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RESUMO

A industria alimenticia visa a producdo de alimentos que apresentem vida-de-prateleira longa
e inocuidade com relagdo a presenga de microrganismos patdgenos e suas toxinas. A nova
tendéncia do consumidor e da legislagdo de alimentos t€ém tornado essa busca cada vez mais
premente e necessaria. A maioria das Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) de origem
microbiana possui sua etiologia bem estabelecida, de modo que a bactéria S. aureus ¢
reconhecida como um dos agentes patogénicos mais comuns, sendo responsavel por surtos
associados a ingestdo de alimentos in natura e processados em todo o mundo, justifica-se a
execu¢ao de um estudo com énfase na avaliacdo dos compostos fendlicos timol e carvacrol, os
quais sdao reconhecidos como componentes majoritarios do dleo essencial de O. vulgare.
Desta forma, este estudo avaliou a inibicdo dos possiveis mecanismos de agdo e a
interferéncia de timol e carvacrol sobre o crescimento, potencial enterotoxigénico e alguns
parametros metabolicos de cepas de S. aureus isoladas de alimentos. Aplicou-se de forma
combinada o timol e carvacrol com acido lactico ¢ acético contra Staphylococcus aureus com
a determinagdo da Concentracdo Inibitoria fracionaria (FIC) e indice de tempo de morte em
ensaio com caldo de carne e um modelo alimentar (carne). A Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) do carvacrol ¢ timol foram 1,25 ¢ 0,6 uL/mL, respectivamente. Indices de FIC da
aplicagdo combinada dos constituintes fendlicos e acidos organicos foram 0,5, sugerindo uma
interacdo sinérgica. Nao houve diferenca significativa (p> 0,05) encontrada entre as contagens
bacterianas para o caldo de carne acrescentado dos fendis isoladamente ou em combinagao
com o acido lactico em concentragdes sub-inibitorias. Contrariamente, a contagem bacteriana
encontrada para o caldo de carne acrescentado dos fendis somente foram significativamente
menores (p> 0,05) as contagens obtidas para o caldo acrescentado da combinagdo de
compostos fendlicos e acido acético. Nao houve diferenga significativa (p> 0,05) entre as
contagens bacterianas para o modelo de carne adicionado de fitoquimicos isolados ¢ em
combinagcdo com os 4acidos organicos. Os antimicrobianos testados isoladamente ou em
mistura proporcionaram menores efeitos a influéncia dos compostos fendlicos carvacrol e
timol sobre algumas caracteristicas fisiologicas e modulagdo da secrecao de fatores de
viruléncia estafilocécicas, coagulase e enterotoxina. Foram também estudados possiveis
mecanismos para o estabelecimento de atividade anti-estafilococica por estes compostos.
Concentracdes subnibitorias (0,3 ¢ 0,15 pL/mL) do carvacrol e timol inibiram fortemente a
atividade das enzimas coagulase e lipase, além de causar uma perda significativa de tolerancia
a salinidade. A supressdo da producdo de enterotoxinas ocorreu totalmente com ambos
compostos fenolicos em concentragdes subnibitérias. A perda de material absorvente 260-nm
e ions potassio ocorreu imediatamente apos a adicdo de carvacrol e timol nas concentragdes
de 0,6 ¢ 1,2 uL/mL. A microscopia eletronica de células tratadas com o carvacrol e timol
revelou a formacdo de defeitos na superficie das células e perda de material citoplasmatico.
Esses resultados sugerem uma abordagem interessante para a melhoria da preservagao de
alimentos que utilizam procedimentos mais naturais, considerando a demanda atual de
consumo e qualidade sensorial de alimentos.

Palavras chave: Compostos fenolicos, Sinergismo antimicrobiano, Modelo alimentar,
Supressao fisioldgica.



ABSTRACT

The food industry aims to produce foods that have life-long shelf and safety with respect to
the presence of pathogenic microorganisms and their toxins. The new trends of consumer and
food legislation have made this search even more pressing and necessary. Most of the
Foodborne Diseases (foodborne) of microbial etiology has well established, so that the
bacterium Staphylococcus aureus is recognized as one of the most common pathogens, being
responsible for outbreaks associated with eating fresh food and processed in around the world,
justified the execution of a study with emphasis on evaluation of phenolic compounds thymol
and carvacrol, which are recognized as major components of essential oil of O. vulgare. This
study evaluated the inhibition of the possible mechanisms of action and the interference of
thymol and carvacrol on the growth potential enterotoxic and some metabolic parameters of
strains of S. aureus in foods. Was applied in combination combined thymol and carvacrol
with lactic acid and acetic acid against Staphylococcus aureus. Using the determination of
Fractional Inhibitory Concentration (FIC) index and kill-time assay in meat broth and in a
food model (meat). Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of carvacrol and thymol were
1.25 and 0.6 pL/mL, respectively. FIC indices of the combined application of the phenolic
constituents and organic acids were 0.5 suggesting a synergic interaction. No difference
(p>0.05) was found among the bacterial counts for the meat broth added of the phenolics
alone or in combination with lactic acid at sub-inhibitory concentrations. Contrarily, the
bacterial counts found for the meat broth added of the phenolics alone were significantly
lower (p>0.05) than the counts obtained for the broth added of the combination of phenolics
and acetic acid. No difference (p>0.05) was found among the bacterial counts for the meat
model added of phytochemicals alone and in combination with the organic acids. The tested
antimicrobials alone or in mixture provided smaller antistaphylococcal effect in meat broth
than in meat model. Subinhibitory concentrations (0.3 and 0.15 uL mL™) of carvacrol and
thymol strongly inhibited the activity of the enzymes coagulase and lipase, in addition to
cause a significant loss of salt tolerance. The suppression of enterotoxins production occurred
totally in the both tested phenolics subinhibitory concentrations. Loss of 260-nm-absorbing
material and potassium ions occurred immediately after addition of carvacrol and thymol at
0.6 and 1.2 mL". Electron microscopy of carvacrol- and thymol-treated cells revealed the
formation of roles in the cell surfaces and loss of cytoplasm material. These results could arise
as an interesting approach for the improvement of food preservation using more natural
procedures, considering the current demand of consumer and sensory quality of foods.

Keywords: Phenolic compounds, Antimicrobial synergy, Food model, Physiological
suppression
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1 INTRODUCAO

A industria alimenticia visa a producdo de alimentos que apresentem vida-de-
prateleira longa e inocuidade com relagdo a presenca de microrganismos patégenos € suas
toxinas. Porém, a nova tendéncia do consumidor e da legislacdo de alimentos tém tornado
essa busca cada vez mais premente e necessaria. Os consumidores procuram alimentos de boa
qualidade (frescos, com pouca quantidade de sal, agucar, gordura e acidos, entre outros),
livres de preservativos € minimamente processados, porém com vida-util longa (GOULD,
1995). Ainda, a legislacdo de alimentos tem progressivamente restringido e/ou limitado o uso
de alguns conservantes quimicos utilizados atualmente em diferentes alimentos
(LEUSCHNER; ZAMPARINI, 2002).

De uma forma geral, os alimentos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes
agentes microbianos, que podem levar a ocorréncia de doengas manifestadas por acao de
microrganismos patogénicos ou de toxinas microbianas. Durante os ultimos cinqlienta anos, a
protecdo de alimentos contra microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos tem despertado
grande interesse, de modo que neste periodo a produgdo de alimentos microbiologicamente
estaveis vem sendo alcancada através do uso de varios procedimentos de natureza fisica ou
quimica (BENKEBLIA, 2004).

O controle do crescimento microbiano em alimentos objetiva uma eliminagao total ou
parcial de microrganismos que venham a alterar suas caracteristicas organolépticas e/ou que
atuem como causadores de doengas. A maioria das Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTAs) de origem microbiana possui sua etiologia bem estabelecida, de modo que a bactéria
Staphylococcus aureus ¢ reconhecida com um dos agentes patogénicos mais comuns, sendo
responsavel por surtos associados a ingestdo de alimentos in natura e processados em todo o
mundo (BRAGA et al., 2005). A intoxicacdo alimentar causada por S. aureus ¢ considerada
como uma das mais freqiientes doengas transmitidas por alimentos em diversos paises, tendo
relatos que a cita como estando entre as trés maiores causas de DTAs de origem microbiana
em todo o mundo (NOSTRO et al., 2002).

As especiarias e seus derivados assumiram relevante importancia por serem usados
como potenciais agentes inibitdrios de microrganismos. Esses elementos que se destacavam,
principalmente, como agentes para conferir aromas e gostos caracteristicos aos alimentos
revelaram nova perspectiva para seu emprego na industria de alimentos (ERNANDES;

GARCIA-CRUZ, 2007)
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Com a difusdo das modernas técnicas de preservagdo houve interesse acentuado e
renovado sobre algumas especiarias, utilizadas principalmente como condimentos
alimentares. Além de participarem como ingredientes de inumeros alimentos, tornando-os
mais saborosos e digestivos, apresentam acdo indireta e complementar como agentes
antimicrobianos devido a presenca de 6leos essenciais. Esses sdo constituidos por principios
ativos volateis que podem ser obtidos mediante métodos de extracao (WIEST, 1999).

Nos Estados Unidos e em paises da Europa varios componentes de 6leos essenciais
sdo registrados para uso como flavorizantes em produtos alimenticios. Estes flavorizantes sdo
considerados como nao tendo nenhum risco para a saude dos consumidores, e inclui
carvacrol, carvona, cinamaldeido, citral, eugenol, mentol, timol, p-cimeno, limoneno, entre
outros (STECHINI; SARAIS; GIAVEDONI, 1993; SKANDAMIS; TSIGARIDA; NYCHAS,
2002). Diferentemente, metil eugenol e estragol sdo considerados toxicos, e tem sua inclusao
em alimentos proibida (BURT, 2004).

Torna-se fascinante para a ciéncia de alimentos a possibilidade da descoberta de
antimicrobianos naturais e sua possivel aplicagdo pratica na conservagdo de alimentos, de
modo que muitos pesquisadores tém se aprofundado nesta possibilidade tomando como base
promissores resultados observados em experimentos in vitro (PRASAD; SEENAYYA, 2000;
JUGLAL; GOVINDEN; ODHAV, 2002; LEMAY et al., 2002).

Frente ao reconhecido potencial antimicrobiano dos Oleos essenciais, bem como
considerando a pressdo dos orgdos legisladores e do consumidor sobre a industria de
alimentos exigindo a ado¢do de alternativas mais naturais para o controle da qualidade
sanitaria e de vida util de alimentos, com conseqliente eliminagdo parcial ou total da adigao de
conservantes quimicos em seus produtos, justifica-se a execu¢do de um estudo com énfase na
avaliacdo dos compostos fenolicos timol e carvacrol, os quais sdo reconhecidos como
componentes majoritarios do 6leo essencial de O. vulgare. Desta forma, este estudo avaliou a
inibicdo dos possiveis mecanismos de acdo e a interferéncia de timol e carvacrol sobre o
crescimento, potencial enterotoxigénico e alguns parametros metabdlicos de cepas de S.

aureus isoladas de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os possiveis mecanismos de acdo e a influéncia dos fitoconstituintes timol e
carvacrol sobre o crescimento, caracteristicas metabdlicas e potencial enterotoxigénico de

cepas de Staphylococcus aureus isoladas de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a Concentragao Inibitoria Minima e Concentragdo Bactericida Minima do timol
e carvacrol sobre cepas de S. aureus isoladas de alimentos;

- Avaliar o efeito do timol e carvacrol sobre a viabilidade das cepas ensaiadas;

- Verificar o efeito de concentragdes subinibitérias do timol e carvacrol sobre algumas
caracteristicas metabolicas de S. aureus;

- Observar a influéncia do carvacrol e timol sobre o potencial enterotoxigénico de cepas de S.
aureus;

- Verificar a existéncia de um possivel efeito anti-estafilocdcico sinérgico entre os
fitoconstituintes timol e carvacrol quando aplicado em associacdo com 4acidos organicos

utilizados na conservacao de alimentos.
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3 HIPOTESE

O vegetal Origanum vulgare por produzir um 6leo essencial rico em compostos
fenolicos, em destaque timol e carvacrol, os quais sdo acreditados por possuirem propriedade
antimicrobiana, em decorréncia de causar perturbagdo da membrana citoplasmatica, ruptura
do fluxo de elétrons, perturbacdo do transporte ativo, inibicdo de atividade de enzimas e
coagulacdo do contetido citoplasmatico, tem se destacado como possivel antimicrobiano
natural. Assim, se pressupdem que os fitoconstituintes timol e carvacrol podem apresentar
propriedade anti-estafilocdcica, vindo desta forma a tornarem-se emergentes alternativas para

o controle de Staphylococcus aureus em alimentos.



20

4 JUSTIFICATIVA PARA REALIZACAO DO PROJETO E PERSPECTIVAS

A industria alimenticia procura atender regras gerais que se baseiam em prolongar o
periodo de armazenamento dos alimentos, fazendo com que estes permanecam adequados
para o consumo, aumentando a variedade da dieta, fornecendo os nutrientes necessarios para a
manuten¢do da saude e gerando lucros para os fabricantes. As mudangas no processamento e
a crescente exigéncia do consumidor por alimentos mais naturais, com uma vida util
prolongada, mantendo a qualidade nutritiva e sensorial, impulsionam a realizagdo de
pesquisas para obten¢do de novos agentes conservantes, que possam atender a novas
perspectivas do mercado, citando-se os 6leos essenciais como uma opgao a esta emergente
necessidade do consumidor.

Entre os diversos 0leos essenciais que apresentam potencialidade antimicrobiana, o
6leo essencial obtido da espécie vegetal O. vulgare tem mostrado destacaveis resultados na
inibicao de diferentes microrganismos, embora estes resultados tenham sido variados de
acordo com os microrganismos ensaiados, origem do 6leo essencial e técnica utilizada no
ensaio antimicrobiano. Carvacrol e timol, citados como componentes majoritarios do 6leo
essencial de O. vulgare, tem recebido uma énfase na pesquisa de atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais, de modo que a presenga destes componentes, de forma isolada ou em
combinagdo, ¢ reconhecida como marcador de potencial antimicrobiano.

Assim, estes aspectos suscitam a necessidade de realizacdo de pesquisas cientificas
voltadas para o estudo da interferéncia de diferentes fitoconstituintes de dleos essenciais sobre
parametros que possam vir a refletir a capacidade metabdlica e de crescimento/sobrevivéncia
de diferentes microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes de interesse em alimentos. O
alcance dos objetivos supracitados promoveu informagdes relevantes sobre a potencialidade
de uso dos fitoconstituintes, timol e carvacrol no controle do crescimento e sobrevivéncia de
S. aureus em alimentos. Os resultados obtidos subsidiardo futuros estudos com énfase na
avaliacdo da propriedade antimicrobiana de outros produtos naturais ou sintéticos sobre
diferentes microrganismos de interesse em alimentos, bem como poderdo ser racionalmente
extrapolados para aplicagdo em outras areas da microbiologia, a citar a microbiologia clinica
humana, microbiologia clinica veterinaria e fitopatologia. Por fim, a condugao deste plano de
trabalho também subsidiou a disponibilidade de informacdes cientificas ainda escassas na area
de estudo da potencialidade antimicrobiana de produtos naturais de possivel uso em
alimentos, o que culminou com as publicagdes cientificas em periddicos de impacto nacional

e internacional.
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5 O ESTADO DA ARTE

5.1 Tendéncias inovadoras na producéo de alimentos.

No sistema de producdo de alimentos, torna-se fundamental que medidas sejam
tomadas para que seja assegurada a inocuidade e estabilidade dos seus produtos finais durante
toda a sua vida de prateleira. Na industria de alimentos, sabe-se que a conservagdo quimica
limita a condicdo de “alimento natural”, embora, seja reconhecida como um dos elementos
fundamentais na questdo da seguranca alimentar (BEDIN; GUTKOSKI; WIEST, 1999).
Apesar da seguranca microbiologica de alimentos por muitos anos ter sido obtida pelo uso de
varios processos quimicos e/ou fisicos, alguns conservantes quimicos sdo suspeitos ou siao
toxicos aos consumidores, bem como, por sua vez, o uso de processos fisicos (resfriamento,
congelamento e uso de altas temperaturas) podem ocasionar perdas nutricionais e/ou reagdes
indesejaveis (e.x., reacdo de Maillard, oxidacdo lipidica) que alteram as caracteristicas
organolépticas dos alimentos. Esta realidade tem causado um aumento da pressdo sobre a
industria alimenticia para adog¢do de alternativas mais naturais para obten¢do dos seus
propositos (MARINO; BERSANI; COMI, 2001; TASSOU; DROSINOS; NYCHAS, 1995;
SOUZA. et al., 2005).

Nas tltimas décadas o processo de conservagdo de alimentos vem assumindo grande
complexidade diante da perspectiva dos consumidores exigirem alimentos mais naturais, mais
saudaveis, frescos, livres de aditivos sintéticos, com menor teor de sal e acidos, tendo sido
submetidos ao menor processamento possivel, entretanto, tendo que apresentar a conveniéncia
de possuir larga vida util e mostrarem-se indcuos ao consumidor (SAGDIC, 2003). Ainda, a
legislagdo de alimentos progressivamente vem restringindo e/ou limitando o uso de alguns
conservantes quimicos utilizados atualmente em diferentes alimentos. Tal restri¢cdo tem criado
problemas para a industria de alimentos, pois a susceptibilidade de alguns microrganismos
frente a antimicrobianos sintéticos classicos tem gradualmente diminuido (SOUZA et al.,
2007).

Neste cendrio, surge uma nova discussdo sobre op¢des inovadoras e emergentes para
o alcance da seguranca microbioldgica dos alimentos, a citar o uso de embalagens ativas,
bacteriocinas, culturas protetoras e compostos naturais (extratos, 6leos essenciais, quitosana)
(ROLLER; COVIL, 1999; DIAZ et al., 2002; DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE,

2004). Forsythe (2002) confirma que os métodos tradicionais de conservacdo vém sendo
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substituidos por novas técnicas como, por exemplo, a adigdo de agentes antimicrobianos
naturais causando, dessa forma, uma resposta microbiana ao estresse.

Existe uma tendéncia de combina¢ao de varios tratamentos subletais, utilizando-se
de novos agentes antimicrobianos em uma aplicagdo conjunta com agentes ja empregados,
porém com um uso mais amenizado, proporcionando a seguranga microbioldgica exigida
pelos consumidores e pela legislacao de alimentos (LANCIOTTI et al., 2004).

Fellows (2006) apresenta a tecnologia de barreiras, onde existe a combinagdo de
fatores para garantir a seguranca microbioldgica e a estabilidade permitindo, assim, a sua
conservagdo. O conceito de combinar diversos fatores para conservar o alimento foi
desenvolvido por Leistner (1995). Nessa tecnologia de barreiras, o entendimento das
interagdes complexas entre temperatura, atividade de dgua, pH e conservantes quimicos, €
utilizado para criar uma série de barreiras que garantam a seguranca microbioldgica do
alimento processado.

Existe também a perspectiva de substituir os aditivos sintéticos por conservantes
naturais presentes nos condimentos (BARA, 1992). A substituicdo de aditivos sintéticos por
naturais dependerd fundamentalmente da determinagdo de uma concentracao ideal e, segundo
Shelef (1983), as concentragdes normalmente empregadas para realgar o aroma e sabor que
variam de 0,5% a 1%, provavelmente, ndo inibem o desenvolvimento microbiano que
depende de concentragdes superiores a 1%.

Particularmente, a resisténcia microbiana mostra-se como um importante aspecto
impulsionador da busca de novos compostos antimicrobianos potenciais de uso em alimentos.
Mudangas no alvo do antimicrobiano, inativagao do antimicrobiano por enzimas, mudangas
na permeabilidade celular, efluxo ativo do antimicrobiano e superprodu¢do de enzimas-alvo
sdo exemplos de mecanismos de resisténcia antimicrobiana (McKEEGAN; BORGES-
WALMSLEY; WALMSLEY, 2002). Resisténcia antimicrobiana é reconhecidamente uma
conseqiiéncia inevitavel da pressao do amplo uso de antimicrobianos em todos os campos do
controle do crescimento de microrganismos, portanto, apresenta-se previsivel e inevitavel.
Entretanto, este fendmeno poderia ser possivelmente administrado ou, pelo menos, suavizado
através do uso racional de antimicrobianos (BANERJEE; SAKAR, 2004).

