 4, 8, 16, 31, 62, 125, 250 e 500 ul ml'/NaOH.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Os halos de inibi¢cdo foram medidos com paquimetro.

Adesao das células bacterianas em superficie de aco inoxidavel

As células bacterianas foram aderidas em cupons de ago inoxiddvel AISI 304 contidos em
placas de Petri, utilizando-se leite desnatado UHT como substrato. As placas foram incubadas a 28 °C
durante 48 horas sob agitacdo de 50 rpm.

O monitoramento do biofilme foi realizado através da contagem padrdo em placas, para isso
foi realizada a remogdo das células aderidas foi utilizada a técnica de esfregaco em superficie,
empregando-se swabs de algoddo padronizados, previamente esterilizados. O niimero de células
aderidas nos cupons foi determinado a cada dois dias até o décimo dia de cultivo.

Tratamento dos cupons de aco inoxidiavel com oleos essenciais adicionados em detergente
alcalino

Ap6s o periodo de incubagdo de 10 dias, os cupons com biofilme de A. hydrophila, foram
mergulhados em solucdo de NaOH (1% p/v) sem adi¢do de 6leo e contendo 6leo essencial de C.
citratus e T. vulgaris. As solugdes, contendo os cupons, foram mantidas por 15 minutos as
temperaturas de 20°C e 40°C. Para a avaliacdo da eficiéncia das solucdes detergentes-sanificantes
(6leo essencial e NaOH 1%), foram utilizadas as CMI de ambos os Oleos sobre o biofilme de A.
hydrophila. Ap6s, os cupons foram submetidos ao esfregaco com os swabs. Dilui¢des seriadas em
dgua peptonada 0,1% (p/v) foram realizadas a partir do tubo de ensaio contendo o swab, seguindo-se o
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plaqueamento de aliquotas de 100 ul na superficie de TSA. As placas foram incubadas a 28°C por 24
horas.

Delineamento Estatistico

Para a proporcdo de bactérias sobreviventes aos tratamentos com o0s Oleos essenciais, o
experimento foi instalado segundo o delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes, em
que os tratamentos constitufam-se de trés tipos de detergente (NaOH, 6leo essencial de capim-limao
adicionado em NaOH e 6leo essencial de tomilho adicionado em NaOH) e duas temperaturas (20°C e
40°C). Foram realizadas contagens de unidades formadoras de colonia UFC /cm’, antes e depois da
adicdo do detergente sobre o cupom, expressas na forma logaritmica (log UFC /cm?), sendo a varivel
medida a razio (propor¢io) de entre o log UFC /cm” antes e log UFC /cm” depois.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos valores de Concentra¢cdo Minima Inibitéria, para o 6leo essencial de tomilho
foi de 62 ul ml" e para o 6leo de capim-limdo 31 ul ml”, tais valores foram utilizados nas solugdes
detergentes-sanificantes.

Ap6s dois dias de cultivo a bactéria j4 havia formado biofilme sobre a superficie, alcancando
6,6 ciclos log UFC cm?, sendo que ap6s 10 dias de cultivo o niimero de células sésseis aumentou para
7,8 log UFC cm™. Esse aumento ocorreu devido a multiplicacio das células ji aderidas uma vez que o
leite foi trocado a cada dois dias. Boari et al. (2009) mostraram que A. hydrophila formou biofilme
quando cultivada em leite UHT desnatado sob as temperaturas de 4, 7 e 18°C, sendo que, para 7 e 18
°C o biofilme j4 havia sido formado no segundo dia de cultivo, com contagens de 1,4 x 10° UFC cm™
e 4,7 x 10° UFC cm?, respectivamente. Tré-Hardy et al. (2008) mostram que quanto mais rico o
ambiente onde a Pseudomonas aeruginosa se desenvolve, mais rdpida é a formagdo do biofilme.
Como foi utilizado o leite desnatado nesse trabalho, sugere-se que suas caracteristicas nutricionais
influenciaram na rapida formagao do biofilme.

