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RESUMO

Foi avaliada a atividade antimicrobiana do eugenol contra Alicyclobacillus hesperidum, Alicyclobacillus
cycloheptanicus, Alicyclobacillus  acidiphilus, Alicyclobacillus acidoterrestris e de Alicyclobacillus
spp., isolados em industrias de sucos de laranja de varias regides do Estado de Sao Paulo. O teste de
suscetibilidade para o eugenol foi realizado determinando-se a concentragao inibitéria minima (CIM)
pela técnica de microdilui¢do em placas de 96 cavidades. A CIM do eugenol variou de 66,65 a >1066,4
pg/mL, evidenciando-se a atividade inibitéria forte e moderada frente a todas as amostras testadas e a
atividade bactericida. Este estudo demonstrou ser significativa a fonte de isolamento das linhagens de
Alicyclobacillus spp. nas industrias. Conclui-se que o eugenol possui eficaz atividade antimicrobiana
contra Alicyclobacillus spp. e sugere-se o uso deste composto para prevenir a deterioragio de bebidas
acidificadas e para diminuir o custo do controle microbioldgico mais especificamente em suco de laranja.
Palavras-chave. Alicyclobacillus, eugenol, suco de laranja, atividade antibacteriana.

ABSTRACT

The antimicrobial activity of eugenol was evaluated on Alicyclobacillus hesperidum, Alicyclobacillus
cycloheptanicus, Alicyclobacillus acidiphilus, Alicyclobacillus acidoterrestris and Alicyclobacillus spp.
samples, which were isolated from orange juice industries of several regions of Sdo Paulo. The antimicrobial
susceptibility to eugenol was tested by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) by
microdilution technique in 96-well plates. The MIC of eugenol ranged from 66.65 to > 1066.4 ug/mL,
showing strong and moderate inhibitory activity on all of tested bacteria samples, and its bactericidal
activity. In this study, the source of Alicyclobacillus spp. strains isolation in industries proved to be
significant. Considering the observed results, it can conclude that eugenol has antimicrobial effectiveness
on Alicyclobacillus spp., and it is suggested the use of this compound for preventing the acidified beverages
deterioration, and to decrease the cost of microbiological control specifically in orange juice.

Keywords. Alicyclobacillus, eugenol, orange juice, antibacterial activity.

410 Rev Inst Adolfo Lutz. 2012; 71(2):410-4



Oliveira JG, Abreu Filho BA. Propriedade antimicrobiana do eugenol frente as amostras de Alicyclobacillus spp. isoladas de suco de laranja.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2012; 71(2):410-4.

INTRODUCAO

O género Alicyclobacillus spp. compreende
18 diferentes espécies de bactérias Gram-positivas
formadoras de esporos, isoladas de solo, suco de frutas
deteriorado ou de ambientes extremos. A habilidade
de crescer em pH acido (3,0-3,5), alta temperatura (50-
70 °C) e a presenca de acidos graxos na membrana sdo
algumas caracteristicas do género'.

Espécies de Alicyclobacillus tém sido comumente
isoladas de alimentos e bebidas acidas termoprocessadas.
A incidéncia de Alicyclobacillus spp. é observada
principalmente em sucos de laranja e magad?, também
sdo isolados de sucos de manga’ e péra*. Este micro-
organismo é visto como um desafio para a estabilidade
microbioldgica de sucos de frutas pelo mundo inteiro
e sdo considerados organismos-alvo na avaliagio da
qualidade de produtos acidos termoprocessados.

O comportamento acidotermofilico proporciona
aos esporos de Alicyclobacillus spp. a habilidade de
sobrevivéncia em etapas letais do processamento do suco
de fruta, por exemplo, sanitizacao da fruta e pasteurizagdo
do suco. A deteriora¢ao do produto é caracterizada pela
presenca de um sabor e odor desagradaveis, aumento da
turbidez do produto eaformagdo de um sedimento branco
no fundo da embalagem. Uma das principais causas da
deterioragao por Alicyclobacillus spp. é a formagdo do
composto 2,6-dibromofenol, 2-6 diclorofenol e guaiacol.