Brull e Coote (1999) relatam resisténcia de microrganismos deteriorantes e
patogénicos frente a alguns antimicrobianos usados para a conservagdo de alimentos como
acidos organicos fracos, peroxido de hidrogénio e agentes quelantes. Ainda, tem sido
verificado o isolamento de cepas de Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus

aureus, Salmonella e Shigella de origem alimentar com padrdo de resisténcia a diferentes



23

antibioticos de uso clinico como ampicilina, bacitracina, cefalotina, cloranfenicol, ciproflaxin,
eritromicina e metronidazol (BANERJEE; SAKAR, 2004). Estes antibioticos sdo utilizados
em alimentos de origem animal com propostas de controle e tratamento de doencas
infecciosas de origem bacteriana, bem como para promog¢ao de crescimento (WHITE et al.,
2002).

Assim, torna-se fascinante para a ciéncia de alimentos a possibilidade da descoberta
de antimicrobianos naturais e sua possivel aplicacdo pratica na conservagao de alimentos, de
modo que muitos pesquisadores tém se aprofundado nesta possibilidade tomando como base
promissores resultados observados em experimentos in vitro (PRASAD; SEENAYYA, 2000;
JUGLAL; GOVINDEN; ODHAV, 2002; LEMAY et al., 2002). Entretanto, sabe-se que os
componentes das matrizes alimentares podem, possivelmente, interagir com o0s principios
ativos destes potenciais compostos antimicrobianos resultando em moderada a nao
significante efetividade antimicrobiana (MENON; GARG, 2001).

Um obstaculo a ser superado na aplicacdo de novos compostos como conservantes de
alimentos consiste na sua aprovacao pelos 6rgdos legisladores da producdo de alimentos.
Inicialmente, seis principios gerais devem ser avaliados para o uso de qualquer substancia
como aditivo alimentar: i) o aditivo proposto deve ser toxicologicamente testado e avaliado
em todos os aspectos pertinentes, incluindo efeito acumulativo, sinergistico e potencial; ii)
somente aquela substidncia considerada segura no nivel pretendido de insercdo deve ser
liberada para o uso; iii) todo aditivo alimentar deve ser novamente avaliado quando do
surgimento de novas informagdes acerca de seu uso e seguranga; iv) o aditivo deve sempre ser
mantido em conformidade com as especificagdes aprovadas pela Comissao do Codex
Alimetarius; v) a justificativa do uso do aditivo deve ser baseada nos requisitos da seguranga
das diferentes caracteristicas de consumidores, bem como deve apresentar-se como alternativa
viavel do ponto de vista técnico e econdmico; vi) a aprovagdo temporaria ou permanente do
uso do aditivo deve considerar a limitagao para alimentos especificos, sua proposta, condigoes
de uso, diminui¢do dos niveis necessarios para alcance dos efeitos desejaveis, ingestdo didria
para humanos, bem como a provavel ingestdo de consumidores especiais (CONCON, 1980).

Nos Estados Unidos e em paises da Europa varios componentes de 6leos essenciais
sdo registrados para uso como flavorizantes em produtos alimenticios. Estes flavorizantes sao
considerados como ndo tendo nenhum risco para a saude dos consumidores, e inclui
carvacrol, carvona, cinamaldeido, citral, eugenol, mentol, timol, p-cimeno, limoneno, entre

outros (STECHINI; SARAIS; GIAVEDONI, 1993; SKANDAMIS; NYCHAS, 2000).



24

Diferentemente, metil eugenol e estragol sdo considerados toxicos, € tem sua inclusao em
alimentos proibida (BURT, 2004).

Qualquer pais que pretenda adicionar um destes componentes em alimentos com
qualquer outra proposta que ndo seja a de flavorizante, deve o considerar como um novo
aditivo alimentar. A aprovagdo do uso destes compostos envolveria, provavelmente, onerosos
estudos metabolicos e de seguranga, o que poderia causar uma limitagdo de seu uso. Do ponto
de vista legislativo, o uso das especiarias ou de seus Oleos essenciais poderia surgir como
alternativas economicamente mais vidveis naqueles paises que pretendem fazer uso das
propriedades antimicrobianas de tais compostos na conservacdo de alimentos (SMID;

GORRIS, 1999).

5.2 Alimentos como substratos para o crescimento microbiano.

Os alimentos sdo substancias compostas de proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas e minerais, de modo que os microrganismos agem utilizando este arsenal de
constituintes para manutengdo de suas fungdes metabolicas, crescimento e reproducdo neste
substrato (JAY, 2005). De forma geral, a habilidade de um microrganismo sobreviver e
multiplicar-se em um alimento ¢ determinada pelas caracteristicas do alimento que o alberga,
bem como pelas caracteristicas do ambiente no qual o alimento estd inserido (FRAZIER;
WESTHOFF, 1996).

Para que a multiplicagdo microbiana em alimentos seja possivel, os seguintes

elementos devem estar disponiveis: dgua, fonte de energia (agucares, alcoois, aminoacidos),
fonte de nitrogénio (proteinas, aminoacidos, nucleotideos, peptideos), vitaminas e sais
minerais, além da interveniéncia de fatores fisico-quimicos como pH e potencial de 6xido-
reducdo (TRABULSI et al., 2002).
O papel dos microrganismos em alimentos pode ser desejavel, a exemplo de seu uso como
probidticos, no bioprocessamento e bioconservagdo de alimentos, bem como poder ser
indesejavel, nos casos da sua agdo como agentes deteriorantes ou como causadores de
doencas.

O crescimento de microrganismos em alimentos pode vir a causar uma gama de
alteracdes nos seus caracteres organolépticos conduzindo a um estado de impropriedade para
o consumo humano. A deteriora¢d@o microbiana de alimentos pode ocorrer como conseqiiéncia
do crescimento de microrganismos, ou ainda da liberagdo de enzimas extra ou intracelulares

no substrato apos lise da célula microbiana (RAY, 1996). Os microrganismos quando
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presentes no alimento crescem através da utilizagdo de seus constituintes quimicos, seja
através de via oxidativa ou fermentativa, com a finalidade de obtencdo de energia necessaria
para manutencdo da viabilidade da célula microbiana e sintese de componentes celulares
(RIEDEL, 2005). A condugdo das reagdes quimicas envolvidas na utilizacdo dos nutrientes
presentes no alimento promove a formacdo de varios produtos intermediarios e finais, os
quais sdo responsaveis por variadas alteragcdes organolépticas (GRAHAN, 1982).

Desde muito tempo, reconhece-se que ndo se pode ignorar a magnitude das
implica¢des do problema da deterioragdo microbiana em relagdo ao suprimento e seguranga
mundial de alimentos. As perdas de alimentos decorrentes da deterioracdo microbiana em
base mundial chegam a milhdes de dodlares por ano, e torna-se ainda mais preocupante, a
saber, que este fendmeno figura certamente como um maior problema para as populagdes
subdesenvolvidas do que para as populacdes ja desenvolvidas (GRAHAN, 1982).

Outra relevante conseqiiéncia do crescimento microbiano em alimentos consiste na
probabilidade da ocorréncia das chamadas Doencas Transmitidas por Alimentos - DTAs.
DTAs podem ser amplamente divididas em trés grupos: aquelas causadas pelo consumo de
alimentos contendo microrganismos patogénicos viaveis e/ou suas toxinas pré-formadas;
aquelas decorrentes da ingestdo de alimentos contendo algas patogénicas, parasitas e/ou suas
toxinas pré-formadas; e aquelas decorrentes de razdes outras nao relacionadas com a ingestao
de patdgenos ou de suas toxinas (e.x., ingestdo de toxinas naturalmente presentes em
alimentos, toxinas formadas em alimentos, agentes quimicos toxicos, alergias alimentares)
(RIEDEL, 2005).

Desde muito tempo, reconhece-se a magnitude das implicagdes das Doencas
Transmitidas por Alimentos de origem microbiana sobre a condi¢do de saude das pessoas em
todo o mundo. Nas ultimas décadas, as doencas de origem microbiana relacionadas com o
consumo de alimentos vém tornando-se uma das principais preocupagdes de seguranga
alimentar entre consumidores e agéncias reguladoras em todo o mundo (WHITE et al., 2002).
Estima-se, que aproximadamente 30% dos habitantes de paises industrializados sofrem de
algum tipo de doenca de origem microbiana transmitida por alimentos por ano, e que no
século 21 pelo menos 2 milhdes de pessoas morreram como conseqiiéncia de doencas
diarréicas em todo o mundo (WHITE et al., 2002; BURT, 2004).

Os sintomas clinicos das DTAs podem variar de moderados quando se observam
nauseas, vomitos, colicas abdominais e diarréia limitada, bem como podem ser severos
quando se observam desordens do sistema nervoso central e diarréia profusa conduzindo a

grande perda de liquido e eletrolitos (WHITE et al., 2002).
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As bactérias sdo os agentes mais importantes na etiologia das DTAs de origem
microbiana, sendo responsaveis pelo maior numero de surtos e de mortes, seja pela agdo como
causadores de infecgdo, intoxicagdo ou toxinfeccao (SOUSA, 2003). A maioria das DTAs
possui sua etiologia conhecida, sendo que S. aureus ¢ reconhecido como um dos agentes
etiolégicos mais comuns, ¢ como sendo responsavel por surtos associados a ingestdo de
alimentos in natura e processados em todo o mundo (BRAGA et al., 2005).

Virios fatores ambientais, sociais € economicos como produ¢do de alimentos em
larga escala, intenso comércio de alimentos, urbanizacdo, mudangas no comportamento
humano, aumentada mobilidade e aumento no nimero de individuos imunodeprimidos, tém
contribuido para o surgimento, ¢ em alguns casos para o agravamento da realidade acerca da
emergéncia de microrganismos patogénicos (WOOLHOUSE, 2002).

Frente as conseqiiéncias do crescimento microbiano em alimentos, seja na
considera¢do dos danos decorrente de sua agdo deteriorante ou de sua acdo como causador de
doencas, torna-se essencial a tomada de agdes com énfase na aplicagdo de processos que

conduzam a uma reducdo do numero de microrganismos e/ou diminuicdo da velocidade de

seu crescimento em alimentos (SOUZA et al., 2006).

5.3 Potencialidade antimicrobiana de especiarias.

As especiarias tém sido usadas pelo homem desde os tempos pré-historicos, de
forma que determinadas especiarias foram empregadas para embalsamar no antigo Egito.
Existe o mito de que as especiarias eram originariamente usadas para disfarcar o sabor
rancoso ou menos fresco da carne deteriorada (BEDIN; GUTKOSKI; WIEST, 1999). Na
verdade, as especiarias sdo utilizadas desde que o homem comegou a preparar a sua comida, e
ha tanto tempo quanto a existéncia da medicina ervanaria (WEBB; CRAZE, 2001).

Por um longo periodo, o homem nao teve de preocupar-se com rapidez e praticidade
na preparagao de suas refei¢des. Com desprendimento de tempo para confecgdo de seus pratos
culindrios, fez-se uso da experimentagao de varios sabores, 0 que consequentemente levou a
um incremento na utilizagdo das especiarias. A medida que os antigos exploradores do
comércio regressavam de suas longinquas viagens e traziam novas especiarias, das quais
nunca se tinha ouvido falar, estas se espalhavam rapidamente difundindo seus sabores no
paladar das pessoas que as experimentavam (ODY, 2001).

Atualmente, a sociedade tem crescido acostumada as especiarias secas, que podem

ser compradas em qualquer supermercado. Possivelmente, gragas a introducao da rede
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frigorifica em quase todas as casas do Ocidente, ja ndo se faz necessario o uso das especiarias
para disfargar os sabores da comida menos apetitosa. As especiarias merecem muito mais do
que servirem de disfarce, elas providenciam uma variedade de sabores e experiéncias
(WEBB; CRAZE, 2001).

Especiarias sdo conceituadas como vegetais possuidores de substancias aromaticas
ou picantes de origem tropical, usadas para dar sabores e odores aos alimentos, incluindo
folhas, caules, flores e germinagdes, bulbos, rizomas, e outras partes das plantas (BEDIN;
GUTKOSKI; WIEST, 1999). Os componentes provedores de sabores existentes nas
especiarias consistem de compostos como alcodis, ésteres, aldeidos, terpenos, fenodis, acidos
organicos € muitos outros elementos, que ndo t€m sido totalmente identificados (SAGDIC,
2003).

As especiarias por muito tempo tém sido usadas como agentes provedores de
caracteres organolépticos caracteristicos aos alimentos aos quais sdo adicionadas. Porém, nos
recentes anos tem surgido um interesse voltado para o emprego destes agentes como
promissores compostos antimicrobianos em sistemas de conservacao de alimentos, sendo tal
fato evidenciado frente a crescente disponibilidade de trabalhos cientificos com énfase em tal
assunto (EL-SHAMI et al., 1985; AKGUL; KIVANC, 1988; COSENTINO et al., 1999;
DORMAN; DEANS, 2000; RISTORI, PEREIRA; GELLI, 2002; RADHAKRISHANAN-
SRIDHAR; VELUSAMY-RAJAOPAL, 2003).

As especiarias sdo reconhecidas como possuidoras de variadas propriedades
terap€uticas, entre elas destacam-se as propriedades antibacteriana, anti-espasmodica,
diurética, expectorante, laxante, antiasmdtica, carminativa, estimulante digestivo, anti-
flatulento, diurético, emenagogo, expectorante, antipirético, anti-inflamatorio, analgésico,
laxante, entre outras. Com base nos seu uso na medicina tradicional, varias pesquisas tém
observado os seus efeitos fisioldgicos benéficos na protecdo da integridade de eritrocitos
(SALIMATH; SUNDERESH; SRINIVAS, 1986), prevencdo da agregacdo plaquetaria
(SUBRAMONIYAM; STAYANARAYANA, 1989), a¢do anti-litogénica (HUSSAIN;
CHANDRASEKHARA, 1993), acdo hipolipémica (SRINIVASAN, 2005), além de suas
propriedades anti-diabetogénica (WILLAGAMUWA et al., 1998), estimulante da digestdo
(PLATEL; SRINIVASAN, 2004), antioxidante (MELO; MANCINI FILHO; GUERRA,
2005) e antiinflamatoria (REDDY; LOKESH, 1994).

Embora as especiarias sejam bem reconhecidas por suas propriedades medicinais,
preservativas e antioxidantes, elas tém sido usadas primariamente com proposta de melhorar o

flavor de alimentos, mais que de estender sua vida util (RISTORI; PEREIRA; GELLI, 2002).
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Entre as muitas especiarias utilizadas primariamente para flavorizar os alimentos, e
que ao mesmo tempo tém reconhecido potencial como antimicrobianos inclui-se alho, cebola,
noz-moscada, curry, mostarda, pimenta-preta, tomilho, salvia, alecrim, menta, pimenta
jamaicana, anis, manjericdo, paprica, agafrao, cassia, aipo, endro, orégano, gengibre, coentro,
manjerona, cravo, canela e cominho (SAGDIC et al., 2002; SAGDIC, 2003; VELLUTI et al.,
2003).

Billing e Sherman (1998) revisaram o uso de especiarias em varios paises, e
verificaram que os paises que possuem uma maior média de temperatura ambiental, que
indica uma maior facilidade de deterioracdo de alimentos, apresentam uma maior proporgao
de receitas culinarias contendo especiarias, um maior nimero total e um maior nimero de
especiarias por preparacdes culinarias, bem como utilizam um maior numero de especiarias
com reconhecidas propriedades antimicrobianas. Os autores consideraram diferentes hipdteses
para explicar estes dados. Além do uso das especiarias com fim de melhoria da palatabilidade
dos alimentos, relata-se que tais produtos poderiam fornecer macronutrientes, mascarar o
sabor e o odor dos alimentos deteriorados e aumentariam a transpiracdo e conseqiiente
evaporagao refrescante. Entretanto, considerou-se que a razao mais provavel seria a sua a¢ao
na defesa dos alimentos contra microrganismos patdgenos e/ou deteriorantes, contribuindo
dessa forma para a satide de pessoas que as apreciam.

Entretanto, a atividade antimicrobiana de especiarias somente poderd ser
prontamente reconhecida como fator suficiente para subsidiar sua inclusdo em sistemas de
conservagao de alimentos quando medidas pertinentes forem tomadas para assegurar a sua
qualidade sanitaria. Estas medidas devem incluir agdes para controle de umidade, de
promocdo de satisfatorias condi¢des sanitdrias no processamento, treinamento dos
manipuladores, monitoramente da qualidade microbioldgica, ou seja, agdes de marca sanitaria
aplicadas desde a colheita até a sua inser¢ao nos alimentos (SOUZA et al., 2006).

Os compostos antimicrobianos existentes naturalmente em temperos sao geralmente
hidrofobicos e possuem caracteristicas de desorganizar ou mesmo romper a membrana
microbiana. Em todos os temperos ou condimentos, essa atividade se deve a um componente
quimico especifico ou Oleo essencial. Entretanto, para que ocorra a morte celular, as
concentragdes desses compostos devem ser muito altas e, na pratica, a maioria dos compostos
antimicrobianos ¢ utilizado em concentragdes que podem apenas diminuir a velocidade do
crescimento microbiano (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005). Os oleos essenciais (também
chamados 6leos volateis) sdo liquidos aromaticos extraidos de materiais vegetais como flores,

folhas, caules, raizes e frutas (MOUREY; CANILLAC, 2002). Constituem-se em complexas
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misturas de substincias volateis, geralmente lipofilicas (SIMOES; SPITZER, 1999), cujos
componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos, alcoodis simples, aldeidos, cetonas, fendis,
¢ésteres e 4cidos organicos fixos, em diferentes concentragdes, nos quais, um composto
farmacologicamente ativo ¢ majoritdrio (FARMACOPEA ITALIANA, 1998).

Ao observar o relato na literatura cientifica abordando o estudo do potencial
antimicrobiano de especiarias nota-se que o orégano (Origanum vulgare L., familia
Lamiaceae) tem sempre apresentado resultados de destaque como agente habil de inibicao de
bactérias e fungos contaminantes de alimentos. O género Origanum ¢ uma erva perene na
forma de arbusto e nativa das regides Euro-Siberiana e Irano-Siberiana, sendo atualmente
reconhecida 38 espécies deste género no mundo (ALIGIANIS et al.,, 2001). Espécies
pertencentes ao género Origanum crescem abundantemente em areas pedregosas e em
montanhas rochosas em uma ampla faixa de altitude (0-400m) (GUNER et al., 2000).

Devido sua ampla variedade de caracteristicas quimicas e de aroma, diferentes
espécies e bidtipos de Origanum sdo amplamente utilizados como insumo na inddstria
farmacéutica e cosmética, como erva culinaria, como flavorizante de alimentos, em bebidas
alcoolicas e em perfumaria na obtencdo e fragrancias picantes (SIVROPOULOU et al., 1996;
NOVACK et al., 2000; ALIGIANIS et al., 2001). Estudos t€ém mostrado que espécies de
Origanum possuem propriedades antimicrobianas e antioxidantes, e enfatizam que as suas
propriedades bioldgicas podem variar de acordo com a técnica de cultivo, origem, estagio
vegetativo e a estacdo de coleta do material vegetal (MILOS; MASTELIC; LERKIVIC,
2000). As folhas secas e o oOleo essencial de Origanum vulgare tém sido usados
medicinalmente por varios séculos em diferentes partes do mundo, e seu efeito positivo sobre
a saide humana tem sido atribuido a presenca de compostos antioxidantes na erva e

conseqiientemente em seus produtos derivados (CERVATO et al., 2000).

5.4 Propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais de especiarias.

Os oOleos essenciais, entre os variados compostos estudados com vistas a um
potencial uso na conservacdao de alimentos, tém mostrado resultados destacéveis na inibi¢ao
do crescimento e sobrevivéncia de diferentes espécies de microrganismos de importancia nas
variadas areas da microbiologia (VELLUTI et al., 2003; LANCIOTTI et al., 2004). Sao
originados do metabolismo secundario das plantas e possuem composi¢ao quimica complexa,

destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropanoides (GONCALVES et al., 2003; SILVA
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et al., 2003). Constituem-se em elementos volateis contidos em muitos 6rgaos vegetais, e,
estao relacionados com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra microrganismos (SIQUI et al., 2000). Ainda, tem sido
estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades
antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (BHAVANANI; BALLOW, 1992).

