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Resumo

GOLDBECK, JULIA COSWIG. Atividade antimicrobiana e o efeito do 3-(p-clorofenil)tio
citronelal em bactérias patogénicas e deteriorantes com importincia em alimentos 2012.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano do composto 3-(p-
clorofenil)tio citronelal frente a bactérias com importancia em alimentos. Com o intuito de observar o
potencial antibacteriano do 3-( p-clorofenil)tio citronelal bem como verificar se a adi¢cdo de tiol
potencializa a bioatividade do citral, através de estudo qualitativo e quantitativo, comparou-se a
atividade antibacteriana de citral, (R)-citronelal e 3-(p-clorofenil)tio citronelal. Foi realizada anélise
por microscopia eletronica de varredura das células expostas aos compostos com o propdsito de
inferir o possivel mecanismo de acdo e observar o comportamento de bactérias Gram-positivas (L.
monocytogenes) e Gram-negativas (P. fluorescens), além de verificar se hé alteracdo no alvo celular
quando citral foi modificado. A partir dos resultados dos testes qualitativos, todas as bactérias
testadas mostraram-se potencialmente sensiveis aos compostos analisados, os quais possuem acao
bactericida, no entanto, apds andlise quantitativa, observou-se que as Gram-positivas sdo mais
sensiveis. A curva de cinética de acdo demonstrou que a morte celular, tanto para L. monocytogenes
como para P. fluorescens, ocorre significativamente mais rapidamente quando tratadas com o 3-( p-
clorofenil)tio citronelal, ndo obstante, quando se compara o tempo de morte celular entre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, L. monocytogenes mostrou-se mais sensivel aos compostos. Além
disso, a concentracdo inibitéria minima para que o 3-(p-clorofenil)tio citronelal exerca atividade
antibacteriana foi cerca de 100 vezes menor quando comparada ao citral precursor. A microscopia
eletronica de varredura permitiu mostrar alteracdes morfoldgicas nas células tratadas com os
compostos. Aparentemente, a adicdo de tiol na molécula de citral nio muda seu alvo celular, todavia,
possivelmente o alvo celular do citral, 3-(p-clorofenil)tio citronelal e (R)-citronelal seja diferente em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Concluiu-se que a adicdo de tiol potencializa a
bioatividade do citral frente a bactérias Gram-negativas e Gram-positivas funcionalizando esta
molécula, tornando-a um potente composto com a¢ao bactericida, de baixa toxicidade, passivel de ser

utilizado em alimentos.



Abstract

GOLDBECK, JULIA COSWIG. Antimicrobial activity and the effect of 3-(p-chlorophenyl)thio
citronellal on spoilage and pathogenic bacteria important in foods 2012. Msc. Dissertation —
Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas-RS, Brazil.

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial potential of the compound 3-(p-
chlorophenyl)thio citronellal against bacteria of importance in foods. In order to observe the
antimicrobial activity of 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal and to verify that the addition of thiol
enhances the bioactivity of citral, through qualitative and quantitative study, we compared the
antibacterial activity of citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal. Analysis was
performed by scanning electron microscopy of cells exposed to the compounds in order to infer the
possible mechanism of action and observe the behavior of Gram-positive bacteria (L.
monocytogenes) and Gram-negative bacteria (P. fluorescens), and check if there are changes in the
target cell when citral was modified. From the results of qualitative tests, all bacteria tested were
potentially susceptible to the compounds tested, which have antibacterial action, however,
quantitative analysis showed that the Gram-positive bacteria are most susceptible. The kinetic curve
action cell death demonstrated that for both L. monocytogenes to as P. fluorescens occurs
significantly faster when treated with 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal, however, when comparing
the time of cell death from Gram-positive and Gram-negative bacteria, L. monocytogenes was more
sensitive to the compounds. Furthermore, the minimal inhibitory concentration for the 3-(p-
chlorophenyl)thio citronellal carries antibacterial activity was 100 fold lower compared to the
precursor citral. The scanning electron microscopy allowed to show morphological changes in cells
treated with the compounds. Apparently, the addition of the thiol molecule citral does not change its
cellular target, however, possibly the cellular target of citral, 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal and
(R)-citronellal is different in Gram-positive and Gram negative. It was concluded that the addition of
thiol enhances the bioactivity of citral against Gram-negative and Gram-positive functionalizing this
molecule, making a compound having potent bactericidal activity, low toxicity, which can be used in

foods.
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1. Introducao

Os micro-organismos patogénicos e deteriorantes representam uma grande preocupagdo para a
inddstria de alimentos. Um dos principais problemas de contaminag¢do dos alimentos ocorre em
virtude da presenca de micro-organismos deteriorantes. Esta contaminacdo provoca diferentes
alteracdes sensoriais, diminuindo o tempo de vida ttil dos produtos e tornando-os inaceitaveis sob o
ponto de vista dos consumidores, podendo gerar perdas economicas em larga escala.