Compostos naturais com agdo antimicrobiana
sdo vistos como novas alternativas para controlar o
crescimento de Alicyclobacillus spp. em produtos acidos
termoprocessados® e melhorar caracteristicas sensoriais
e qualidade microbiolégica de sucos. O eugenol é um
composto fendlico, componente principal (80-95%) do
6leo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
relatado como agente antiviral, bactericida e fungicida.
A agdo de inibi¢do microbiana do eugenol pode estar
relacionada com a ruptura da membrana ou por
inativagdo de enzimas e materiais genéticos®.

O estudo do eugenol como agente antimicrobiano
e flavorizante em sucos de frutas pode ser visto como uma
alternativa viavel para prolongar a vida util do produto e
diminuir perdas econémicas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial antimicrobiano do eugenol frente
amostras de Alicyclobacilllus spp. isoladas de suco de
laranja de industrias localizadas em diferentes regides do
estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e condi¢des de cultivo

Amostrasisoladas de suco delaranja em diferentes
etapas do processo industrial (suco fresco, polpa e suco
concentrado antes e apds adi¢des) foram selecionadas de
fabricas de trés diferentes regides do estado de Sao Paulo.
Os dados de origem dos isolados e linhagens referéncia
encontram-se listados na Tabela 1.

Tabela 1. Isolados de Alicyclobacillus spp. utilizados nos experimentos

para avaliagdo da atividade antibacteriana do eugenol

Isolados de amostras de suco de laranja

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0267
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0269
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0277
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0278
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0279
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0281
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0282
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0283
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0288
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0290
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0291
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0293
Alicyclobacillus spp. CBMALI 0294
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0296
Linhagens de referéncia

A. cycloheptanicus DSM 4006" CBMAI 02977
A. acidoterrestris DSM 39227 CBMALI 02447
A. acidiphilus DSM 14558" CBMALI 0247"
A. hesperidum DSM 12489" CBMAI 0246"

CBMAI = Colegao Brasileira de Micro-organismos de Ambien-
te e Industria, CPQBA/UNICAMP, Paulinia, SP. DSM = Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen.

As linhagens de Alicyclobacillus isoladas de
amostras ambientais foram obtidas da Cole¢ao de
Culturas Tropical (CCT), Fundagdo André Tosello,
Campinas (SP), origindrias de um estudo de campo
realizado em conjunto com a Associagdo Brasileira de
Exportadores de Citrus. Essas amostras estdo estocadas
e codificadas na Colegdo Brasileira de Micro-organismos
de Ambiente e Industria- CBMALI, Paulinia (SP).

Para o isolamento das amostras, foi utilizado
o meio de cultura A. acidocaldarius/A. acidoterrestris
thermophilic agar (BAT). Todos os isolados selecionados
para o estudo foram preservados a -80 °C em glicerol.
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Preparo da droga teste (Eugenol)

O eugenol (adquirido em farmacia com densidade
de 1,0664 g/mL) foi diluido 1/100 em salina 0,9% estéril
e Tween 2% . Em seguida, essa solugdo foi diluida 1/5
em salina 0,9% estéril, resultando em uma concentracao
final de 2132,8 pug/mL.

Preparo das (Vancomicina e
Cloranfenicol)

A quantidade de 1 mg de cada droga foi dissolvida
em 1.000 uL de dgua destilada estéril. Cada solugao foi
diluida 1/2 em salina 0,9%, e 1/4 em meio BAT, resultando
em uma concentragdo final de 125 pg/mL.

drogas-padrao

Preparo do indculo bacteriano

Os micro-organismos foram cultivados em meio
BAT caldo por 24-48 horas a 45 °C. Em seguida, uma
suspensdo padronizada (0,5 da escala McFarland = 108 UFC/
mL) foi utilizada na preparagio. Esta suspensao bacteriana
foi diluida 1/10 em meio BAT caldo (10’ UFC/mL).

Determinacao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do eugenol foi
avaliada pelo método de microdiluigdo em caldo.
Para o teste, foi utilizada uma microplaca de 96 pogos
contendo 100 pL de caldo BAT em todos os pogos.
Foram adicionados 100 pL da solu¢ao de eugenol no
primeiro pogo e, posteriormente, foi realizada uma
dilui¢do seriada. O mesmo procedimento foi feito para
as drogas padrao, vancomicina e cloranfenicol. Em
seguida, 5 uL do preparo do indculo bacteriano foram
adicionados em todos os pogos.