Furlan (1998) alega que o valor condimentar de uma planta esta quase sempre
associado ao teor de Oleos essenciais, que sdo compostos quimicos gerados durante o
desenvolvimento do vegetal. Oleos essenciais de plantas apresentam uma atividade
antimicrobiana contra um grande numero de bactérias incluindo espécies resistentes a
antibioticos sintéticos classicos (CARSON et al., 1995). Os 6leos essenciais podem apresentar
acdo tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas e ainda frente a leveduras
e fungos filamentosos (PRASHAR et al., 2003).

Estudos mostram que uma maior ou menor efetividade antimicrobiana das
especiarias apresenta-se dependente do tipo de especiaria, da sua concentragdo, do tipo e
concentragdo do microrganismo alvo e da composicdo do substrato (MARINO; BERSANI;
COMI, 2001; OZCAN; ERKMEN, 2001). Muitos relatos cientificos descrevem o efeito
inibitdrio de especiarias sobre diferentes microrganismos, embora, consideraveis variagdes de
resisténcia de diferentes microrganismos para uma dada especiaria € de um mesmo
microrganismo para diferentes especiarias tenham sido observadas (AKGUL; KIVANC,
1988; PROCTOR; DAVIS, 2000).

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas que podem conter 100 ou mais
compostos organicos. Seus constituintes podem pertencer as mais diversas classes de
compostos, porém os terpenos e os fenilpropanos sdo as classes de compostos mais
comumente encontradas. Os terpenos encontrados com maior freqiiéncia nos 6leos essenciais
sd0 0s monoterpenos e sesquiterpenos, bem como os diterpenos, constituintes minoritarios
dos 6leos essenciais (CASTRO et al., 2004).

A obtengdo de Oleos pode se dar por remog¢do fisica (separagdo, extracdo ou
concentracdo). Essa obtencdo em plantas geralmente se faz através de hidrodestilacdo por
arraste com vapor d’agua. A extragdo por solvente também ¢ muito usada para obtengdo de
aromatizantes e 0leos essenciais, de modo que os principais tipos de solventes aplicados sdo
agua, solventes organicos ou didxido de carbono supercritico (FELLOWS, 2006).

Os oleos essenciais apresentam duas principais caracteristicas como agentes
antimicrobianos: 1) sua origem natural, o que significa mais seguranca para os consumidores e

para o meio ambiente; e 1i) sdo considerados como possuidores de baixo risco de
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desenvolvimento de resisténcia microbiana. A segunda caracteristica citada toma como base o
fato de que os 0Oleos essenciais sao compostos por uma grande variedade de constituintes, os
quais, aparentemente, apresentam diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana,
tornando, desta forma, mais dificil uma possivel adaptagdo dos microrganismos frente a sua
acdo (DAFERERA et al., 2003). Na Figura 1 sdo mostrados as estrutura moleculares de

alguns constituintes presentes em Oleos essenciais de especiarias.
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Figura 1 - Estrutura molecular de alguns constituintes presentes em 6leos essenciais

de especiarias.

Avalia-se a producdo brasileira de 6leos essenciais em 45 milhdes de dolares, o que
corresponde a 13,1% da produgio mundial (RADUNZ et al., 2001). O maior problema ao

desenvolvimento de agroindustria produtora de o6leos essenciais ¢ a concorréncia com
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similares sintéticos. Atualmente, a industria alimenticia a qual mais necessita deste tipo de
produto, tem substituido os produtos sintéticos por naturais, em funcao das exigéncias atuais
dos mercados (VARLET, 1993).

Entre os diversos 0leos essenciais que apresentam potencialidade antimicrobiana, o
6leo essencial obtido da espécie vegetal O. vulgare tem mostrado destacaveis resultados na
inibicao de diferentes microrganismos (DUARTE et al., 2005; SOUZA et al., 2006; SOUZA
et al., 2007). Devido sua ampla variedade de caracteristicas quimicas e de aroma, O. vulgare
tem sido amplamente utilizado como insumo na industria farmacéutica e cosmética, como
erva culinaria, como flavorizante de alimentos, em bebidas alcodlicas e em perfumaria na
obtengao de fragrancias picantes (NOVAK et al., 2000).

O ¢leo essencial de orégano apresenta uma riqueza em compostos fenolicos, os quais
sdo acreditados para serem responsaveis por sua intensa atividade antimicrobiana (BAYDAR
et al., 2004; CHUN et al., 2005). Carvacrol e timol, citados como componentes majoritarios
do Oleo essencial de O. vulgare, tem recebido uma énfase na pesquisa de atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais, de modo que a presenca destes componentes, de forma
isolada ou em combinagdo, ¢ reconhecida como marcador de potencial antimicrobiano
(FARIAS-ALVES; SICCHIROL-LAVRADOS; PEREIRA-DE-MARTINIS, 2003).
Carvacrol, um composto fenolico, apresenta-se como o componente majoritario do Oleo
essencial de orégano (VALERO; SALMENRON, 2003) e, possivelmente, pode ser o
principal responsavel pela destacdvel atividade antimicrobiana de tal produto. Estes
componentes apresentam capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana
citoplasmatica microbiana causando uma consideravel perda de ATP citoplasmatico. Este
aumento de permeabilidade pode esta relacionado a sua capacidade de interagir com a
membrana citoplasmatica, onde pode se dissolver na bicamada lipidica alinhando-se entre as
cadeias de acidos graxos. Tal distor¢do da estrutura fisica poderia causar a expansiao e
desestabilizagdo da membrana citoplasmatica, aumentando sua fluidez e resultando no
incremento de sua permeabilidade passiva (ULTEE; SMID, 2001). Acredita-se, que o
potencial antimicrobiano de compostos fendlicos, como carvacrol e timol, se apresente
intimamente relacionado a presenga de um grupo hidroxil (OH) no anel fenodlico,
particularidade que lhes confere um alto poder reativo (DORMAN; DEANS, 2000).

Outtara et al. (1997) analisaram a atividade antibacteriana de 4cidos graxos
selecionados e de oleos essenciais de especiarias sobre bactérias deteriorantes de carnes,
sendo que nenhum acido graxo apresentou consideravel atividade antibacteriana. Por outro

lado, Brochothrix thermosphacta e Serratia liquefaciens tiveram seu crescimento inibido pelo
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6leo essencial de canela, cravo, alho e alecrim (1/100 v/v); Carnobacterium piscicola foi
inibido pelo 6leo essencial de canela, cravo e alecrim (1/100 v/v); Lactobacillus sake foi
inibido pelo 6leo essencial de canela, cravo, pimenta preta e alecrim (1/100 v/v); L. curvatus
foi inibido pelo 6leo essencial de pimenta preta (1/100 v/v).

Em estudo feito por Hoffmann et al. (1999), onde se determinou a atividade
antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais de canela, cravo, gengibre ¢ menta em diferentes
concentragdes (10,0; 1,0 e 0,1%), sobre 21 microrganismos (7 leveduras e 14 bactérias), foi
verificado uma maior atividade antimicrobiana com canela ¢ menta, nas concentragdes de
10,0 ¢ 1,0%. O oleo essencial de cravo, na concentracdo de 10,0%, também inibiu
completamente o crescimento de todos os microrganismos testados.

Basilico e Basilico (1999) verificaram a eficiéncia antifungica do 6leo essencial de
orégano (100 ppm) em inibir o crescimento micelial de Aspergillus ochraceus e produgéo de
ocratoxina A por tal fungo.

Menon e Garg (2001) avaliaram o efeito inibitorio do 6leo essencial de cravo na
concentragdo de 0,5 e 1,0% (v/p) sobre L. monocytogenes em carne e queijo armazenados a 7
e 30°C, e observaram que ambas as concentragdes foram capazes de provocar significante
efeito redutor da populagdo de L. monocytogenes nos substratos ensaiados. Hao; Bracket e
Doyle (1998) relataram efeito inibitério de eugenol, principio ativo do o6leo essencial de
cravo, sobre L. monocytogenes em carne bovina e de ave cozidas e armazenadas a 5 e 15 °C.

Elgayyar et al. (2001) analisando o poder antimicrobiano de o6leos essenciais de
algumas plantas, verificaram que o 6leo essencial de anis apresentou alta capacidade inibitéria
sobre A. niger, Geotrichum e Rhodotorula, embora nédo tenha sido ativo sobre bactérias.

Juglal et al. (2002) estudaram a efetividade de nove 6leos essenciais para controlar o
crescimento de fungos produtores de micotoxinas e notaram que cravo, canela e orégano
foram capazes de prevenir o crescimento de A. parasiticus e F. moniliforme, enquanto que o
cravo (moido e oOleo essencial) marcadamente reduziu a sintese de micotoxinas em grao
infectados. Velluti et al. (2003) observaram significante efeito inibitdrio do 6leo essencial de
canela, orégano e cravo sobre o crescimento de Fusarium proliferatum e F. verticillioides,

bem como sobre a produgédo de fumonisina B, por tais cepas em graos de milho armazenados

em diferentes atividades de agua e temperaturas.
Estudo realizado por Benkeblia (2004) observou atividade inibitoria do oleo
essencial de cebola (amarela e vermelha) nas concentragdes de 50, 100, 200, 300 e 500

puL/mL sobre Fusarium oxysporum, Aspergillus niger e Penicillium cyclopium.
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Souza; Silva e Souza (2004) avaliaram o6leos essenciais de condimentos (alho,
canela, cravo da India, tomilho) sobre o desenvolvimento micelial de fungos (Rhizopus spp.;
Penicillium spp.; Eurotium repens e Aspergillus niger) associados a produtos de panificagdo e
verificaram que o oleo essencial da canela inibiu completamente o desenvolvimento dos
fungos, ja os de tomilho e alho tiveram o mesmo efeito em concentracdes mais elevadas. O
cravo inibiu o desenvolvimento dos fungos Aspergillus niger, Rhizopus sp. e Eurotium repens
com a concentragdo de 600 mg/mL e do fungo Penicillium spp. com a de 800 mg/mL.

Viegas et al. (2005) em seu estudo “Toxicidade de 6leos essenciais de alho e casca
de canela contra fungos do grupo Aspergillus flavus™, avaliou oito 6leos essenciais vegetais e
verificou que a maior inibi¢do do desenvolvimento micelial de A. flavus foi obtida com o
emprego dos 6leos essenciais de casca de canela e de bulbilho de alho.

Recentemente, Pereira et al. (2006) estudou a inibi¢do do desenvolvimento dos
fungos: Fusarium sp.; Aspergillus (A. ochraceus ; A. flavus e A. niger) através da utilizagio
de 6leos essenciais de alguns condimentos, dentre esses o orégano, onde se observou que a
partir de 500 mg/ml todos os fungos estudados tiveram o desenvolvimento significativamente
inibido, com excecdo do fungo Aspergillus niger.

Em adi¢do ao estudo da atividade antimicrobiana de especiarias e seus extratos e
Oleos essenciais, a efetividade de seus constituintes quimicos na inibigdo de varios
microrganismos tem também merecido investigacdo com vistas a um melhor entendimento
acerca dos alvos celulares das moléculas encontradas nas especiarias (KARATZAS et al.,
2000). Helander et al. (1998) relataram que carvacrol e timol diminuiram o conteudo de ATP
intracelular em células de E. coli, enquanto simultaneamente o conteudo de ATP extracelular
foi aumentado. Este fenomeno foi considerado como indicador da agdo de ruptura de

membrana citoplasmatica destes componentes.

5.5 Fitocompostos Carvacrol e Timol

Tem se constatado que a atividade antimicrobiana apresentada pelos 6leos essenciais
em especial O. vulgare se deve especialmente a presenga de grupos fendlicos (BEN ARFA et
al., 2006; MOREIRA, 2005). Segundo Sivropoulou (1996), o conteudo fenolico existente
neste oleo essencial compreende desde tragos até 95 % da sua composi¢ao, podendo variar

entre amostras de uma mesma espécie. Dentre os componentes fenolicos, o carvacrol e o
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timol sdao os que desempenham maior efeito antimicrobiano, os quais exercem adicionalmente
fungdes antioxidantes (HOLLEY; PATEL, 2005; SAHIN et al., 2004).

Carvacrol e timol, citados como componentes majoritarios do 6leo essencial de O.
vulgare, tem recebido uma énfase na pesquisa de atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais, de modo que a presenga destes fitoconstituintes, de forma isolada ou em
combinac¢do, ¢ reconhecida como marcador de potencial antimicrobiano (FARIAS-ALVES;
SICCHIROL-LAVRADOS; PEREIRA-DE-MARTINIS, 2003).

O Timol também ¢ conhecido como 2-isopropil-5-metilfenol, ¢ um derivado do fenol
monoterpeno cimeno, C;oH 40, isomérico com carvacrol, encontrado no 6leo de orégano e
tomilho, ¢ extraido como uma substincia cristalina branca de um odor agradavel e aromética
com fortes propriedades anti-sépticas. Timol ¢ apenas ligeiramente solavel em dgua com pH
neutro, mas ¢ extremamente solivel em alcoodis e outros solventes organicos. E também
fortemente alcalino soltivel em solugdes aquosas devido a desprotonacdo do fenol. Também
chamado de "Isopropil-m-cresol" e "cimeno hidroxi" (THE BRITISH PHARMACOPOEIA,
2009)

Foi descoberto por Caspar Neumann em 1719 e sintetizada em forma pura, no ano
1842 por Von M. Lallemand caracterizados através de andlise quimica elementar. Usando
isto, ele foi capaz de descobrir a propor¢do correta de carbono, hidrogénio e oxigénio que
compdem moléculas de timol. Friedrich Ferdinand Runge também estudou a quimica da
substancia. Alain Perrin M. Thozet e publicado pela primeira vez a andlise da estrutura de

cristal com a determinacdo exata dos atomos estruturais (PRIESTLEY e al., 2003) (Figura 2)

Figura 2. Representagdo esquematica de uma molécula de Timol.

Timol foi utilizado com sucesso para controle de acaros e evitando a fermentacdo e o
crescimento de fungos em colonias de abelhas. A utilizagdo em menor escala estd na

encadernacdo: livros com os danos do molde podem ser selados em sacos com cristais de
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timol para matar os esporos de fungos. Timol foi utilizado em solucdes de alcool € em po para
o tratamento de infec¢des por Tinea pedis (micose). Timol foi utilizado para tratar infec¢des
por ancilostomideos (FERREL, 2005).

Recentes pesquisas médicas sobre a ratos conclui que "o extrato de Tomilho teve
efeitos relaxantes sobre oOrgdos que possuem receptores P2 (utero e traquéia)”
(WIENKOTTER et al.,, 2007). Em um relatério de 1994 divulgado pelo cigarro cinco
empresas de topo, o timol foi listado como um dos 599 aditivos aos cigarros. Diz-se a ser
adicionado para melhorar o sabor dos cigarros, mas, como mencionado acima, ele relaxa a
traquéia (WIENKOTTER et al., 2007). Segundo Priestley et al. (2003), o timol tem atividade
GABAergic, através de um mecanismo de agdo semelhante ao anestésico propofol (2,6-
diisopropilfenol).

Timol € perigoso para o ambiente e toxico para os organismos aquaticos € pode
causar efeitos negativos a longo prazo no ambiente aquatico. Ele também estd sendo
investigado como um agente mutagénico. A teoria do efeito mutagénico ¢ ainda apoiada pelo
desempenho do fenol relacionado (GOODNER et al., 2006).

Carvacrol, ou cymophenol, CcH3;CH; (OH) (C3;H;), ¢ um fenol da classe dos
monoterpenodides. Ele tem uma caracteristica picante, cheiro morno de orégano (ULTEE,
2000) (Figura 3). O carvacrol esta presente no 6leo essencial de Origanum vulgare, oleo de
tomilho, e no 6leo obtido da bergamota selvagem. O 6leo essencial de Tomilho contém entre
5% e 75% de carvacrol, enquanto. A espécie Origanum majorana e Dittany de Creta sdo ricos

em carvacrol, 50% e 60-80% respectivamente. (DE VINCENZI, 2004)

Figura 3. Representagdo esquematica de uma molécula de Carvacrol.

O Carvacrol inibiu o crescimento de varias cepas de bactérias, por exemplo,
Escherichia coli (DU et al., 2008) ¢ Bacillus cereus. Sua baixa toxicidade, juntamente com o

seu sabor e cheiro agradaveis sugere seu uso como aditivo alimentar para evitar a
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contaminag¢do bacteriana (ULTEE; SMID, 2001). Em Pseudomonas aeruginosa, ele provocou
danos a membrana celular dessas bactérias e, ao contrdrio de outros terpenos, inibe a
proliferacdo deste germe (COX; MARKHAM, 2007). A causa das propriedades
antimicrobianas, que se acredita ser a ruptura da membrana das bactérias (DI PASQUA et al.,
2007; CRISTANI et al., 2007) E um potente ativador dos canais de ion humanos receptor
transiente V3 potencial (TRPV3) e Al (TRPAI). Aplicagdo do carvacrol sobre a lingua
humana, bem como a ativacdo de TRPV3, provoca uma sensacao de calor. Em carvacrol disso
também ativa, mas rapidamente o dessensibiliza TRPA1 receptor dor explicando a sua
pungéncia (XU et al., 2006)

Em ratos o carvacrol ¢ rapidamente metabolizado e excretado. A principal via
metabolica ¢ a esterificacdo do grupo fendlico com acido sulfurico e acido glucurénico. A via
de menor importancia ¢ a oxidacdo do grupo metil terminal para alcodis primdrios. Apos 24
horas apenas quantidades muito pequenas de carvacrol ou seus metabodlitos podem ser
encontrados na urina, indicando uma excrecao praticamente concluida no prazo de um dia
(AUSTGULEN et al., 2004)

O Carvacrol pode ser sinteticamente elaborado pela fusdo do 4cido sulfonico cimol
com potassa cdustica; pela agdo do acido nitroso em 1-metil-2-amino-4-propil benzeno; e pelo
aquecimento prolongado de cinco partes de canfora com uma parte do iodo; ou por
aquecimento com acido fosforico carvol glacial ou realizando uma desidrogenagdo de carvona
por um catalisador Pd C /. E extraido do 6leo de Origanum por meio de uma solugio de
cloreto de potassio 50%. E um 6leo grosso que fixa em 20 °C a uma massa de cristais de
ponto de fusao 0 °C, e ponto de ebulicdo 236-237 °C. Oxidagdo com cloreto férrico converte
em dicarvacrol, Pentacloreto de fosforo, enquanto transforma em chlorcymol (ULTEE et al.,
2000).

Estes componentes apresentam capacidade de aumentar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica microbiana causando uma considerdvel perda de ATP
citoplasmatico. Este aumento de permeabilidade pode esta relacionado a sua capacidade de
interagir com a membrana citoplasmatica, onde pode se dissolver na bicamada lipidica
alinhando-se entre as cadeias de acidos graxos. Tal distor¢ao da estrutura fisica poderia causar
a expansdao e desestabilizacio da membrana citoplasmatica, aumentando sua fluidez e

resultando no incremento de sua permeabilidade passiva (ULTEE; SMID, 2001) (Figura 4).
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INTERFERENCIA DE CARVACROL E TIMOL
NOMECANISMO DE MEMBRANA EM CELULAS DE 5. aurous

Figura 4. Esquema demonstrando o mecanismo de agdo na membrana citoplasmatica
de células de Staphylococcus aureus.

Acredita-se, que o potencial antimicrobiano de compostos fendlicos, como carvacrol
e timol, se apresente intimamente relacionado a presenga de um grupo hidroxila (OH) no anel
fenolico, particularidade que lhes confere um alto poder reativo (ULTEE; BENNINK;
MOEZELAAR, 2002). Em cepas de S. aureus, estes compostos inibem a atividade da ATPase
ligada a membrana citoplasmatica (CEYLAN; FUNG, 2004)

Os compostos fenolicos sdo capazes de dissolverem-se na membrana microbiana, e,
desta forma, penetrarem dentro da célula onde podem interagir com mecanismos essenciais
para o metabolismo microbiano (MARINO; BERSANI; COMI, 2001). Perturbagdo da
membrana citoplasmatica, ruptura do fluxo de elétrons, perturbacdo do transporte ativo,
inibi¢do de atividade de enzimas, inativagdo da bomba de sodio e potassio e coagulagdo do
conteudo citoplasmatico sdo alguns mecanismos envolvidos na promog¢do do -efeito
antimicrobiano do carvacrol e do timol. Acredita-se, que nem todos estes mecanismos
ocorram de forma separada, de modo que alguns deles, possivelmente, possam ser ativados
como conseqiiéncia de outros mecanismos previamente desencadeados (COX et al., 2001).