As solugdes detergentes-sanificantes reduziram a populacdo bacteriana, resultando em
menores valores de Log UFC cm™, em comparagio ao biofilme maduro sem tratamento. A populagio
microbiana do biofilme sem tratamento foi de 7,63 log UFC c¢m™. Comparando-se as concentracdes de
UFC cm™ obtidas nos cupons cujos tratamentos foram com solugdo detergente-sanificante de Gleo
essencial de capim-limao nas temperaturas de 25 e 40°C com a do biofilme maduro, observou-se que
houve reducdes, respectivamente, de 4,51 e 5,53 log UFC cm™ na populagio de A. hydrophila. O
detergente-sanificante de 6leo essencial de tomilho também promoveu reduc¢do do biofilme, sendo
essa de 3,84 e 5,22 ciclos Log, as temperaturas de 25 e 40°C, respectivamente. No biofilme tratado
apenas com a solucdo detergente, nas temperaturas de 25°C e 40°C, houve reducgdes de 2,38 e 4,52,
respectivamente.

Apesar de ser considerado apenas agente detergente, a solucdo alcalina de NaOH a 1% (p/v)
diminuiu a concentracdo de células do biofilme. Porém, nesse tratamento se obteve a maior
percentagem de bactérias sobreviventes, 56,05%. Esse resultado mostra que a solucdo alcalina
utilizada nesse trabalho também teve acao biocida.

Os compostos majoritdrios do capim-limdo foram: neral (35%), geranial (47,03%) e mirceno
(8,88%), ja o 6leo de tomilho foi constituido pelos compostos majoritdrios: 1,8 cineol (53,46). Os
compostos majoritdrios encontrados no 6leo de C. citratus utilizado, neral e geranial, s@do
monoterpenos cuja a¢do antibacteriana é comprovada, entretanto o mirceno € um hidrocarboneto
aciclico, que se polimeriza e resinifica-se, quando exposto a luz, ndo possuindo a¢do antibacteriana
(Onawunmi et al, 1984). O 1,8 cineol, um monoterpenéide, composto encontrado como majoritirio no
6leo de tomilho utilizado, também tem atividade antibacteriana comprovada (Gilles et al, 2010).

Como o 6leo essencial de C. citratus apresentou maior concentracdo de substancias
terpendides sugere-se que esse fator contribuiu para a atuagio biocida desse 6leo essencial em menor
concentracdio que a do Oleo essencial de 7 vulgaris. As atividades antibacterianas sobre
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, foram mostradas por Pereira et al. (2008). Trabalhos com T.
vulgaris mostraram atividade biocida sobre bactérias deterioradoras e patogénicas de alimentos, sendo
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as Gram-negativas testadas, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium, mais sensiveis (Rota
et al., 2008), assim neste estudo com A. hydrophila, Gram-negativa, os resultados obtidos sdo
consistentes com os relatos da literatura.

Alguns trabalhos como o de Lebert et al. (2007) investigaram a eficiéncia de solug¢des de timol
e eugenol e sanificante a base de sal de amdnio quaterndrio, e de 6leo essencial de S. thymbra sobre
biofilme multiespécie formados por Pseudomonas fragi e E. coli e patogénicas formados por S. aureus
e L. monocytogenes. O sal de amo6nio quaterndrio € um bactericida tradicional utilizado nas unidades
de processamento de alimentos. Quando utilizado o 6leo essencial de S. thymbra a 1% e 2%, houve
reducdo das bactérias deterioradoras de 5,1 Log para E. coli e 5,2 para L. monocytogenes, mas, as
bactérias patogénicas ndo foram reduzidas suficientemente: 1,3 log para S. aureus e 2,5 log para L.
monocytogenes. Na combinacdo do composto de quaterndrio de amonio com timol e, ou eugenol,
ocorreu reducdo na inibicdo do biofilme. De acordo com os autores, o timol ndo apresentou
solubilidade no composto a base de sal de quaterndrio de amoénio formando emulsdo ao se promover a
mistura dos compostos.

CONCLUSAO
De acordo com os resultados demonstrados nessa pesquisa, o sanificante-detergente de capim-
limdo promoveu a reducdo de 1 ciclo log a mais do que aquela obtida com o tomilho. Tendo em vista
as condi¢des do meio, 0 microrganismo em questdo € o seu tempo de geracdo, essa diferenca ¢é
importante, pois poderd resultar na contaminac¢do elevada de produtos e transmissdo de doencas.
Portanto, pode-se dizer que as solugdes detergentes sanificantes de C. citratus e T. vulgaris
apresentaram boa capacidade redutora de biofilme formado por A. hydrophila a 40°C.
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