A susceptibilidade ao eugenol foi testada
nas concentracdes de 1.066,4 até 0,52 pug/mL. Para
vancomicina e cloranfenicol, foram avaliadas as
concentragdes de 62,5 pg/mL até 0,03 pg/mL.

As microplacas foram incubadas a 45 °C por 24-
48 horas e acondicionadas em sacos plasticos contendo
um chumago de algoddo imido para evitar a evaporagao
excessiva durante a incubac¢do. Foi determinada a
concentrac¢do inibitéria minima (CIM) definida como
a menor concentragio do composto em que nio é
observado crescimento microbiano visivel. Todas as
analises foram feitas em duplicatas.

Teste da concentra¢do minima bactericida

A concentracdo minima bactericida (CMB)
foi determinada pelo cultivo de 100 pL em placas de
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Petri contendo meio BAT-agar de cada pogo em que foi
observada inibi¢do. As placas foram incubadas a 45 °C por
24-48 horas, acondicionadas em sacos plasticos contendo
um chumago de algoddo umido para evitar a evaporagao
excessiva durante a incubagao. A CMB foi definida como a
menor concentra¢ao do composto capaz de matar as células
microbianas. Todas as analises foram feitas em duplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi investigado o potencial
antimicrobiano do eugenol frente amostras de
Alicyclobacillus spp. O resultado das concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) para o eugenol e drogas
padrao esta relatado na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) das amostras e pa-

droes testados

Eugenol Vancomicina Cloranfenicol

Amostras CBMAI T —_ () (i)
0267 >1066,4 0,12 0,48
0269 1066,4 0,48 3,90
0277 1066,4 0,48 3,90
0278 133,3 3,90 0,97
0279 1066,4 0,97 7,81
0281 533,2 0,24 0,97
0282 66,5 0,24 0,48
0283 >1066,4 0,48 7,81
0288 66,65 0,48 3,90
0290 533,2 0,97 3,90
0291 >1066,4 0,48 7,81
0293 266,6 0,24 0,97
0294 133,3 0,48 1,95
0296 >1066,4 0,48 7,81
02447 533,2 0,12 3,90
0246" 66,65 0,97 1,95
02477 133,3 0,48 3,90
0297" 133,3 0,48 3,90

T: amostra padrdo

De acordo com os resultados obtidos, a CIM do
eugenol variou de 66,65 a >1.066,4 pg/mL. Esse resultado
indicou que algumas amostras foram mais sensiveis ao
composto em relagdo a outras. Esta diferenca observada
pode estar associada as etapas do processamento
industrial do suco, bem como a origem dessas amostras.
Além de que, a composi¢io dos Oleos essenciais é
completamente variavel dependendo do modo de
extracgdo, plantas e clima®.
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De acordo com dados da literatura, atividade
inibitéria de materiais vegetais pode ser classificada em
forte, moderada e fraca, que corresponde a CIM (pg/
mL) de até 500; entre 600 e 1.500; e acima de 1.600,
respectivamente’. No presente estudo, eugenol apresentou
atividade inibitoria forte e moderada frente as amostras de
Alicyclobacillus spp. Este resultado difere de outro trabalho
que obteve CIMs maiores quando utilizadas as bactérias
formadoras de esporos, Escherichia coli, Sthaphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogeness.

Em relagdo a avaliagio das amostras-padrio,
a CIM correspondeu a uma atividade inibitéria forte
para Alicyclobacillus  hesperidum (CBMAI 0246"),
Alicyclobacillus  cycloheptanicus ~ (CBMAI ~ 02977),
Alicyclobacillus acidiphilus (CBMAI 0247") e atividade
inibitéria moderada para Alicyclobacillus acidoterrestris
(CBMAI 02447). Resultado semelhante foi observado
por Abreu Filho et al.’, que verificaram o potencial de
inibicdo do 6leo essencial de ervas aromaticas, cujo
componente principal é o eugenol, contra a bactéria
Alicyclibacillus acidoterrestris DMS 2498, demonstrando
haver uma forte e moderada atividade inibitéria.