Além da inibicdo do crescimento das células bacterianas vegetativas, torna-se
interessante a supressdo da produ¢do de toxinas microbianas, ja que elas sdo capazes de
desencadear grandes surtos alimentares. E sabido que a produgéo e excrecdo de toxinas é um
processo ativo e a presenca do carvacrol nas células bacterianas pode provocar insuficiéncia
de ATP para secreta-las, devido ao fato das células utilizarem todas as energias disponiveis
para sustentar sua viabilidade (ULTEE; SMID, 2001).

Embora algumas pesquisas tenham demonstrado uma interessante atividade

antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare (DUARTE et al., 2005; SOUZA et al., 2006;
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SOUZA et al., 2007; BARROS, 2009), ha uma escassez de estudos de seus fitoconstituintes
majoritarios (carvacrol e timol), que enfatizem a atividade antimicrobiana e a interferéncia
nos parametros fisioldgico-bioquimicos de cepas microbianas patogénicas e/ou deteriorantes

(NOSTRO et al., 2002; D’ANTUONO; GALLETTI; BOCHINNI, 2000; BURT, 2004).

5.6 Uso de acidos organicos como conservantes de alimentos

Conceitualmente, conservador quimico ¢ toda substancia naturalmente presente
ou adicionada intencionalmente a um alimento com o objetivo principal de prevenir ou
retardar as alteragdes provocadas pela acdo de microrganismos deteriorantes, e de agir
controlando a presenca de patdgenos, estando excluidos os sais comuns, aguicares, vinagres,
condimentos ou seus 6leos essenciais € as substancias originadas da defumagdao (FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

Ao longo da historia, os acidos organicos tém sido empregados como aditivos e
preservativos alimentares, prevenindo a deterioracdo alimentar e prolongando a vida de
prateleira de produtos pereciveis (RICKE, 2003). Nos ultimos anos, o interesse da industria
alimenticia pelo uso destes compostos antimicrobianos reside do fato de estarem naturalmente
presentes como constituintes de alimentos ou poderem ser adicionados aos produtos através
de formulagdes alimentares (NAZER et al., 2005).

Lin; Labble e Shetty (2005) referem que os mecanismos utilizados para
acidificagdo de alimentos, seja pelo emprego de 4cidos organicos de cadeia curta, processos
fermentativos ou adi¢do deliberada destes acidos, constituem um bem difundido e importante
meio para o controle de patégenos alimentares aplicaveis a um grande numero de produtos
alimenticios.

Os acidos organicos fracos, a exemplo do acido acético, lactico, citrico, benzoico
e sorbico, fazem parte do grupo de aditivos quimicos geralmente reconhecidos como seguros
— GRAS (JAY, 2005). Alguns destes acidos tém ocorréncia natural em alimentos e sdo
comumente utilizados como preservativos em sistemas de conservagdo para inibir o
crescimento de bactérias e fungos (FORSYTHE, 2002).

Alguns dos principais 4acidos organicos de uso em alimentos, suas faixas de
concentragdo para inibicdo microbiana e conservacdo alimentar, ingestdo didria aceitavel
(IDA) e tipos de alimento onde sdo empregados estdo descritos no Quadro 1.

A eficiéncia de um conservante quimico leva em consideragdo alguns aspectos que

incluem, de acordo com Franco; Landgraf (2005):
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(a) tempo e temperatura de armazenamento do alimento;

(b) tipo de microrganismo contaminante;

(c) caracteristicas intrinsecas do substrato alimentar (valor de pH, ay, composi¢do quimica,
dentre outros) e, principalmente;

(d) tipo e concentragdo do conservante utilizado no alimento, o qual pode exercer um efeito
bactericida a uma dada concentragdo, bacteriostatico em baixas concentragdes ou inoperante
quando muito diluido (FRAZIER; WESTHOFF, 1996).

Russell (1991) acrescenta que outros aspectos podem também determinar o grau de
resposta de um determinado agente conservador. Estes incluem o pH do ambiente, a
temperatura da solucdo e a presenca de matéria organica. Desta forma, a potencialidade dos
efeitos de um agente antimicrobiano de natureza quimica ¢ diretamente influenciada pelo pH
do meio, grau de dissociagdo e acdo especifica do 4cido empregado (FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

Considerando tais fatores, a agdo antimicrobiana primaria ¢ esperada dos acidos
organicos sobre as células dos microrganismos fundamenta-se na relagdo dose-efeito com
conseqiiente ocorréncia de fendmenos que agem sobre o DNA, sintese protéica, atividade
enzimdtica, membrana celular, parede celular ¢ mecanismos de transporte de nutrientes

(LUCK; JAGER, 2000; RICKE, 2003).

Quadro 1. Aspectos gerais de uso de alguns acidos organicos (acidulantes e

lipofilicos) com acao antimicrobiana utilizados como conservadores alimentares.

Ingestao
Concentracéo Diéaria
Acidos em alimentos Aceitavel - Alimentos empregados Referéncias
(% ou Q) IDA
(mg/kg) **
Maioneses, temperos, cremes Forsythe
para salada, bebidas, produtos | (2002);
) o a base de carnes e vegetais Frazier;
Acético 0,25% - 9,0% Ilimitada Westhoff
(1996);
Liick; Jager
(2000)
Maioneses, temperos, cremes Forsythe
Lactico > 0.5% Iimitada para salada, bebidas, produtos | (2002);
’ a base de carnes e vegetais Liick; Jager
(2000)
Margarina, extrato de tomate, Franco;
Rensaion 0 1o 0 s temperos em conserva, Landgraf
T o ” (2003);
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*0,005 -0,3g/ refrigerantes, molhos Jay (2005);
100g ou mL Liick; Jager
0,2% Queijos duros, molhos para (2000)
Sérbico 0,01 Elt) 200/ 0-25 salada, geléias, bolos
100g ou mL
0,32% Produtos de panificagdo (pao,
n ou . bolo), picles, queijos,
Propionico %020 — 0,40g / Ilimitada choc)olI; tos quel)
100g ou mL

*Valores maximos permitidos pela legislagao brasileira
**Quantidade de um aditivo medido em mg / Kg de peso corpdreo, que pode ser ingerido

diariamente sem trazer complicagdes ao longo de toda a vida.

Os efeitos da inibicdo microbiana sdo mais efetivos em baixos niveis de pH (< 4,5),
caracteristica esta comum a maioria dos conservantes alimentares. Nestas condicOes, as
moléculas do 4cido em seu estado ndo-dissociado sdo livremente permedveis a membrana
plasmatica e capazes de penetrar no citoplasma, onde se dissociam liberando prétons (ions de
hidrogénio) e anions que se acumulam e difundem-se no interior da célula forcando-a a
desviar energia (ATP) para expulsar os protons acumulados e manter a homeostase do pH
intracelular (FORSYTHE, 2002).

Como conseqiiéncia, diversos efeitos ocorrem sobre a célula microbiana causando
restricao do seu crescimento. Estes incluem: toxidade pelo acimulo de anions, interferéncia
no transporte de nutrientes (especialmente aminodcidos), danos a membrana citoplasmatica
resultando em extrusdo e ruptura da permeabilidade da membrana externa, influéncia na
sintese de macromoléculas por inibicdo de reacdes metabdlicas essenciais e estresse sobre a
homeostase do pH intracelular (RICKE, 2003).

Ricke (2003) relata que nos ultimos trinta anos alguns &cidos organicos,
isoladamente ou em combinagdo, tém sido investigados pelo seu potencial de atividade
bactericida em alimentos e ingredientes contaminados com patogenos alimentares. Dentre este
grupo de acidos, o acido lactico (AL) e o acido acético (AA) estdao entre os mais utilizados
como conservantes alimentares (JAY, 2005).

Na industria de alimentos estes acidos sdo empregados como acidulantes para inibir
o crescimento de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas (RUSSELL, 1991) ou sao
adicionados a dgua de lavagem em concentragdes de 2 a 5% (JAY, 2005), e aplicados como
sprays as superficies de carnes e carcagas de animais durante o seu processamento e abate

para sanitizagdo destes produtos (RICKE, 2003).
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Vasconcelos et al. (2002) ressaltam que os resultados praticos esperados do uso de
acidos organicos fracos, como o lactico e acético, na conservagao de alimentos, em especial
de produtos carneos, estdo relacionados ao aumento da vida de prateleira, menores riscos de
DTA (pela reducao da quantidade de patogenos nestes substratos alimentares) e manutengdo
da qualidade sensorial.

Enquanto agente conservador de natureza quimica, o AL se caracteriza como um
composto organico de féormula molecular CsHgO; e estrutural CH; - CH (OH) — COOH
(Figura 3), apresentando aspecto liquido e coloragdo variando entre incolor a ligeiramente
amarelado com solubilidade ilimitada em agua, sendo reconhecido como um dos mais antigos
conservantes em uso (LUCK; JAGER, 2000).

Pode também ocorrer naturalmente em alguns alimentos como produto do
metabolismo fermentativo das bactérias acido-lacticas presentes nestes substratos, os quais
passam a exercer efeitos de inibi¢cdo do crescimento sobre varios microrganismos. Segundo
Lick e Jager (2000), sua atividade antimicrobiana ¢ relativamente suave, s6 apresentando
efeitos de conservagdo em concentragdes superiores a 0,5%, principalmente contra bactérias
anaerobias, como conseqliéncia da redu¢do do pH do meio quando em concentragdes
adequadas.

Alves et al. (2003) corroboram reportando que em produtos com acidez entre 0,5 e
0,7%, expressa em dacido lactico, verifica-se um efeito inibitoério sobre crescimento de S.
aureus, bem como uma redug@o de suas contagens.

Considerando que cepas de S. aureus sdo reconhecidas como potenciais patdogenos
contaminantes de diferentes tipos de alimentos, o emprego deste tipo de acido com
conseqliente alteracdo do pH do meio cria um ambiente desfavoravel ao crescimento deste
microrganismo. Desta forma, pelos seus efeitos e por ser um agente antimicrobiano
reconhecido como seguro (GRAS), tem sido usado para descontaminagdo de carnes e
produtos carneos (NAVEENA et al., 2006) e recomendado nos ultimos anos como
conservante destes produtos, incluindo embutidos (SHELEF, 1994 apud LUCK; JAGER,
2000).

Quanto ao acido acético (AA), outro acido organico amplamente utilizado como
agente de conservacdo em alimentos, tem sido reconhecido e utilizado ha milénios como
aromatizante natural e acidulante. Procedimentos como a imersdo de carnes, pescados e
vegetais em solu¢des contendo vinagre, uma das formas de sua utilizagcdo, estdo entre os

métodos de conservacio mais antigos ja praticados (LUCK; JAGER, 2000).



43

Quimicamente, ¢ um composto de formula molecular C,H40; e estrutural CH;COOH
(Figura 5), sendo liquido transparente e incolor na sua forma pura, e de alta solubilidade em
agua, podendo ser obtido por processo biologico fermentativo ou por meios sintéticos como a
oxidacdo do acetaldeido. Liick e Jager (2000) referem que seu emprego como conservante
alimentar pode ocorrer na forma de vinagre (5 a 10%) ou solu¢dao aquosa sintética de 25 a
80%, tendo seu espectro de a¢do contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Semelhante ao AL, para que o AA exer¢a sua atividade de conservagdo, sdo
requeridas concentragdes adequadas para promover uma reducdo do pH no alimento. Simao
(1985) refere que em concentragdes que resultam numa redugdo do pH no alimento de 5,0 e
4,9, verifica-se respectivamente uma agdo antimicrobiana inibitoria e letal sobre os S. aureus.
Liick e Jager (2000) corroboram afirmando que somente em concentragdes acima de 0,5%
verifica-se uma acdo antimicrobiana do AL pela penetragdo na parede celular e desnaturacao
das proteinas intracelulares da célula microbiana.

Por apresentarem forte agdo antimicrobiana somente em altas concentragdes, alguns
autores tém sugerido sua combinacdo com outros métodos de conservagdo como a
pasteurizacdo, ou o sal comum e/ou conservantes mais fortes como os acidos sorbico e
benzéico (LUCK; JAGER, 2000), com o objetivo de reduzir sua concentragio, potencializar
uma possivel acdo sinérgica entre os componentes € minimizar os efeitos sobre as

caracteristicas sensoriais dos alimentos a serem conservados.

(A) (B)

Figura 5 — Estrutura quimica classica e tridimensional do acido lactico ( A ) e acético ( B).

5.7 Staphylococcus aureus

Os alimentos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes agentes etiologicos, que
podem levar ao desenvolvimento de doengas, afetando a satide humana, desencadeada por
microrganismos patogénicos ou suas toxinas (PASSOS; KUAYE, 1996a). Ressalta-se que

todos os alimentos devem ser objetos de exames microscopicos € microbioldgicos. Estes
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exames refletem as condi¢des higi€énicas que envolvem a produgdo, armazenamento,
transporte € manuseio para elucidar a ocorréncia de enfermidades transmitidas por alimentos.
Os problemas encontrados podem ser minimizados através de sistematico controle de
qualidade e programas de educagdo sanitaria (LIVERA et al., 1996; TAVARES; LOBANCO;
SAKUMA, 1996).

Certamente, um dos microorganismos mais amplamente estudados seja
Staphylococcus aureus. Isso se deve ao fato que essa bactéria faz parte da microbiota e,
portanto, sempre esteve envolvida em diversos processos infecciosos, atingindo homens e
animais desde suas origens. Como patéogeno humano, sempre foi responsavel por grande
morbidade e mortalidade. Outro aspecto que desperta interesse na comunidade cientifica ¢ a
capacidade deste microorganismo de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos. Estes
microorganismos sao ubiquitarios e podem ser comumente encontrados na pele, glandulas da
pele e membranas mucosas de aves e mamiferos, em geral relacionando-se simbioticamente
com seus hospedeiros (BRAOIOS, 2005).

O género Staphylococcus, pertencente a familia Micrococcaceae, ¢ formado por
cerca de 37 espécies, 17 das quais podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas.
Apresenta forma esférica (cocos) Gram-positivas, medindo cerca de 0,5 — 1,5 pm de
diametro, as quais podem se apresentar isoladas, aos pares, em cadeias curtas, ou grupos em
forma de cachos de irregulares. Os membros dessa espécie sdo imdveis, ndo esporulados,
anaerdbios facultativos, porém se desenvolvem melhor em atmosfera aerobia. Suas coldnias,
em meio solido, sdo usualmente lisas e algumas convexas com a borda continua. Algumas
colonias podem apresentar pigmentagdo amarela, ou amarelo alaranjado, que se torna mais
pronunciado apos incubacdo a temperatura ambiente, enquanto outras colonias podem ser
esbranquicadas ou acinzentadas. Sdo produtores de enzimas catalases, tolerantes a altas
concentragdes de NaCl e ao ressecamento e nao sdo capazes de produzir esporos (PRADO-
PALOS, 2006; BRAOIOS, 2005).

Tradicionalmente os estafilococos sdo divididos em dois grupos de acordo com a
capacidade de producdo da enzima coagulase: os estafilococos coagulase-positivo e
estafilococos coagulase-negativo. Pertence ao primeiro grupo o S. aureus, que ¢ considerado
um dos principais patégenos humanos. Essa bactéria ¢ responsavel por processos infecciosos
que incluem desde infec¢des cutineas relativamente benignas e doengas toxinogénicas até
infecgdes sistémicas potencialmente fatais. Como exemplo de suas enfermidades pode-se
citar: infec¢des de pele e tecidos moles (foliculites, piodermites, impetigo, furinculos e

abscessos), doencas toxinogénicas (sindrome estafilococica da pele escaldada ou doenca de
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Ritter, sindrome estafilococica do choque tdxico, intoxicacdes alimentares), pneumonias,
bacteremias, osteomielites, endocardites, artrites e meningites de reconhecida
morbimortalidade (KLOOS; BANNERMAN, 1994; LOWY, 2003).

Os estafilococos possuem diversos fatores de viruléncia que, supostamente,
contribuem para sua capacidade de colonizar e, posteriormente, invadir tecidos. Alguns
isolados de S. aureus produzem um exopolissacarideo conhecido como capsula, que pode
impedir a fagocitose pelos leucdcitos polimorfonucleares, auxiliando sua perpetuacdo em
espécimes clinicos (PAUL-SATYASEELA et al., 2004). A proteina A, proteina peculiar da
parede celular, tem a capacidade de unir-se a regido Fc da molécula da imunoglobulina G
(IgG), interferindo na opsonizagdo pelos leucocitos polimorfonucleares , ativando o sistema
complemento e estimulando reagdes de hipersensibilidade. Glicopeptideos e acidos teicdicos,
componentes da parede celular estafilococica, auxiliam na aderéncia as superficies mucosas
do hospedeiro, ativam o sistema complemento, inibem a quimiotaxia de leucdcitos e
estimulam a produgdo de anticorpos (COHEN, 1986; SALGADO; PIGNATARI;
BELLINATI-PIRES, 2004).

Fermentacdo do manitol, endonuclease termoestavel e teste de desoxirribonuclease
sdo provas confirmatorias adicionais utilizadas para a caracterizacdo do patdgeno.
Comparativamente, sdo microrganismos que se multiplicam sob condi¢gdes de alta pressao
osmotica e pouca umidade, o que explica, parcialmente, sua sobrevivéncia nas secregdes
nasais e na pele (KLOOS; BANNERMAN, 1995).

S. aureus apresenta-se largamente distribuido na natureza, sendo transmitido aos
alimentos pelos manipuladores, na maioria, portadores assintomaticos. De uma forma geral,
pode-se esperar a presenca de S. aureus, mesmo em pequenas quantidades, em quase todos os
alimentos de origem animal ou naqueles diretamente manipulados, a ndo ser que tais
alimentos tenham sido submetidos a prévios tratamentos térmicos. No homem, as espécies de
Staphylococcus podem estar presentes no conduto nasal, nos olhos, na garganta, no trato
gastrintestinal e na superficie da pele, onde ¢ mais freqiiente nas maos, bragos, rosto e feridas.
A partir dessas localizagdes, o microrganismo pode contaminar o alimento direta ou
indiretamente (JAY, 2005).

A intoxicac¢do alimentar estafilococica faz parte do grupo de doengas de risco III, no
qual inclui as enfermidades “de perigo moderado, usualmente de curta duragdo e sem
ameaca de morte ou sequelas, com sintomas autolimitados, mas que causam severo
desconforto”, conforme dispde a classificagdo da International Commission on
Microbiological Specification for Food - ICMSF (SILVA et al., 2007).
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A intoxicagdo alimentar provocada por este microrganismo ¢ devido a ingestdo de
enterotoxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicagdo no alimento e
representando um risco para satide publica. A enterotoxina estafilocdcica € termoestavel e esta
presente no alimento mesmo apds o cozimento, possibilitando desta forma, a instalacdo de um
quadro de intoxicacdo de origem alimentar. Sendo o agente responsavel por,
aproximadamente, 45% das toxinfeccdes no mundo, varios trabalhos referem os
manipuladores como os maiores responséaveis pela sua transmissdo (ALCARAZ et al., 1997;
BRASIL, 1992; FRANCO; LANDGRAF, 1996; MIMS et al., 1995; PASSOS; KUAYE,
1996a).

A intoxicacao alimentar estafilococica € caracterizada por nduseas, vomito, dores
abdominais e diarréia, e por um curto periodo de incubacdo, de 1 a 6 horas apos a ingestdao do
alimento responsavel (MEEHAN et al., 1992; PASSOS; KUAYE, 1996b). O periodo de
incubacdo e a severidade dos sintomas dependem da quantidade de enterotoxina ingerida e da
susceptibilidade do individuo. Niveis dessas toxinas variando de 0,01 a 0,4 pg por grama do
alimento sdo suficientes para provocar a intoxicagdo, afetando individuos mais sensiveis
(ORDEN et al. 1992).

Sandel e McKillip (2004) acrescentam que a contaminagdo alimentar pods-
processamento por S. aureus representa um risco significativo para a saude, visto que nos
alimentos industrializados os microrganismos que normalmente competem com este patdgeno
sdo eliminados pelos métodos térmicos de controle empregados, criando um ambiente
favoravel ao seu crescimento nestes produtos. Adicionalmente, a existéncia de algumas cepas
produtoras de enterotoxinas termoestaveis pode explicar a possibilidade de ocorréncia da
intoxicacdo alimentar estafilococica quando do consumo de alimentos processados
(PEREIRA, 2006; STAMFORD et al., 2006).

Neste sentido, diversos alimentos sdo implicados epidemiologicamente em casos de
contaminagdo por estafilococos e em surtos ocasionados por suas toxinas. Dentre estes,
destacam-se por se constituirem excelentes substratos alimenticios e bons meios para o
crescimento deste microrganismo, o leite e seus derivados (principalmente queijos), carnes e
seus derivados (especialmente salsichas e presuntos), aves, ovos, saladas mistas, macarrao,
patés, molhos, tortas, sanduiches com recheio e bombas de chocolate (FRAZIER;
WESTHOFF, 1996; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; SILVA et al., 2007).

Em aproximadamente 24% de todos os casos de intoxicacdo estafilocdcica estdo
envolvidos alimentos e/ou preparagdes salgadas (NORMANNO et al., 2005), pela habilidade

que este patdgeno apresenta de crescer nestes substratos.
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Hemolisinas, nuclease, coagulase, lipase, termonuclease e enterotoxinas
estafilocdcicas estdo entre as toxinas e enzimas extracelulares produzidas por cepas de S.
aureus e que podem estar relacionadas ao arsenal patogénico deste microrganismo (Quadro
2). Cepas de S. aureus secretam trés tipos de toxinas com atividade super-antigénica, a citar
enterotoxinas estafilococicas (ES), toxinas da sindrome do choque toxico (TSCT-1) e toxinas
esfoliativas (A e B) (CARSON; MEE; RILEY, 2002; NOSTRO et al., 2004).

A literatura reconhece, at¢é o momento, 14 tipos de enterotoxinas estafilocdcicas
(SE): SEA, SEB, SEC,, SEC,, SEC;, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ (CARMO; DIAS;
LINARDI , 2002), SEK (ORWIN et al., 2001), SEL ¢ SEM (JARRAUD et al., 2001),
podendo algumas dessas ser produzidas no alimento em contagens minimas de 10° a 10°
UFC/ml (SU; WONG, 1997) e até de 10° UFC/g (CARMO et al., 2002). Os estafilococos sdao
facilmente destruidos por tratamentos térmicos, como a pasteurizacdo, mas suas SE,
termoestaveis, permanecem ativas nos alimentos tornando-se um risco em potencial para a
saude do consumidor ¢ um problema para a saude publica (CARMO; DIAS; LINARDI,
2002).

As SE sdo responsaveis por quadros de intoxicagdo alimentar estafilocdcica no
homem, caracterizados por ndusea, vomito, diarréia, dor de cabega, codlica abdominal, caibra
muscular, queda de pressao sangiiinea e prostracdo. Em casos graves, o individuo pode
necessitar de cuidados médicos; criangas e idosos podem chegar ao 6bito (CARMO, 1997).

A espécie S. aureus possui um arsenal de defesa e adaptacdo que garante o seu
potencial de patogenicidade frente as demais bactérias do seu género. Este potencial decorre
dos diversos fatores de viruléncia ou indicadores de patogenicidade, que exercem importante
papel na determinacdo da capacidade enterotoxigénica deste patdogeno, notadamente nos
processos de investigacao epidemioldgica das intoxicagdes estafilococicas (PEREIRA, 2006).

Os fatores de viruléncia de S. aureus estdo relacionados a estrutura de sua parede
celular (Quadro 2) e a componentes quimicos de natureza protéica (Quadro 3) sintetizados
durante o seu processo adaptativo, de crescimento ou de injaria celular. Para Hurtato; De La
Parte e Brito (2002), este arsenal de elementos justifica seu potencial de patogenicidade e de
sobrevivéncia frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos processos

antimicrobianos utilizados para o seu controle.
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Quadro 2. Fatores de viruléncia relacionados aos constituintes da parede celular do S. aureus

Componente

Constituinte

Efeitos biologicos

Referéncias

Estrutura da
parede celular

Acido teicoico

v

v

Regula a concentragdo de cations na
membrana celular e medeia a adesdo
bacteriana pela ligacdo a fibronectina
resultando em agregacgao plaquetaria;

Age ativando a via alternativa do
complemento e estimula a produgdo de
citosinas

Peptidioglicano

Atua como agente quimiotatico para
leucocitos;

Garante estabilidade osmotica;

Induz a producao de IL-1, atuando
como elo entre a resposta inflamatéria
e imune, € a opsonina bacteriana,
tornando-a facilmente fagocitada

Proteina A

Inibe a eliminagdo mediada por
anticorpos, ligando-se a receptores Fc
das IgG, com efeitos
anticomplementares,  quimiotaticos,
antifagocitarios;

Favorecem a liberacdo de histamina,
reagdes de hipersensibilidade e lesdo
plaquetaria

Fator de adesdo

(Adesinas)

Promovem a adesdo da bactéria,
ligando-se aos receptores quimicos da
superficie das células epiteliais do
hospedeiro

Polissacaridios
capsulares

(\

Protege a bactéria da fagocitose;
Inibe a quimiotaxia;

Aumenta a viruléncia e a capacidade
de invasdo dos tecidos e da corrente
sanguinea por facilitar a aderéncia a
corpos estranhos

Murray;
Rosenthal;
Pfaller, (2006);

Santos et al.,

(2007)

Além destas, algumas linhagens de Staphylococcus produzem a toxina da sindrome

do choque toéxico (TSST-1) (SANTOS, 2003) cujos sintomas sdo agudos, potencialmente

fatais e caracterizados por febre alta, descamagdo da pele e hipotensdo (CHESNEY, 1989,

apud LAMAITA, 2003). Esta sindrome, diferentemente da gastroenterite causada pelas SE,

ainda nao foi associada ao consumo de alimentos. No entanto, sua presen¢a no alimento pode

indicar uma possivel fonte de veiculagdo dessa enfermidade para o homem (SANTOS, 2003),

além de se constituir em fator de viruléncia da linhagem.
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O estabelecimento do quadro patologico relacionado a intoxicacdo alimentar
estafilococica ocorre em aproximadamente 4-8 horas apds a ingestdo da enterotoxina
previamente sintetizada no alimento. A patologia usualmente inicia-se com um quadro de
emese afebril aguda, seguida de diarréia e nduseas. Em muitos casos, os individuos
acometidos tornam-se ortostiticos e cronicamente hipotensivos, desenvolvendo febre e

sintomas similares a um choque toxico (TODD, 1997).

Quadro 3. Fatores de viruléncia relacionados a enzimas e toxinas produzidas por S.

aureus.
Componente Constituintes Efeitos bioldgicos Referéncias
- Bustos-Martinez;
Coagula o plasma por ativacao da Hamdan-Partida:
protrombina, resultando na Gutiérrez- ’
Enzimas Coagulase conversao do ﬁbrmogemo’em Céardenas (20006);
fibrina, a qual envolve a célula
bacteriana protegendo-a na Sandel: McKilli
opsonizagado e fagocitose (200 4)’ p
Inativa radicais livres e peroxido
de hidrogénio toxicos formados
pelo sistema mieloperoxidase no
Catalase interior das células fagocitarias do
hospedeiro, convertendo em O, e Sandel; McKillip
H; (2004);
.. Santos et al.
Degrada a matriz intercelular de (2007)
mucopolissacaridios do tecido
. . conjuntivo do hospedeiro por
Hialuronidase | 1 4rolise do acido hialurdnico,
promovendo disseminacao dos
estafilococos nas areas adjacentes
Fibrinolisina | Dissolve coagulos de fibrina
Murray; Rosental;
Hidrolisa componentes estruturais | Pfaller (2006);
Lipases llpidlcos dos tec1d0‘s pela Sandel; McKillip
atividade da fosfopilase C (2004)
fosfatidilinositol-especifica
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Endo e exonuclease termo-estavel

Sandel; McKillip

Term%r\llucleases capaz de hidrolisar DNA e RNA (2004);
(TNase) das células do hospedeiro
4 Efeito litico em hemaAcias
(a-hemolisina);
4 Atua sobre o complexo Bustos-Martinez;
lipocarboidrato- esfingomielina, Hamdan-Partida;
Citotoxinas provocando lesdo e lise celular Gutiérrez-
(B-hemolisina); Cardenas (2006);
(@.B.8,%: | v Efeito litico sobre Sandel; McKillip
leucocidina) hemacias, células brancas e (2004);
plaquetas™ (6* e y-hemolisina); Santos et al.
v Lesdo de membrana e lise | (2007)
em macrofagos e leucocitos
(leucocidina)
v Cliva o extrato granuloso | Santos et al.
Toxina da epiderme por acdo de serinas (2007);
Esfoliativa proteases, causando sindromes Murray; Rosental;
cutaneas Pfaller (2006)
v Suprime a quimiotaxia de
Toxinas neutrofilos, induz a funcao
supressora dos linfocitos T e Bustos-Martinez;
bloqueia o sistema Hamdan-Partida;
Toxina-1 da reticuloendotelial; Gutiérrez-
Sindrome do | v Atua como superantigeno, | Cérdenas (2006);
choque toxico | estimulando a liberacdo de varias | Murray;

(TSST-1) citocinas, prostaglandinas e Rosenthal; Pfaller
leucotrienos, (2006)
v Produz poros na
membrana ou destruicao das
c¢lulas endoteliais
4 Exercem atividade Bustos-Martinez;
pirogénica e superantigénica (T Hamdan-Partida;
células T e liberagdo de citocinas); | Gutiérrez-
4 Provocam intoxicagao Cardenas (2006);

Enterotoxinas | alimentar, com efeitos na Murray;

peristalse intestinal (T perda de Rosenthal; Pfaller
fluidos — diarréia) e sobre o (2006);

SNC, provocando nauseas ¢
vomitos

Balaban; Rasooly
(2000)

Clinicamente, a IAE apresenta sintomatologia caracterizada por um comego subito e

intenso dos sintomas, normalmente entre 1 a 8 horas apds a ingestdo do alimento




51

contaminado, que incluem nausea, vomito, desidratagdo, prostracao, diarréia ocasional, dor
abdominal, baixa da temperatura corporal (nunca febre) e hipotensao (BALABAN et al.,
2000; KEROUANTON et al., 2007; LAWRYNOWICZ-PACIOREK et al., 2007;
NORMANNO et al., 2005; SANDEL; McKILLIP, 2004; SILVA et al., 2007). Geralmente, os
sintomas cessam entre um a dois dias, mas a doenca pode persistir por 7 a 10 dias (NEMA et
al., 2007).

Complicagdes ou mortes sdo raras, entretanto, quando estas ocorrem envolvem, na
maior parte dos casos, criancas, idosos ou pessoas debilitadas (LAWRYNOWICZ-
PACIOREK et al., 2007, NORMANNO et al., 2005). Estudos tém demonstrado que a
quantidade de enterotoxina requerida para produzir a IAE depende da suscetibilidade
individual a toxina, do peso e do estado geral de satide da pessoa afetada (SORIANO et al.,
2002). Entretanto, ndo existe consenso na literatura sobre a dose infectante de EE capaz de
produzir os sintomas da intoxicagdo alimentar em seres humanos. No geral, estimam-se
valores de enterotoxina entre 0,015 a 0,375 pg.Kg' de massa corpérea (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; MENDONCA, 2004; SILVA; GANDRA, 2004). Por outro lado, outros
estudos apontam para valores em torno de 0,1 pg, variando de acordo com a sensibilidade
individual (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

De acordo com Franco e Landgraf (2005), a quantidade de enterotoxina pré-formada
em produtos alimentares pode variar de 0,5 a 10 pg.100g” de alimento, sendo diretamente
influenciada pela densidade populacional de S. aureus presentes nestes substratos (PEREIRA,
2006). Tem sido reportadas variagdes de densidade populacional de S. aureus capazes de
produzir quantidades de enterotoxinas detectaveis em alimentos (ALARCON, 2007). Alguns
autores colocam que para obtencao de quantidades de EE < 1,0 pg, sdo necessarias contagens
de S. aureus maiores que 10° UFC.g" ou mL"' de alimento (RODRIGUES et al., 2004;
SILVA et al., 2007). Outros trabalhos referem que contagens de 10° UFC.g" de S. aureus sio
capazes de produzir uma dose de toxina < 1,0 pg.Kg' (300-500 ng) em alimentos
contaminados, suficiente para induzir os sintomas da intoxicagdo em humanos (ARAGON-
ALEGRO et al., 2007; FORSYTHE, 2002). Para Jay (2005), a quantidade minima necessaria
de enterotoxinas para causar a doenga seria de aproximadamente 20 ng.

Cunha Neto; Silva e Stamford (2002), afirmam que niveis de 0,01 a 0,4 ng.g” de
alimentos sao suficientes para provocar intoxica¢ao em individuos mais sensiveis. Entretanto,
tem-se demonstrado variacdes nas quantidades minimas necessarias para desencadear os

sintomas da doenca dentre os diferentes tipos de EE presentes em alimentos. Considerando a
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enterotoxina estafilococica tipo A (EEA), por ser relatada como a mais prevalente em surtos
por intoxicagdo alimentar, um estudo demonstrou que a dose minima requerida para causar
doencas em criangas em idade escolar foi de 144 + 50 ng (SORIANO et al., 2002). No
entanto, Normanno et al. (2005) referem que uma dose minima de aproximadamente 100 ng
desta enterotoxina ja seria suficiente para causar sintomas da doenga em humanos

Frente a magnitude da ocorréncia da intoxicacdo estafilocdcica em todo o mundo,
bem como considerando o impacto de tal patologia sobre a saide e bem estar dos
consumidores, torna-se essencial a busca por mecanismos ou procedimentos que conduzam a
uma reducao do seu numero em alimentos, diminui¢ao da velocidade de seu crescimento, ¢/ou
sintese de sua enterotoxinas. Entretanto, o uso dos procedimentos convencionais de controle
do crescimento microbiano em alimentos tem se tornado um tanto complexo, realidade esta
relacionada ao continuo surgimento de novos alimentos no mercado requerendo longa e

estavel vida de prateleira, em soma a necessidade de um alto grau de protecdo contra

microrganismos patogénicos (MARINO et al., 2001; LANCIOTTI et al., 2004).

5.8 Estrutura da célula bacteriana

As principais estruturas da célula bacteriana, que sdo relevantes para esta revisao sao
a parede, a membrana citoplasmdtica e citoplasma revestido por essa membrana.
A pressdao osmotica interna deste citoplasma ¢ bastante elevada, em bactérias Gram positivas
no caso do S. aureus ela pode ser tao elevada chegando a 30 atmosferas, excedendo um tipico
pneu de automovel de 4 atmosferas (SALTON; FBEER, 1965).

A membrana citoplasmdtica tem uma baixa resisténcia mecanica, possui propriedade
especial de permeabilidade e regula a passagem de metabolitos dentro da célula; Contém
também certas enzimas essenciais. O citoplasma, que ¢ um material viscoso, contém todos os
demais componentes necessarios para a vida da célula, incluindo enzimas ndo presentes na
membrana, as reservas de alimentos materiais, estruturas envolvidas na sintese de proteinas e
o material genético responsavel pelas herdaveis caracteristicas da célula (SALTON; FBEER,
1965).

E de se esperar que a parede da célula deva ser de grande resisténcia mecénica a fim
de proteger a membrana citoplasmatica de ruptura sob a influéncia da pressdo osmotica. As
paredes celulares de bactérias contém uma rigida rede macromolecular que inclui um
polimero de N-acetylglucosamine e um peptideo acido, o N-acetylmuramico, também

chamado de chamado mureina. Esta estrutura € o principal componente das paredes celulares
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de bactérias Gram positivas € podem ocorrer nestes organismos como uma macromolécula
conceéntrica de trés reservatorios (SALTON, 1963).

Esta noc¢do ¢ totalmente compativel com o conhecido da maior resisténcia dos
microrganismos Gram positivos para uma ruptura mecanica e para o fato de que o seu
citoplasma ¢ mantido uma consideravel pressdo osmotica em relagdo as células gram
negativas. Membranas bacterianas sdao caracterizadas por um elevado teor lipidico. Estudos
detalhados utilizando técnicas especiais de coloracdo e do exame das secOes delgadas de
bactérias no microscopio eletronico tém sugerido que a parede ¢ um complexo de
multicamadas, estrutura constituida de até trés camadas. Outros componentes incluem
membrana carboidratos e proteinas (SALTON, 1963).

Além de atuar como uma barreira osmotica e controlar a passagem de metabolitos
para dentro e para fora da célula, muitas enzimas demonstraram ser localizadas na membrana.
Assim, o citocromo, pigmento respiratorio, ¢ quase sempre encontrado na superficie
da membrana. Outras enzimas incluem o acido Succinico desidrogenase. (SALTON; FBEER,

1965).

5.9 Mecanismo de acdo de agentes antimicrobianos na célula bacteriana.

5.9.1 Interacao de anti-sépticos com a célula bacteriana

Pode facilmente ser considerada como ocorrendo em duas fases:

(a) A primeira, reagdo com a célula;

(b) Ap6s um dano a estrutura ou estruturas na célula.

Tradicionalmente tem sido utilizadas técnicas fisico-quimicas para estudar os
fendmenos, tais como adsor¢do e mobilidade eletroforética, as quais foram de suma
importancia nas descobertas sobre a relacdo inicial entre drogas e células vivas.

(I) Adsorcao

Durante a primeira década deste século Herzog e Betzel (1911) perceberam a
importancia da adsor¢do em processos de desinfeccdo em seus estudos com padeiros e
leveduras, e, desde entdo, muitos outros estudos tém medido o nivel de utilizacdo das drogas
em células. Estes estudos consistem principalmente da adi¢do de uma suspensao de células a

uma solugdo da droga e no momento adequado remo¢ao de uma amostra, centrifuga para
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remover as cé¢lulas e determinar a quantidade de residuos de droga na célula livre e na solugao
sobrenadante.

Claramente, se as células estdo removendo droga a partir de solugdo, a concentragao
da droga no fluido diminuira. A partir destes dados isotermas de adsor¢do podem ser plotados
e informacdes sobre a taxa de absor¢do e o montante total da captagdo podem ser computados.
Além disso, por um exame de adsor¢ao da isoterma obtida alguma nog¢ao do mecanismo pode
ser inferida. Este aspecto do trabalho foi revisto por Giles et al. (1960).

Informagdes no sitio de adsor¢do podem ser obtidas através do estudo do
processo em diferentes valores de pH, mas deve-se ter em mente que tanto a ionizacao
do desinfectante, bem como locais receptores da superficie celular podem ser afetados por

alteracdes no pH (SALTON, 1967; HUGO; LONGWORTH, 1964).

5.9.2 Modificacdo da permeabilidade celular e extravasamento dos constituintes

celulares

Os fendmenos de hemolise sdo bem conhecidos e tem sido amplamente estudados.
Estes podem ser induzidos por agentes de superficie (SCHULMAN; RIDEAL, 1937) e em
1940, Kuhn e Bielig fez a sugestdo de que componentes fenolicos podiam prejudicar sua
capacidade de dissociar as proteinas conjugadas, podendo agir sobre a membrana da célula
bacteriana, um conjugado de lipoproteinas, e de forma analoga aos danos de hemolise na
medida em que a morte da célula segue. Quatro anos depois, Hotchkiss (1944) demonstrando
que o nitrogénio e o fosforo continha compostos de extravasamento de estafilococos, quando
tratados com clorexidina e antibiotico, um composto de amonio quaternario (QAC). Gale e
Taylor (1947) concluiram que a agdo litica dos compostos antibacterianos que estudaram, que
incluia fenol, foi suficiente para explicar a sua agdo desinfetante.