Para as drogas padrao testadas, a CIM verificada
variou de 7,81 pg/mL até 0,48 pg/mL para cloranfenicol,
e de 0,12 pug/mL até 3,90 pg/mL para vancomicina. Esta
atividade inibitéria forte contra estes micro-organismos
pode ser vista como uma alternativa em associagdo
com eugenol para o controle da germinagdo de esporos
de Alicyclobacillus spp. Nesta visdo, Bevilacqua et
al.'® comprovaram possuir efeito sinérgico, eugenol
e cinamaldeido, no controle de Alicyclobacillus
acidoterrestris. Outros autores também relataram o
mesmo efeito sinérgico frente aos fungos Lenzites betulina
e Laetiporus sulphureus e a bactéria Helicobacter pylori''.

Eugenol exibe efeito bactericida contra uma
ampla variedade de micro-organismos, como Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Listeria monocytogenes e Salmonella Typhi. Os resultados
do presente trabalho mostraram igual agdo contra
Alicyclobacillus spp., nas concentragdes (pg/mL): 533,2;
266,6; 66,65; 66,65; 133,3 para as amostras 0244, 0293,
0282, 0288, e 0297, respectivamente.

A fonte de isolamento das linhagens de
Alicyclobacillus  spp. demonstrou ser significativa
neste estudo. Os micro-organismos isolados de suco
concentrado apds a pasteurizagdo apresentaram fortes
e moderadas atividade inibitoria, com a CIM variando
de 133,3 a >1.066,4 pg/mL; demonstrando, desta

forma, diferentes respostas ao composto nesta fase da
industrializagao. O eugenol apresentou uma atividade
inibitoria forte, frente a amostra isolada da agua “taste’,
usada no enxague final de tanques e corre¢do de Brix.
Para a industria, este resultado é importante, uma vez que
mostra a necessidade de diferentes formas de controle.

Varios autores destacam diferencas quanto a
susceptibilidade da agdo antimicrobiana do eugenol
frente a diferentes microrganismos. Meena e Vijay"
estudaram atividade de varios 6leos essenciais contra
Lactobacillus acidophilus, Bacillus cereus, Saccharomyces
cerevisiae, Mycodermasp. e Aspergillus niger e observaram
varios graus de inibi¢ao, sendo Mycoderma sp o mais
susceptivel e Bacillus cereus, o mais resistente. Oussalah
et al."* também verificaram diferentes respostas quanto
ao efeito antimicrobiano do 6leo essencial de Eugenia
caryophillus (cravinho), cujo principal composto é
o eugenol, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Tippayatum e Chonhenchob® obtiveram
a CIM de 8 a 11 mg/mL, dependendo da amostra
bacteriana testada, sendo E.coli o micro-organismo que
demonstrou maior sensibilidade ao composto.

O conhecimento da a¢do do composto eugenol
como um agente bioconservador torna-se importante,
uma vez que este agente poderia ser utilizado apds
o processo de pasteurizagdo industrial, sendo este
procedimento ndo eficaz contra as formas esporuladas.-

Novos estudos sdo necessarios sobre a
determinacdo de Alicyclobacillus spp. em diferentes sucos
de frutas acidas. A resisténcia das linhagens a diferentes
etapas industriais de suco de frutas pode estar associada
a diferencas observadas entre as linhagens em relagao a
germinacdo/crescimento de esporos e inativagdo termal,
influéncia da atividade de agua e outros constituintes do
produto como fendis'. Alémdisso,aidade celular,o numero
de células, desidratagdo do protoplasto e a temperatura de
esporulacdo podem afetar a resisténcia témica. Grandes
populagdes microbianas podem também fornecer maior
resisténcia ao calor devido a termo-prote¢do e proteinas
extracelulares que sdo secretadas pelas células'®.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o eugenol
possui atividade antimicrobiana para Alicyclobacillus
spp., atividade inibitéria forte e moderada, além de
atividade bactericida. O composto testado possui um bom
potencial para o uso como conservante alimentar, porém
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seu

uso necessita de andlises sensoriais e organolépticas

para avaliar o grau de interferéncia no suco de laranja ou
bebidas acidificadas.
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