Mais tarde, Salton (1950, 1951), confirmaram essas observagdes € demonstraram
que a atividade bactericida para um efeito morte de 99,99% estava relacionada a quantidade
de purina ou pirimidina (como medido por material de absor¢do na regido ultravioleta do
espectro de 260 nm) que escapa das células em 5 min. Observagdes semelhantes foram feitas
por Beckett; Patki e Robinson (1958) estes pesquisadores descobriram que com o aumento da
concentragdo da quantidade de material absorvente a 250 nm aumentou de forma constante e
atingiu um valor maximo que foi curto do conjunto total de tal material, ou seja, do material

libertado por rompimento mecanico da célula.
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Hugo e Longworth (1964) estudaram a capacidade da clorexidina de promover a
fuga de material intracelular e encontraram uma concentragdo de fuga interessante difasica
padrdo. Os autores deduzidos da prova de garantia de que enquanto a primeira parte
da curva foi devido ao aumento normal de fuga, com concentracdo, com maiores
concentragdes do conteido protopladsmico ou membrana citoplasmatica, esta se tornou
gradualmente coagulada para que a fuga fosse progressivamente menor. Certamente a
microscopia eletronica de secdes finas de bactérias tomadas depois de tratamentos na dose
adequada, em apoio provaria esta tese (HUGO; LONGWORTH, 1964).

Muitos solventes, incluindo butanol (PETHICA, 1958), etanol (SALTON, 1967) e
tolueno (JACKSON; DE MOSS, 1966), causou a liberagdo de constituintes intracelulares,
enquanto manuten¢do de células em que a temperatura da agua ¢ fervente por 10 minutos
liberou muito mais desse tipo de material fazendo este tipo de tratamento anti-séptico. E
provavel que os solventes e agentes antibacterianos promovam a fuga de acidos nucléicos e
seus componentes purinas, pirimidinas, pentoses e fosforo inorganico, € na deteccao de fato
de todas estas substancias sdo, certamente, usadas para determinar o dano a membrana, mas ¢
improvavel que este seja um processo rapidamente fatal, e realmente ndo ha evidéncia que
este tipo de dano pode as vezes ser reparavel (PULLMAN; REYNOLDS, 1965).

No entanto, o tratamento térmico, provavelmente, liberando material ribosomal.
Jackson e de Moss (1966) produziram evidéncias de que o tratamento com tolueno em E. coli

pode levar a liberacao de ribossomos.
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6 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia dos Alimentos
do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) Campus I, no
Laboratério de Experimentagdo e Analise de Alimentos (Leaal) do Departamento de Nutri¢ao
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE).

6.1 Obtencéo das Cepas de S. aureus

As cepas de S. aureus utilizadas como microrganismos testes foram obtidas da
cole¢do de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Departamento de
Nutrigdo, CCS, UFPB. Estas cepas foram previamente isoladas de amostras de queijo tipo

coalho de acordo com a metodologia descrita por Vanderzant; Splittstoesser (1992).

6.2 Obtencao dos fitoconstituintes

Os fitoconstituintes timol e carvacrol foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda

(Figura 6). As solugdes dos fitoconstituintes foram preparadas em caldo nutriente com agar

bacteriologico (0,15% p/ v) como agente estabilizador (BENNIS et al., 2004).
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Figura 6. Carvacrol e Timol Sigma- Aldrich Brasil Ltda
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6.3 In6culo microbiano

Os inoculos das cepas de S. aureus utilizados nos ensaios antimicrobianos foram
obtidos através da preparacdo de suspensdes de tais cepas em solugdo salina (NaCl a 0,85%
p/v) estéril a partir de culturas overnight cultivadas em agar nutriente inclinado a 37°C. Tais
suspensoes tiveram sua turbidez padronizadas de acordo com a turbidez do tubo 0.5 da escala
McFarland correspondendo & concentragdo de aproximadamente 10® Unidades Formadoras de

Colonia por mL (UFC/mL).

6.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) dos fitoconstituintes

A Concentragdo Inibitéria Minima — CIM dos fitoconstituintes para cada cepa de S.
aureus isolada foi determinada através da técnica de macrodiluicdo em caldo, onde foram
preparados tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo nutriente acrescidos de 0,15% de agar
bacteriologico, suplementados com concentracdes crescentes dos fitoconstituintes, sendo
posteriormente adicionado 1 mL do in6culo das cepas teste. O sistema foi incubado a 35-37 °C
por 24 horas. Ao término do periodo de incubacdo, a mais baixa concentragao (mais alta
dilui¢do) do fitoconstituinte que ndo apresentou crescimento microbiano visivel (turvagdo) foi
considerada como a Concentragdo Inibitéria Minima. Apos esta observagdo, aliquotas de 100
uL dos tubos que ndo apresentaram crescimento microbiano visivel, foram inoculadas em tubos
de ensaio contendo agar Nutriente inclinado, por durante 24-48 horas a 37 °C. A Concentragao
Bactericida Minima - CBM foi considerada como a menor concentracao do fitoconstituinte,
capaz de inibir o crescimento das cepas teste em agar nutriente apos incubagdo de 37 °C por

24-48 horas.

6.5 Interferéncia dos fitoconstituintes sobre a viabilidade de crescimento bacteriano

Os ensaios de interferéncia dos fitoconstituintes sobre a cinética de crescimento
microbiano foram realizados através do método de contagem de células vidveis. Nestes
ensaios foi observada a viabilidade das cepas teste quando expostas a diferentes
concentragdes (CIM/2, CIM, CIM x 2) de cada fitoconstituinte por diferentes intervalos de
tempo (0, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos) a 37 °C. Nos intervalos estabelecidos uma aliquota do

sistema foi incubada em placas de Petri contendo 4gar nutriente por 24 horas a 37 °C. Os
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resultados foram expressos em percentual de reducdo de UFC/mL do indculo microbiano
inicial ao longo dos tempos analisados, bem como em percentual de reducao em relagao aos

valores obtidos no experimento controle onde os fitoconstituintes foram substituidos por dgua

destilada estéril (SAGDIC, 2003).

6.6 Interferéncia dos fitoconstituintes sobre as caracteristicas metabodlicas de S. aureus

Inicialmente, foi realizada uma andalise comprobatdria da capacidade das cepas testes
de crescer em diferentes concentragdes de NaCl, bem como de sua positividade da acdo das
enzimas coagulase e lipase através de metodologia padrao (VANDERZANT;
SPLITSTOESSER, 1992; NOSTRO et al., 2002). Apos esta observagdo, as suspensdes das
cepas bacterianas foram tratadas com solugdes possuindo diferentes concentragdes
subinibitorias de cada fitoconstituinte preparadas com caldo nutriente 0,1% (p/v) por 24 horas
a 37 °C. Ao final de cada intervalo de exposi¢do, foi observada a capacidade em cada cepa de

manter sua capacidade metabdlica/enzimatica de acordo com metodologia descrita por Nostro

et al. (2002) e Carson et al. (2002).

6.7 Interferéncia dos fitoconstituintes sobre o potencial enterotoxigénico de cepas de S.

aureus

Foram incluidas neste ensaio as cepas testes de S. aureus que apresentarem
positividade para producao de enterotoxinas através da utilizagdo do kit SET-RPLA (Oxoid).
Inicialmente, as suspensdes das cepas de S. aureus foram expostas a solugdes contendo
diferentes concentragdes subinibitorias dos fitoconstituintes e, em seguida foram submetidas
ao teste de producdo de enterotoxinas utilizando o kit SET-RPLA de acordo com a

metodologia descrita por Nostro et al. (2002).
6.8 Agentes antimicrobianos
O Acido lactico P.A. (85%-90%) e 4cido acético P.A. (99,7%) foram obtidos a partir

Vetec Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro, Brazil). Solugdes dos acidos junto com o timol e

carvacrol foram analisados em concentragdes que vio de 80 a 0,015 p L.mL™".
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6.9 Preparacéo do caldo carne

Pedagos de carne bovina (coxao mole), foram cortados em tamanhos uniformes (3
cm’) livres de gordura aparente. Em seguida foram cozidos durante 20 minutos a 80 °C com
600 mL de H,Op. Cerca de 500 ml de caldo de carne foi obtido através de filtragem a vacuo
utilizando papel de filtro Whartman n ° 1. O filtrado foi esterilizado, utilizando autoclave por
15 min (121 atm). Depois disso, o caldo foi armazenado em -20 ° C em aliquotas de 50 ml.
Quando necessaria uma aliquota, foram descongelados (5 © C, + 2 ° C) e utilizados para a

analise experimental.

6.10 Avaliacdo do efeito sinérgico em caldo

O estudo da influéncia do efeito sinérgico do timol e carvacrol com acido lactico e
acido acético foi inicialmente realizada através da determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Fracional (FIC). Para isso, foi utilizado o procedimento de macrodiluicdo em caldo nutriente
como descrito anteriormente no item 6.4. O valor de CIF foi calculado como segue: CIF: CIM
do fitoconstituinte em combinagdo com acido organico / CIM do fitoconstituinte isolado.
Efeito sinérgico foi definido como FIC < 0,5; indiferenga como: FIC> 0,5 a 4; e antagonismo
como FIC: >4 (MACKAY; MILNE; GOULD, 2000)

Em seguida para andlise da ocorréncia de enfeito sinérgico entre os antimicrobianos,
através da observada curva de morte microbiana (96 horas), foi considerada ocorréncia de
efeito sinérgico quando observado um aumento da taxa de morte microbiana > 2 ciclos
logaritmicos decorrente da aplicagdo combinada dos antimicrobianos em comparacdo a
reducdo causada pelo fitoconstituinte, ao fim do periodo de exposicdo (GOULD et al., 1991).
Para isso, 5 ml de caldo carne foi inoculado com 1 ml da suspensdo bacteriana (ca 10
cfu.mL™). Depois disso, 4 mL da solucdo desejada do antimicrobiano (fitoconstituinte, acido,
fitoconstituinte + 4acido) foi adicionada ao sistema e agitada suavemente por 30s. O sistema
foi incubado a 37 °C. Em diferentes intervalos de tempo (0, 24, 48, 72 ¢ 96 h), 1 ml da
suspensdo do sistema foi seriadamente diluido (10" — 10) em 4gua peptonada estéril (0,1%
w / v) e inoculado em placas de Petri estéreis contendo Agar nutriente, sendo em seguida
incubados a 37 °C por 24 horas (VILJOEN et al., 2003). Como ensaios controle foram
utilizados sistemas sem adi¢do de antimicrobianos. Apds o periodo de incubacdo, o nimero

médio de coldnias foi contado, sendo os resultados expressos em log de UFC/mL.
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6.11 Aplicagcdo combinada de antimicrobianos em alimento

Pedagos de carne bovina livre de gordura aparente foram cortados (3 cm’) e
acondicionados em frascos Erlenmeyer com tampas, e em seguida submetidos a autoclavagem
(121 ° C por 15 minutos, 121 atm). Depois disso, os pedacos de carne foram inoculados com
uma suspensdo microbiana de acordo com o seguinte procedimento: os pedacos de carne
foram individualmente imersos em 50 mL do indculo bacteriano (10° UFC/mL preparado em
solugdo salina estéril 85%), agitados com bastdo de vidro estéril por 1 minuto com a
finalidade de garantir uma inoculagdo homogénea. Posteriormente, os pedagos de carne foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos e imersos durante 30 segundos (1:4 p / v) em
diferentes solugdes: (1) controle - mergulhados em 4gua destilada estéril; (2) mergulhados em
solugdo contendo a CIM do fitoconstituinte; (3) mergulhados em solu¢ao contendo a CIM do
acido organico; e (4) mergulhados em solugdo contendo a CIM x Y4 do fitoconstituinte + CIM
x 4 do 4cido organico. Os pedacos de carne foram colocados em recipiente de polipropileno
estéreis selados e armazenados sob refrigeracdo (7 ° C, £ 1 ° C). Apos 0, 24, 48, 72 ¢ 96 h de
armazenamento da carne, as amostras foram submetidas a contagem de S. aureus de acordo
com o procedimento descrito por Vanderzant e Spplittstoesser (1992). Os resultados foram
expressos como log do nimero de unidades formadoras de colonias por grama de carne (log
UFC / g de carne).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados sdo expressos como

média dos trés ensaios paralelos.

6.12 Ensaios de atividade enzimética e tolerancia ao sal.

A atividade da lipase foi estimada em Agar Sal Tween - AST, contendo: peptona 10
g/L, 75,0 NaCl g/L; CaCl,H,O 0,10 g/L e 10 g/L de Tween 80, pH 7.2. 100 pL da cultura
bacteriana em overnigth (37 © C) e diluido (01/10 - 04/10) em agua peptonada estéril (0,1 g
/100mL) foram semeados sobre a AST e AST acrescentado da concentragdo subinibitoria de
carvacrol ( AST-C) e timol (AST-T), seguido de incubagdo a 37 ° C por 24 h. Apds o periodo
de incubacao, o numero de coldnias (ufc/mL) que apresenta atividade da lipase positivo em
cada placa AST foram contados e comparados com os de AST-C e as placas AST-T, e os
resultados foram expressos em porcentagem de inibigao.

Para testar a atividade de coagulase, uma aliquota de 100 puL do inéculo foi transferida

para Caldo Infusao Cérebro e Coragao (BHI) (Sigma, Franga), adicionado de concentragdes
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subinibitdérias de timol ou carvacrol e incubadas a 37 © C por 24 h. Apds o periodo de
incubagdo, a atividade de coagulase foi estimada pelo procedimento padrdo, e os resultados
foram expressos em nivel (-, + para ++++) do teste de coagulase em relacdo ao tamanho do
coadgulo formado de plasma.

Experimentos preliminares foram realizados para avaliar a tolerancia a salinidade das
cepas. Para isso, as culturas nao tratadas foram distribuidos em Agar nutriente e NaCl
contendo de 5 a 100 g/L (AN-NacCl), a fim de encontrar a concentracdo de NaCl que inibice a
capacidade formadora de colonia de suspensdes tratadas. As suspensdes de bactérias foram
tratadas em overnight com concentragdes sub-inibitorias de carvacrol e timol (37 © C). Depois
disso, 100 uL das culturas foram diluidas (01/10 - 04/10) em agua peptonada estéril (0,1 g/
100mL) e banhadas em AN-NaCl a 37 © C por 24 h. Baldoes Controle sem os compostos
fenolicos foram testados da mesma forma. Apds o periodo de incubac¢do, o nimero de ufc /mL
de cada placa AN-NaCl foram comparados com aqueles encontrados para o ensaio de
controle, ¢ os resultados foram expressos em porcentagem de células capazes de formar

colonias.

6.13 Producéo de enterotoxinas.

A producdo de enterotoxinas estafilococicas foi estimada por ensaio imunoldgico
processado no VIDAS Staph Enterotoxin II (SET2) Kit (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Franca)
e em aparelho Mini VIDAS - AOAC RI N ° 070404. Para isso, uma alca cheia de uma cultura
overnight cultivadas em AN a 37 ° C foi suspensa em caldo cérebro-coragdo adicionado de
concentragdes subinibitéria dos compostos fenolicos e incubados por 18 h, em condi¢des
estaticas, a 37 ° C. Apo6s o periodo de incubagao, os meios de cultura foram centrifugados (3
000 rpm por 15 min), e uma aliquota do sobrenadante foi levado ¢ submetido a teste de
deteccdo de enterotoxinas de acordo com os procedimentos descritos pelo fabricante. Os
resultados foram expressos em positivo >13 (+) e <13 (-) A producdo de enterotoxina
negativo. Tubos sem os compostos fenolicos foram testados da mesma forma como o ensaio

de controle positivo.

6.14 Ensaio de efluxo de ions potassio

A concentragdo de ions de potassio da suspensdo bacteriana foi medida apods a

exposicao ao carvacrol e timol em 4gua peptonada estéril (0,1 g/100mL) nos tempos de 0, 30,
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60 ¢ 120 min. Em cada intervalo pré-estabelecido, a concentragao de potassio extracelular foi
medida por procedimento fotométrico usando o kit de potassio (Human GmbH, Wiesbaden,
Alemanha). O experimento controle sem adi¢do dos antimicrobianos foram testados da
mesma maneira. Os resultados foram expressos em quantidade de potassio livre extracelular

(mmol/L) no meio de crescimento em cada intervalo de incubacao.

6.15 Langcamento de material genético

A liberagao do material genético de absor¢ao a 260 nm a partir de células de S. aureus
foi realizada em aliquotas de 2 mL do in6culo bacteriano contendo aproximadamente 1,0 x
108 UFC/mL em 4gua peptonada estéril (0,1 g/100mL) adicionados de carvacrol e timol a 37
° C. Nos tempos de 0, 30, 60 e 120 min de tratamento, as células foram centrifugadas a 3500
rpm, e¢ a absorbancia do sobrenadante obtido a 260 nm foi determinada em um
espectrofotometro Biochrom S32/S32 Libra. Baldes Controle sem carvacrol e timol foram
testados da mesma forma. Os resultados foram expressos em porcentagem de material
absorvente a 260 nm em cada intervalo em relagdo a tltima vez.

Todos os ensaios antimicrobianos foram realizados em triplicata e os resultados foram

expressos como a média dos ensaios paralelos.

6.16 Morfologia celular por microscopia eletrénica de varredura

Apds um tratamento overnigth com timol ou carvacrol em caldo BHI a 37 ° C, as
células bacterianas foram pré-fixadas em glutaraldeido 2% por 2 horas a 4 ° C. Fixagao foi
realizada usando uma solugao de tetréxido de 6smio a 2% durante 30 min a 30 ° C. Apos cada
fixagdo das células foram lavadas duas vezes com tampao fosfato (PBS). As células foram
entdo secas em um ponto critico em CO; liquido sob pressao de 95 bar e depois recobertas em
ouro por pulverizagdo catddica (Fine ion revestimento por pulverizagdo catoédica JFC-1100,
JEOL Ltd., Téquio, Japao). Finalmente as células foram examinadas com um microscopio

eletronico de varredura (JEOL JSM-5600LV, PAIS) como descrito anteriormente.

6.17 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se testes de estatistica descritiva

(média e desvio padrao) e inferencial (teste t de Student e teste de Tukey) para determinacao
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de diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos aplicados. Para o tratamento

estatistico utilizou-se o software Sigma Stat. 3.1.
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ABSTRACT

This study assessed the occurrence of an enhancing inhibitory effect of the combined
application of thymol and carvacrol with lactic and acetic acid against Staphylococcus aureus
using the determination of Fractional Inhibitory Concentration (FIC) index and kill-time assay
in meat broth and in a food model (meat). Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
carvacrol and thymol were 1.25 and 0.6 pL/mL, respectively. FIC indices of the combined
application of the phenolic constituents and organic acids were 0.5 suggesting a synergic
interaction. No difference (p>0.05) was found among the bacterial counts for the meat broth
added of the phenolics alone or in combination with lactic acid at sub-inhibitory
concentrations. Contrarily, the bacterial counts found for the meat broth added of the
phenolics alone were significantly lower (p>0.05) than the counts obtained for the broth
added of the combination of phenolics and acetic acid. No difference (p>0.05) was found
among the bacterial counts for the meat model added of phytochemicals alone and in
combination with the organic acids. The tested antimicrobials alone or in mixture provided
smaller antistaphylococcal effect in meat broth than in meat model. These results could arise
as an interesting approach for the improvement of food preservation using more natural

procedures, considering the current demand of consumer and sensory quality of foods.

Key-words: Phenolic compounds, Organic acids, Antimicrobial synergy, Food model
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1. Introduction

Staphylococcus aureus is a common pathogen associated with serious community and
hospital acquired diseases and has long been considered a major problem of Public Health
(Pesavento et al., 2007). S. aureus secretes two types of toxin with super-antigen activity,
staphylococcal enterotoxins (SEs) and toxic shock syndrome toxin (TSST-1). SEs form a
family of major serological types of heat-stable enterotoxins that cause vomiting and
diarrhoea when ingested and are responsible for staphylococcal food poisoning (Nostro et al.,
2002). Twenty different types of SEs, i.e., SEA-SEE, SEG-SER, and SEU have already been
discovered, however SEA-SEE are the most common enterotoxins involved in staphylococcal
food poisoning (Jergensen et al., 2005).

Since staphylococcal foodborne intoxication is established as one of the most common
bacterial food-borne diseases causing problems in the food sector in many countries,
strategies to control S. aureus in foods are of particular interest. Meat and meat products are
regarded as one of the leading vehicles for transmission of S. aureus (Blaiotta et al., 2004). Et
al., 2004). Despite this, a number of outbreaks have been attributed to contaminated meat
products (de Boer et al., 2009; Chiang et al., 2008).

The disturbing of staphylococcal intoxication worldwide, coupled with the resultant
social and economic implications, suggests a striving to produce safer food and develop new
antimicrobial agents. Concern over the negative consumer perception to chemical
preservatives has provoked researchers to investigate the antimicrobial efficacy of more
natural compounds against food-related pathogenic microorganisms (Nostro et al., 2002;
Smith-Palmer et al., 2001; Gutierrez et al., 2009).

The essential oil from oregano (Nostro et al., 2004; Souza et al., 2006) and its main
constituents, the phenolics thymol and carvacrol (Juven et al., 1994; Del Nobile et al., 2009)
have been found to antagonize some food-related bacteria. When added to synthetic media
essential oils and constituents were more effective against bacteria in vitro that when added to
food systems. This reduction in efficacy might represent a limitation to the use of these
substances as antimicrobial agents in foods, since the addition of high concentrations is likely
to impart a certain flavor to foods (Naveena et al., 2006).

Foods generally associated with herbs, spices or seasonings would be the least affected
by this phenomenon and information on the flavor impact of oregano essential oil and its
major constituents in meat and fish supports this (Burt, 2004). Although previous have

proposed that whole essential oils have a greater antibacterial activity than the major



83

components, the combination of them with other compounds possessing some antimicrobial
effect can achieve an enhanced efficacy. The addition of small amounts of other natural
preservatives may be a way to provide the balance between sensory acceptability and
antimicrobial efficacy (Dimirtievi¢ et al., 2007).

Weak organic acids are either naturally present as constituents of the food, produced in
different fermented foods by desirable foodgrade starter cultures, or added to the products
through the food formulation. Lactic acid lacks in acute and chronic toxicity, which has lead
to its widespread employment as a food preservative and decontamination agent (Gongalves
et al., 2005). Acetic acid is usually used as vinegar (4%) or as salts of sodium and calcium at
25% higher levels in pickles, salads, dressings, and sauces (Gongalves et al., 2005).

Although, some researchers have found antimicrobial activity in thymol and carvacrol,
there is a lack of information about their antimicrobial effect when applied in combination
with other antimicrobial compounds. This study was undertaken to investigate the occurrence
of enhancing anti-staphylococcal effect on the base of FIC index and kill-time assay between
the phenolics thymol and carvacrol and organic acids in food-based broth and in a food
model. To our knowledge, the effect of the combined application of phenolic compounds and
organic acids at sub-inhibitory concentrations against some food-related pathogen has not

been reported to date.

2. Material and methods

2.1 Antimicrobial agents

Acetic acid P.A. (85-90%) and lactic acid (85-90%) were obtained from Vetec
Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro, Brazil). Thymol and carvacrol were supplied by Sigma
Adrich (Sigma, France). Solutions of the acids were prepared in distilled water. Solutions of
thymol and carvacrol were prepared in nutrient broth using bacteriological agar (0.15 g/100

mL) as stabilizing agent (Bennis et al., 2004).
2.2 Bacterial strains

S. aureus QCD, S. aureus QCE and S. aureus QCF obtained from the Microorganism
Collection, Laboratory of Food Microbiology, Health Sciences Center, Federal University of
Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil were used as test microorganisms. These strains were isolated

from different unripened cheese samples by the standard procedures (Bennett et al., 1986;
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AOAC, 1995). Stock cultures were kept on nutrient agar (Sigma, France) slants under
refrigeration.

Inocula used in antimicrobial assays were obtained from overnight cultures grown on
nutrient agar slants at 37 °C. A loopfull of the culture was diluted in sterile saline solution
(0.85 g/100 mL) to have a final concentration of approximately 10® colony forming unit per

mL (cfu/mL) adjusted according to the turbidity of 0.5 McFarland standard tube.

2.3 Preparation of meat broth

Bovine meat steaks were trimmed for all external fat and cut in pieces of uniform sizes
(3%3x3 cm). Meat pieces were boiled at 80 °C for 20 min. About 500 mL of meat broth were
obtained and vacuum filtered using Whatman no. 1 filter paper. The filtrate was sterilized
using an autoclave for 15 min (121 atm). The broth was cooled at room temperature and used

in experimental assays.

2.4 Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal

Concentration (MBC)

In early study lactic and acetic acid showed MIC value of 0.6 and 2.5 pL/mL,
respectively, toward the tested strains (Souza et al., 2009). MIC and MBC values of thymol
and carvacrol were determined using the macrodilution in broth procedure. 5 mL of double
strength nutrient broth was inoculated with 1 mL of the bacterial inocula. After that, 4 mL of
the phytochemical solutions at concentrations ranging of 320 to 0.015 pL/mL was added and
followed by shaking for 30 s. The system was incubated for 24 h at 37 °C without shaking.
MIC was defined as the lowest concentration of the phytochemical required to prevent visible
bacterial growth. An aliquot (100 pL) of the tubes with no visible bacterial growth was
subcultured on sterile nutrient agar Petri dishes at 37 °C for 48 h to determine if the inhibition
was reversible or permanent. MBC was defined as the lowest concentration at which no
growth was noted on the agar. Control flasks without the phytochemicals were tested in the

same way.
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2.5 Synergy assays

The assays of synergy of thymol and carvacrol with lactic and acetic acid were carried
out by determining Fractional Inhibitory Concentration (FIC) in nutrient broth using the
macrodilution method. FIC was calculated as follow: MIC of the phytochemical in
combination with organic acid/MIC of the phytochemical alone. Phenolic compounds and
organic acids were combined at MIC+ MIC; MIC+)2 MIC; MIC+V4 MIC; Y2 MIC+Y2 MIC; Ya
MIC+Y MIC; and 2 MIC+Y MIC. Synergy was FIC<0.5; addition was FIC>0.5 to 4; and

antagonism was FIC>4 (Gutierrez et al., 2008).

2.6 Kill-time assays

The effect of the antimicrobials alone (MIC) and in combination (¥4 MIC+% MIC) on
the cell viability of S. aureus over 96-h was evaluated by the viable cell count procedure. For
this, 5 mL of meat broth was inoculated with 1 mL of the bacterial inocula and 5 mL of the
antimicrobial solution (final concentration of MIC or 4 MIC) were added to the system and
gently shaken for 30 s. The system was incubated at 37 °C. At different time intervals (0, 24,
48, 72 and 96 h), 1 mL of the suspension was serially diluted (107'=107°) in sterile peptone
water (0.1 g/100 mL) and inoculated on nutrient agar Petri dishes for 24 h at 37 °C (Viljoen et
al., 2003). Control flasks with no phytochemical or organic acid were tested in the same way.
The mean number of colonies was counted and compared with that found in the control assay.

The results were expressed in log of cfu/mL.

2.7 Meat model

Bovine meat steaks were trimmed for all external fat and cut in pieces of uniform sizes
(3x3x3 cm). The meat pieces were put in glass flasks and sterilized using an autoclave (121
°C for 15 min, 121 atm). After that, meat pieces were inoculated with a staphylococcal
suspension as follows: the pieces were individually submergedin 50 mL of the bacterial
inoculum (S. aureus QCE containing approximately 10’ cfu/mL, prepared in sterile 0.85
g/100 mL saline solution), rotated with sterile glass stick for 1 min to ensure even inoculation,
air dried for 30 min in a bio-safety cabinet before washing with the antimicrobials. The pieces
were randomly divided into nine groups and immersed for 30 s (1:4 w/v) as follows: (1)
control —dipped in sterile distilled water; (2) dipped in thymol MIC solution; (3) dipped in
carvacrol MIC solution; (4) dipped in lactic acid MIC solution; (5) dipped in acetic lactic MIC
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solution; (6) dipped in thymol solution (74 MIC)+lactic acid solution (¥4 MIC); (7) dipped in
thymol solution (%4 MIC)+acetic acid solution (4 MIC); (8) dipped in carvacrol solution (%4
MIC)+lactic acid solution (Y4 MIC); (9) dipped in carvacrol solution (¥4 MIC)+acetic acid
solution (¥4 MIC). The pieces were put in sterile sealed polypropylene cups and stored under
refrigeration (7 °C, +1 °C). At 0, 24, 48, 72 and 96 h of storage the meat samples were
submitted to count of S. aureus according to procedure described by AOAC (1995). The
results were described in log of cfu per gram of meat (log cfu/g of meat). All antimicrobial
assays were carried out in triplicate and the results are expressed as an average of the three

parallel assays.

2.7 Statistical analysis

Statistical analysis was performed to determine significant differences (p<0.05) by
ANOVA followed by Tukey test in the bacteria kill time assays (Barros et al., 2009; Souza et

al., 2009). For this Sigma stat 3.1 computer program was used.

RESULTS AND DISCUSSION

Thymol and carvacrol showed MIC of 0.6 and 1.25 uL/mL, respectively, toward all
test strains. MBC were two-fold higher than the corresponding MIC. Findings of this study
support the observations of other researchers about the efficacy of thymol and carvacrol in
inhibiting the growth of food-related pathogens (Kim et al., 1995; Cosentino et al., 1999).
Earlier studies found MIC of carvacrol and thymol against S. aureus in a range of 0.17-0.45
and 0.14-0.22 pL/mL, respectively (Cosentino et al., 1999; Lambert et al., 2001).

Antimicrobial compounds, used as preservatives in foods, often impart some flavor to
products. Therefore, researchers have searched for optimized combinations of substances to
reach antimicrobial efficacy at sufficient low concentration so as not to adversely affect the
organoleptic acceptability of foods (Gutierrez et al., 2009). FIC indexes for the combined
application of carvacrol and thymol with lactic and acetic acid on S. aureus strains are shown

in Table 1.
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Table 1. FIC indexes of the combined action of carvacrol and thymol with acetic and lactic
acid to S. aureus strains.

Strains Carvacrol Thymol

Carvacrol + LA Carvacrol + AA Thymol + LA Thymol + AA

S.aureusQCD 0.5 0.5 0.5 0.5
S.aureus QCE 0.5 0.5 0.5 0.5
S.aureus QCF 0.5 0.5 0.5 0.5

LA: lactic acid. AA: acetic acid.

FIC indices were 0.5 for all strains suggesting a synergic interaction of the assayed
antimicrobials. At theory, synergy is found when the effect of the combined compounds is
greater than the sum of the individual effects. Test strains presented capability to grow at sub-
inhibitory concentrations (2 MIC and 4 MIC) of all antimicrobials when applied alone.(data
not showed).

Gutierrez et al. (2008) assessed the occurrence of synergy of some essential oils against
Listeria monocytogenes and Pseudomons aeruginosa in synthetic media by the FIC index
assay. The authors found no synergistic effect for the combination of the essential oils,
although an additive effect of the combination of thyme and marjoram (0.5<FIC<1.0) has
been noted. Gutierrez et al. (2009) found an additive effect of the interaction of oregano and
thyme essential oils against Enterobacter cloacae, Listeria innocua and Pseudomonas
fluorescens in lettuce leaf model media. These essential oils possess high percentage of
carvacrol and thymol.

Previous studies has noted successful applications of essential oil compounds in
combination with other classical or emerging preservative methods, in order to reduce or
control the presence of food-borne pathogen and spoilage microorganisms in/on foods
(Mahmoud et al., 2006; Ahn et al., 2007). A number of potential synergists have been
suggested for use as essential oils and/or their components, as nisin (Periago and Moezelaar,
2001), sodium nitrite (Tassou et al., 1995), NaCl (Wendakoon and Sakaguchi, 1995), mild
heat treatment (Karatzas et al., 2000) and pulsed-electric-field (Pol and Smid, 1999).

It is reported that the application of natural compounds for controlling food-related
microorganisms demands the evaluation of efficacy with food model media and food products
since the food components may reduce their antimicrobial effect (Gutierrez et al., 2008).
Authors have purposed that results obtained in food model media (e.g. meat broth, vegetables

broth, milk broth) may be more useful prior to further application in/on food matrices, rather
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than those obtained in laboratorial media. Gutierrez et al. (2009) state that these food-based
liquid models would also reflect the nutrient availability and composition of foods optimizing
the final application of these compounds.

Kill-time of S. aureus QCE when exposed to phenolic compounds and organic acids

alone and in combination in meat broth is given in Fig. 1.
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Fig. 1. Survivors curves for S. aureus QCE in meat broth at 37 °C as a function of
antimicrobial concentration: A — (m): control (0 pL/mL); (0): carvacrol (MIC: 1.25 pL/mL);
(A): lactic acid (MIC: 2.5 uLL/mL; (0): carvacrol (¥4 MIC: 0.03 pL/mL)+lactic acid (4 MIC:
0.62 pL/mL); B — (m): control (0 uL/mL); (0): carvacrol (MIC: 1.25 pL/mL); (A): acetic acid
(MIC: 0.6 pL/mL); (®): carvacrol (¥4 MIC: 0.03 pL/mL)+acetic acid (4 MIC: 0.15 pL/mL); C
— (m): control (0 uL/mL); (1J): thymol (MIC: 0.6 pL/mL); (A ): lactic acid (MIC: 2.5 pL/mL;

(¢): thymol (Y4 MIC: 0.15 pL/mL)+lactic acid (4 MIC: 0.62 uL/mL); D— (m): control (0
pL/mL); (U): thymol (MIC: 0.6 uL/mL); (A): acetic acid (MIC: 0.6 pL/mL; (#): thymol (%4
MIC: 0.15 pL/mL)+acetic acid (2 MIC: 0.15 pL/mL).

Addition of carvacrol (1.25 pL/mL) and thymol (0.6 pL/mL) to the broth caused a
sharp drop in the bacterial count after 24 h and values under two log cycles were maintained
in the remainder evaluated times. MIC of lactic acid (2.5 pL/mL) proved more effective
against S. aureus in meat broth than acetic acid (0.6 uL/mL). Lactic acid caused a linear
decrease of bacterial count until 72 h, and values below two log cycles were maintained after

96 h. Combination of thymol and carvacrol with organic acids at sub-inhibitory
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concentrations provided a reduction over two log cycles in initial bacterial inocula after 24 h.
No significant difference (p>0.05) was found among the bacterial counts for the meat broth
added of the phenolics alone or in combination with lactic acid. The bacterial counts found for
the meat broth added of the phenolics alone were significantly lower (p>0.05) than the counts
obtained for the broth added of the mixture of phenolics and acetic acid at sub-inhibitory
concentrations.

Results of kill-time of S. aureus QCE when exposed to phenolic compounds and

organic acids alone and in combination in a meat model are given in Fig. 2.
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Fig. 2. Survivors curves for S. aureus QCE in meat at 7 °C as a function of antimicrobial
concentration: A — (m): control (0 pL/mL); (0): carvacrol (MIC: 1.25 puL/mL); (A): lactic
acid (MIC: 2.5 pL/mL; (0): carvacrol (*4aMIC: 0.03 pL/mL)+lactic acid (*4MIC: 0.62 uL/mL);
B — (m): control (0 pL/mL); (0): carvacrol (MIC: 1.25 pL/mL); (A): acetic acid (MIC: 0.6
uL/mL); (e): carvacrol (Y4 MIC: 0.03 puL/mL)+acetic acid (%4 MIC: 0.15 pL/mL); C — (m):

control (0 pL/mL); (OJ): thymol (MIC: 0.6 uL/mL); (A): lactic acid (MIC: 2.5 uL/mL; (©):
thymol (Y4 MIC: 0.15 pL/mL)+lactic acid (*4MIC: 0.62 pL/mL); D—(m): control (0 pL/mL);
(0): thymol (MIC: 0.6 uL/mL); (A): acetic acid (MIC: 0.6 pL/mL; (¢): thymol (4 MIC: 0.15
pL/mL)+acetic acid (%4 MIC: 0.15 pL/mL).

The combination of thymol and carvacrol with acetic acid reduced the initial inocula

to four log cycles after 24 and 48 h, respectively, although a slight recovering in the count
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occurred over the remainder times. The application of antimicrobials alone or in mixtures in
meat caused significant decrease (p<0.05) in microbial count over the evaluated intervals in
comparison to the control assay. Moreover, no difference (p<0.05) was found for the counts
found in meat treated with the antimicrobial alone or in mixture.

In general, anti-staphylococcal effect of all treatments was smaller in meat when
compared to its addition in meat broth. These results could suggest a difficulty of the
antimicrobials to disperse into the food model, since it could impair the contact of
antimicrobials with target microorganisms. Solubility problems of apolar antibacterial
constituents (e.g. thymol and carvacrol) are supposed to have some important limiting effect
on their performance in food systems (Canilac and Mourey, 2001). The lower antimicrobial
effect of phenolic compounds when applied in food models, might be explained in terms of
solubility and phase distribution parameters. Thymol and carvacrol are much more soluble in
the other constituents of foods than in aqueous phase, where the bacterial proliferation takes
place (Burt, 2004).

The presence of nitrogenous compounds and fat in meat products could negatively
influence the antimicrobial activity of phenolic
constituents. Reactions of thymol (and/or carvacrol) and amino acid and proteins might
explain its reduced antimicrobial activity in
protein rich foods. Complexation takes place by hydrogen bonds between phenolics groups
and peptide link, and by hydrophobic
interaction (Spencer et al., 1988). However, phenolics—protein complexation depends
particularly on the characteristics of the protein, partly on pH and partly on the characteristic
of the phenolic molecule, such as the molecular size, comformational flexibility and water
solubility (Juven et al., 1994).

It is difficult to understand the exact mechanism for the establishment of the
enhancing antimicrobial effect caused by the combined application of carvacrol and thymol
with organic acids. Research studies on the antibacterial mechanism of phenolic
compounds have found damage to cellular membrane changing their structure and function
(Dimirtievi¢ et al., 2007). Lin et al. (2004) suggest that the damage to the cell membrane
might explain the synergic effects, since phenolics as carvacrol and thymol could cause
sublethal injury to the bacterial cell membrane causing it to become more susceptible to acid
environments. Moreover, at low pH the molecules of thymol and carvacrol are mostly

dissociated, more hydrophobic, and bind better to hydrophobic regions of the membrane
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proteins resulting in better partition into the lipid phase of the bacterial membrane (Juven et
al., 1994).

The results presented in this study showed a synergic effect of phenolic compounds
and organic acids on the base of FIC index. The combination of the assayed antimicrobials at
sub-inhibitory concentrations caused an interesting decrease of S. aureus counts in meat
broth and in the meat model. Still, these results could arise as an interesting approach for the
improvement of food preservation using
more natural procedures, considering the current demand of consumers and the sensory

quality of foods.
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Abstract

This study evaluated the influence of the phenolics carvacrol and thymol on some
physiological characteristics and modulation of secretion of the staphylococcal virulence
factors, coagulase and enterotoxin. It was also, to study possible mechanisms for the
establishment of the anti-staphylococcal activity of these compounds. Subinhibitory
concentrations (0.3 and 0.15 pL mL™) of carvacrol and thymol strongly inhibited the activity
of the enzymes coagulase and lipase, in addition to cause a significant loss of salt tolerance.
The suppression of enterotoxins production occurred totally in the both tested phenolics
subinhibitory concentrations. Loss of 260-nm-absorbing material and potassium ions
occurred immediately after addition of carvacrol and thymol at 0.6 and 1.2 mL™. Electron
microscopy of carvacrol- and thymol-treated cells revealed the formation of roles in the cell
surfaces and loss of cytoplasm material.

Keywords: phenolics, physiological suppression, staphylococcal enterotoxins, virulence.
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1. Introduction

Staphylococcus aureus is a common pathogen associated with serious community and
nosocomial infections and known as major cause of food-poisoning by the production of
enterotoxins when grown in foods [1]. The occurrence of the intoxication caused by S.
aureus depends on the capability of the strain to survive, multiply under a variety of
conditions and produce extracellular compounds [2]. Haemolysins, nuclease, coagulase,
lipase and staphylococcal enterotoxins are among the extracellular toxins and enzymes
produced by S. aureus.

Staphylococcal enterotoxins (SEs) comprise a group of heat stable and serologically
different proteins. Twenty different types of SEs, i.e., SEA-SEE, SEG-SER, and SEU have
already been discovered, however SEA-SEE are the most common enterotoxins involved in
staphylococcal food poisoning [3].

Since staphylococcal foodborne intoxication represents a public health problem
worldwide, the development of strategies to control the survival and growth of S. aureus in
foods are of great interest [4]. Particularly, the increased demand for safe and natural foods
has provoked researchers to investigate the antimicrobial efficacy of many natural
compounds against some food-related pathogen microorganisms [5]. The current trend about
the negative consumer perception to chemical preservatives prompts a particular increased
interest in the use of essential oils as antimicrobial compounds to be applied in food
conservation [6, 7].

The essential oil from oregano has been found to antagonize several food-related
bacteria [8, 9]. Early study on the antimicrobial property of oregano essential oil found that
this oil strongly inhibited the growth and some metabolic characteristics of food-isolated S.
aureus strains, including the activity of coagulase, lipase and salt tolerance [4]. Some
researchers have reported high content of phenolics compounds in oregano essential oil,
mostly carvacrol and thymol, which are probably the responsible for its prominent
antimicrobial effect [10, 11].

Although, previous researchers have found antimicrobial activity in carvacrol and
thymol toward food-related microorganisms [12, 13], there is a lack of information about
their efficacy in inhibiting physiological characteristics of S. aureus, including some
attributes of virulence. The aim of this study was to verify if subinhibitory concentrations of
the purified phenolic major components of oregano essential oil, carvacrol and thymol, exerts

influence on some physiological characteristics of S. aureus strains isolated from foods,
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including enterotoxins production. It was also, to study possible mechanisms for the

establishment of the anti-staphylococcal activity of these compounds.

2. Material and Methods

2.1 Test organisms

S. aureus QCD, S. aureus QCE and S. aureus QCF obtained from the Microorganism
Collection, Laboratory of Food Microbiology, Health Sciences Center, Federal University of
Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil were used as test microorganisms. These strains were isolated
from different unripened cheese samples by the standard procedures [14, 15]. Stock cultures
were kept on Nutrient Agar — NA (Sigma, France) slants under refrigeration.

Inocula used in the assays were obtained from overnight cultures grown on NA slants at 37
°C. A loopfull of the culture was diluted in sterile saline solution (0.85 g 100mL™) to have a
final concentration of approximately 10 colony forming unity per mL (cfu mL™) adjusted

according to the turbidity of 0.5 McFarland standard tube.

2.2 Phenolics

The phenolics carvacrol and thymol were supplied by Sigma Aldrich (Sigma, France).
Stock solutions were prepared in Nutrient Broth - NB (Sigma, France) using bacteriological
agar (0.15 g 100mL™") as stabilizing agent [16]. Previous assays found values of Minimum
Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal Concentration of 0.6 and 1.2 L mL™,
respectively, for both carvacrol and thymol toward the test strains included in this study (not

published data).

2.3 Assays of enzymatic activity and salt tolerance

The activity of lipase was estimated on Agar Salty Tween - AST [17] containing: (g
L") peptone 10.0; NaCl 75.0; CaCl,H,0 0.10; Tween 80 10; pH 7.2. 100 pL of the bacterial
cultures grown overnight in NB (37 °C) and diluted (107" - 10™) in sterile peptone water (0.1
g 100mL™") were plated onto the AST and AST added of subinhibitory concentrations of
carvacrol (AST-C) or thymol (AST-T) followed for incubation at 37 °C for 24 h. After the

period of incubation, the numbers of colonies (cfu mL™) presenting positive lipase activity on
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each AST plate were counted and compared to those on AST-C and AST-T plates, and the
results were expressed as a percentage of inhibition.

For testing the activity of coagulase, a 100 pL aliquot of the inocula was transferred
to Brain Heart Infusion (Sigma, France) broth added of subinhibitory concentrations of
carvacrol or thymol and incubated at 37 °C for 24 h. After the incubation period, the activity
of coagulase was estimated by the standard procedures [15], and the results were expressed
in level (-; + to ++++) of the coagulase test regarding the size of the formed plasma clot.

Preliminary experiments were performed for evaluating the salt tolerance of the
strains. For this, untreated cultures were spread-plated onto sterile NA and NA containing
NaCl at 5 to 100 g L' (NA-NaCl) in order to find concentration of NaCl that modestly
inhibited the colony-forming ability of treated suspensions. Suspensions of bacteria were
overnight treated with sub-inhibitory concentrations of carvacrol or thymol in NB (37 °C).
After that, 100 pL of the cultures were diluted (10™ - 10™) in sterile peptone water (0.1 g
100mL™") and plated onto NA-NaCl at 37 °C for 24 h [18]. Control flasks without phenolics
were tested in the same way. After the period of incubation, the numbers of c¢fu mL™ of each
NA-NaCl plate were compared to those found for the control assay, and the results were
expressed as a percentage of cells able to form colonies.

2.4 Assay of enterotoxins production

The production of staphylococcal enterotoxins was estimated by immunological assay
suing the VIDAS Staph Enterotoxin II (SET2) Kit (BioM¢érieux, Marcy L’¢toile, France) and
the Mini VIDAS apparatus - AOAC RI N° 070404. For this, a loopfull of an overnight
culture grown in NB at 37 °C was suspended in Brain Heart Infusion broth added of
subinhibitory concentrations of the phenolics and incubated for 18 h under static conditions
at 37 °C. After the incubation period, the growth media was centrifuged (3 000 rpm per 15
min), and an aliquot of the supernatant was taken and submitted to enterotoxins detection test
according to the procedures described by the manufacturer. Results were expressed in
positive (+) and (-) negative enterotoxin production. Tubes without the phenolics were tested

in the same way as positive control assay.
2.5 Assay of potassium ions efflux
The potassium ions concentration in bacterial suspension was measured after

exposure to carvacrol and thymol in sterile peptone water (0.1 g 100mL™) for 0, 30, 60 and

120 min. At each pre-established intervals, the extracellular potassium concentration was
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measured by a photometric procedure using the kit Potassium (Human GmbH, Wiesbaden,
Germany). Control flasks without antimicrobials were tested in the same way. Results were
expressed in amount of extracellular free potassium (mmol L") in the growth media in each

interval of incubation.

2.6 Release of cellular material

The release of cellular material absorbing at 260 nm from S. aureus cells was carried
out in aliquots of 2 mL of the bacterial inocula containing approximately 1.0 x 10® cfu mL™
in sterile peptone water (0.1 g 100mL™") added of carvacrol and thymol at 37 °C. At 0, 30, 60
and 120 min of treatment, cells were centrifuged at 3500 rpm, and the absorbance of the
obtained supernatant at 260 nm was determined in a Biochrom Libra S32/S32
spectrophotometer [18]. Control flasks without carvacrol and thymol were tested in the same
way. Results were expressed in percent of material absorbing at 260 nm in each interval in
respect of the last time.

All antimicrobial assays were carried out in triplicate and the results were expressed as

average of the parallel assays.

2.7 Cell morphology by scanning electronic microscopy

After an overnight treatment with carvacrol or thymol in BHI broth at 37 °C, the
bacterial cells were pre-fixed with 2 % glutaraldehyde for 2 h at 4 °C. Postfixation was
carried out using a 2 % osmium tetroxide solution during 30 min at 30 °C. After each fixation
the cells were washed twice with PBS. The cells were then dried at a critical point in liquid
CO; under 95 bar pressure and after that gold covered by cathodic spraying (Fine coat ion
sputter JFC-1100, JEOL Ltd., Tokyo, Japan). Finally the cells were examined with a
scanning electron microscope (JEOL JSM-5600LV, PAIS) as previously described [16].

3. Results

3.1 Enzymatic activity

Proportion of S. aureus cells presenting lipase negative activity colonies after

exposure to sub-inhibitory concentrations of carvacrol or thymol was monitored (Table 1).
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Table 1 - Proportion of S. aureus cells presenting lipase negative activity colonies onto Salty Tween

agar (STA) and Salty Tween agar added of carvacrol or thymol at sub-inhibitory concentrations.

AST-C AST-T
Strains AST
03pLmL"  0.15uL mL™ 03pmL"  0.15pL mL™’
S. aureus QCD 0%* 50% 48 % 50 % 49 %
S. aureus QCE 0%* 51% 49 % 52 % 50 %
S. aureus QCF 0%* 51% 49 % 51% 49 %

AST-C: Agar Salt-Tween added of carvacrol
AST-T: Agar Salt-Tween added of thymol

* All colonies grown in AST showed lipase positive activity

Incubation of the cultures with sub-inhibitory concentrations of both compounds
revealed strong inhibition of the lipase activity. Carvacrol and thymol at 0.3 and 0.15 pL mL"
provided an inhibition of lipase activity over 50 % in all test strains.

The effect of carvacrol and thymol on the coagulase activity of S. aureus cells is

shown in Table 2.

Table 2 - Effect of sub-inhibitory concentrations of carvacrol and thymol on coagulase activity in S.

aureus strains.

Carvacrol Thymol
Strains Control

0.3uL mL™" 0.15uL mL™ 03umL"  0.15uL mL"
S. aureus QCD SR - ++ - —+
S. aureus QCE A==HE - o - et
S. aureus QCF H=EE = e ; ++

AST-C: Agar Salt-Tween added of carvacrol
AST-T: Agar Salt-Tween added of thymol

The phenolics at 0.3 L mL™" caused large reduction in coagulase activity, where no
clot was formed after incubation of the cultures in the presence of rabbit plasma. When
carvacrol or thymol were added to the growth medium at 0.15 uL mL™ a smaller reducing
effect was noted in cells, which revealed levels ++ (level 2) or +++ (level 3) of coagulase

activity.
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3.2 Salt tolerance
The growth of S. aureus cells exposed to carvacrol or thymol in salt-added agar was
assessed in order to verify the influence of these compounds on the bacterial salt tolerance

(Table 3).

Table 3 - Proportion of S. aureus cells able to form colonies on NA supplemented with 75 g NaCl L™
(NA-NaCl) after exposure to carvacrol or thymol at sub-inhibitory concentrations.

AST-C AST-T
Strains Control

0.3uL mL™ 0.15pL mL" 03pmL"  0.15uL mL"
S. aureus QCD 100 % 0 % 12 % 0 % 10 %
S. aureus QCE 100 % 0% 8 % 0% 11 %
S. aureus QCF 100 % 0 % 9 % 0 % 16 %

AST-C: Agar Salt-Tween added of carvacrol
AST-T: Agar Salt-Tween added of thymol

The addition of subinhibitory concentrations of the phytochemicals clearly reduced the
colony-forming ability of the treated cells in the selective medium. Treatment with carvacrol
and thymol at 0.3 uL mL"' suppressed totally the capability of the cells to form colonies on
NA-NaCl. At the lower concentration (0.15 uL mL™) the phenolics also caused a reduction in

the capability to form colonies on NA-NaCl, however in a lesser extent (8 — 16 %).

3.3 Enterotoxin production
The influence of carvacrol and thymol at subinhibitory concentrations on the

enterotoxin production by S. aureus QCF was evaluated (Table 4).

Table 4 - Effect of carvacrol and thymol at subinhibitory concentrations on the enterotoxin production
by S. aureus QCF.

Compound added (uL mL™) Enterotoxin production

Control (none) +
Thymol

0.3* -
0.15° -
Carvacrol

0.3* -
0.15° -

. MIC x %; % MIC x Y4
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Early assays showed that S. aureus QCF presented highlighted capability to produce
enterotoxins in comparison to other strains included in this study. Cultures that grew in the
presence of the phytochemicals in both tested concentrations revealed a total inhibition of
enterotoxins production.

3.4 Loss of 260-nm-absorbing material and release of potassium ions

In attempt to elucidate the cause of the anti-staphylococcal effect the loss of 260-nm-
absorbing material (table 5) and release of potassium ions of cells treated with carvacrol and

thymol at 0.3 and 0.6 pL mL"' was evaluated (Figure 1).

Table 5 - Rate of 260nm absorbing material release from S. aureus QCF treated by carvacrol or
thymol.

Carvacrol Thymol

Time (mln) 0.3 ].lL l’IlL_l A260 0.6 ]J,L I'l’]ll_l AZ()O 0.3 ].lL l’IlL_l A260 0.6 ]J,L I'l’]ll_l AZ()O

(%) (%) (%) (%)
0 66.01 93.48 36.87 40.67
30 88.71 98.49 61.11 57.09
60 89.30 100 66.56 69.45
120 100 100 100 100

. 1"/‘ﬁ//"//f,JJA)
4 e
e
—

Patassium mmal L™
o
.

0 30 &0 120
Tirnes (rmin)

Figure 1 — Leakage of potassium ions from S. aureus QCF induced by exposure to carvacrol
and thymol along 120 min at 37 °C (o: control, 0 pL mL™; +: thymol, 0.6 uL mL™'; A:
thymol, 0.12 uL mL™; o: carvacrol, 0.6 uL mL™"; m: 0.12 uL mL™).

The DOy¢onm of the filtrates of S. aureus QCF cells exposed to carvacrol and thymol

showed increasing values along the evaluated times. The efflux of potassium ions from S.
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aureus cells occurred immediately after the addition of the phenolics and followed a steady
loss along the evaluated intervals. Carvacrol provided higher loss of 260-nm-absorbing
material and leakage of potassium ions in comparison to thymol.

No leakage of potassium was observed when S. aureus grew in media without the
phenolics. These results simply purpose that increased permeability of membrane is a factor

involved in the establishment of the anti-staphylococcal property of the tested compounds.

3.6 Scanning electron microscopy

Regarding that the assayed phenolics components caused a release of cellular
compounds of S. aureus QCF, the effect of carvacrol and thymol on the bacterial surface cells
was investigated. The electron microphotography obtained from scanning microscopy showed
some morphological damages due to treatment with these phenolics at 1.2 nL mL™" (Figure 2a
e b), although the damage provided by carvacrol seemed to be greater from that observed to
thymol. It might be observed that surface of some cells were consistently deformed revealing

a projecting appearance of cellular materials, but some cells in background did not present

alterations. Untreated cells showed no changes in cell surface morphology (Figure 2c).

Figure 2 — Scanning electron microphotography of S. aureus QCF after treatment with
carvacrol and thymol. (a) carvacrol: 1.2 uL mL™; (b) thymol 1.2 pL mL™"; (c) control: 0 uL

mL™.
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These findings suggests that both tested compounds could exert their anti-staphylococcal

activity causing damage to cell envelop, which play a fundamental role in the life of bacteria.

1. Discussion

The effect of the phenolics carvacrol and thymol on some physiological characteristics
and morphological aspects of S. aureus strains isolated from foods was reported. It was clear
that the assayed compounds interfered strongly in physiological behavior of the test strains.
For all observed parameters, the tested compounds interfered on the microbial metabolic
activity in dose-dependent manner.

Assays of coagulase and lipase revealed that carvacrol and thymol suppressed a lot the
enzymatic activity of S. aureus. These compounds also demonstrate to be effective at
reducing or inhibiting the production of staphylococcal enterotoxins. Such phenotypic
modifications possibly arise as result of a direct or indirect interaction of the phytochemicals
and the enzyme [19]. The reduction in lipase and coagulase activity of the cells and synthesis
of enterotoxins is probably due to a prevention of the secretion of proteins as consequence of
changes in the physical nature of the staphylococcal cytoplasm membrane [20; 21]. Still, it is
reported that the intercalation of active plant compounds into the cytoplasm membrane may
interfere with process of membrane-associated signal transduction and decrease the efficiency
of function of a number of membrane proteins resulting in changes to the architecture and
composition of cell wall [22, 23].

Some plant products when tested at subinhibitory concentrations may interfere on the
secretion of virulence factors in bacteria. Helichrysum italicum extract was effective in
inhibiting the enterotoxins production (SEB and SEC) and activity of coagulase and lipase in
S. aureus cells [17, 20]. Likewise, the extract of Nepeta cataria caused suppression of the
activity of these enzymes in a number of S. aureus strains [19]. The extract of Punica
granatum L. was found to inhibit staphylococcal enterotoxin (SEA) production [24].

Sublethal injury of bacterial cell membrane may interfere on their permeability and affect
the capability to osmoregulate the cell adequately or to exclude toxic materials [4, 18].
Exposure of S. aureus cells to carvacrol and thymol strongly reduced the capability of the
cells to form colonies on selective media added of salt. The loss of salt tolerance has been
cited to reveal membrane damage in sublethally injured bacterial cells [25]. These

observations are in accordance with the results of the loss of 260-nm-absorbing material and
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leakage of potassium ions, since that addition of thymol and carvacrol to the growth media
caused fast loss release of cellular material. These experiments were carried out
simultaneously and led us to suppose that the accumulation of phenolics compounds in the
cytoplasm membrane becoming increasingly permeable to protons and ions and causing lose
of their integrity might be responsible for the establishment of their anti-staphylococcal
activity.

Marked leakage of cytoplasm material and potassium ions is used an indicative of gross
and irreversible damage to the cytoplasm membrane [26]. Some essential oil and their
compounds induce loss of 260-nm-absorbing material including tea tree oil [16, 27, 28].
Significant loss of 260-nm-absorbing material is reported to suggest loss of nucleic acid
thorough a damaged cytoplasmic membrane [18].

As expected the electron microscopy micrographs showed important damages of S. aureus
cells submitted to treatment with carvacrol and thymol overnight. Surfaces of some individual
cells seemed to be significantly deformed resulting in projection of cellular material, although
cells in background did not show apparent surface alterations. Furthermore, scanning electron
microscopy observations may suggest that carvacrol and thymol cause membrane damage
accompanied by important surface alterations in S. aureus cells. These antimicrobial
mechanisms could also affect the entire envelop of the bacterial cell. Structures like blebs in
the outside surface of the cells treated with the phenolic compounds may represent collection
of cytoplasmic constituents which were pushed through cracks produced in cell wall. Our
results presenting great release of OD 260 nm absorbing material reinforce this supposition.
Similar observations were previously noted in Escherichia coli, Bacillus cereus and
Saccharomyces cereviseae [10, 16].

Membrane active compounds are cited to denature proteins and disrupt membrane
structure, leading to cytoplasm leakage, cell lysis and death [12]. Early studies revealed that
phytochemicals, including phenolic compounds, are able to disrupt and penetrate into lipid
structures [10]. These findings have reinforced the hypothesis that these compounds inhibit
the microbial viability in a fashion similar to membrane active disinfectants [29].

New antimicrobials with capability to inhibit the secretion of virulence attributes, in
addition to inhibit the growth and survival of pathogen bacteria in foods, could be extremely
effective in decrease the occurrence of foodborne diseases. Our results showed by the first
time that the phenolics carvacrol and thymol at subinhibitory concentrations interfere strongly
on some physiological characteristics of S. aureus cells, including the suppression of

enterotoxins production. The observations of loss of cellular material and altered cell surfaces
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morphology suggested that the gross damage of the cell cytoplasm membrane resulting in
disruption of proteins secretion could be responsible for these effects. These findings show
that further investigations are required for evaluating the antimicrobial properties of phenolics
compounds and their influence on metabolic characteristics of other foodborne pathogens

microorganisms.

Acknowledges: The authors thank to CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico, Brazil) for the financial support.
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8 Consideracdes Finais

e O estudo mostrou um efeito sinérgico dos compostos fendlicos, em concentragdes sub-

inibitdrias, e 4cidos organicos na diminui¢do da concentragao de S.aureus.

e Reducdo consideravel de S. aureus em caldo carne e no modelo carne.

e Pela primeira vez estes resultados mostram que o timol e o carvacrol interferem
fortemente sobre algumas caracteristicas fisiologicas das células de S. aureus, incluindo

supressao da producao de enterotoxinas.

e As observacdes de perda de material genético e morfologia da superficie celular sugerem

um dano bruto na membrana citoplasmatica da célula.

e O timol e o carvacrol quando combinados com acidos organicos em doses baixas, sdo uma
alternativa para controlar o crescimento de S. aureus em carne, sugerindo assim uma
abordagem interessante para melhoria da conservagdo de alimentos que utilizam

procedimentos naturais, considerando ainda a qualidades organolépticas.
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