Por outro lado, os micro-organismos patogénicos, além de causarem prejuizos para a industria,
também sdo alvo de preocupacgdo para 6rgaos de satde publica, uma vez que desencadeiam doencgas
transmitidas por alimentos (DTA). De acordo com o Centro de Prevencdao e Controle de Doencgas
norte-americano (Center for Disease Control and Prevention — CDC), as doencas alimentares sao
responsaveis por, aproximadamente, 76 milhdes de enfermos que resultam em 325.000
hospitalizagdes e 5.000 mortes nos EUA a cada ano (NOTERMANS & GEISSEN, 2003).

O perfil epidemioldgico das doencas transmitidas por alimentos no Brasil ainda € pouco
conhecido e somente alguns estados e/ou municipios dispdem de estatisticas e levantamentos mais
confidveis sobre os agentes etioldgicos mais comuns, alimentos mais frequentemente envolvidos e
fatores causais. Um dos fatores responsdveis por isso, é que as DTA nem sempre sdo oficialmente
notificadas. Segundo dados do Sistema de Informacdes Hospitalares (SIH), do Ministério da Saude,
as DTA no Brasil alcangam, em média, 570 mil casos por ano, totalizando, aproximadamente, 6.320
6bitos. Entre os anos de 1999 a 2004 estimou-se um gasto de 280 milhdes de reais com média de 46
milhdes de reais por ano (CARMO et al., 2005).

Nesse contexto, para aumentar a vida util de muitos alimentos bem como assegurar a sua
inocuidade, as industrias utilizam conservantes sintéticos, os quais sdo substancias que evitam ou
retardam contaminacdes tanto de micro-organismos deteriorantes como patogénicos (GUILLARD et
al., 2009).

No entanto, estudos toxicoldgicos atuais apontam que em determinadas concentragdes € com
seu uso continuado, 0s conservantes sintéticos podem se tornar potencialmente toxicos e ter efeitos
carcinogénicos. Além disso, os micro-organismos podem adquirir resisténcia a estas substancias

(GUILLARD et al., 2009). Consequentemente, muitas pesquisas vém sendo dirigidas no sentido de
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encontrar compostos naturais com atividade antimicrobiana, os quais poderiam ser novas alternativas
para substituir os conservantes sintéticos.

Atualmente, o interesse pela utilizacdo de O6leos essenciais e seus derivados como
antimicrobianos vem se tornando cada vez mais evidente (MPOUNTOUKAS et al., 2008) e muitos
Oleos essenciais de plantas ja possuem comprovada atividade antimicrobiana frente a uma gama de
bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, além da atividade frente a leveduras e fungos
filamentosos (ARWEILER et al., 2000; FINE et al., 2000; PAN et al., 2000; CLAFFEY, 2003;
SEYMOUR, 2003; BENKEBLIA, 2004; ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006; NUNES et
al., 2006; HAWSER et al., 2011).

Todavia, a atividade antimicrobiana de um Oleo essencial depende do tipo, composicao e
concentracdo do O6leo, bem como da espécie microbiana em questdo, além da composi¢dao do
substrato, do processamento e das condi¢des de armazenamento (ARRUDA et al., 2006; TYAGI &
MALIK, 2010). Além disso, devido ao fato de os 6leos essenciais e seus derivados serem substincias
extremamente volateis, muitas vezes torna-se dificil sua aplicacdo direta em alimentos. Sendo assim,
com a finalidade de intensificar a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais e de reduzir sua
volatilidade, nosso grupo vem desenvolvendo estudos acerca da modificacdo quimica de alguns
constituintes dos Oleos, a partir da adi¢cdo de organocalcogénios, normalmente selénio e enxofre,
obtendo entdo novas moléculas com potencial aplicagdo em alimentos.

A modificacdo quimica é o processo no qual se obtém compostos quimicos a partir de
precursores mais simples, tendo como objetivo produzir novas substincias quimicas bioativas
(BRAGA et al. 1996). Além disso, com base nos principios da Quimica Verde, os estudos do grupo
objetivam o desenvolvimento de métodos mais econdOmicos e eficientes para sintetizar estas
substancias.

Nesta linha, recentemente foi preparado o 3-(p-clorofenil)tio citronelal 3, uma molécula bioativa
derivada do citronelal, preparada através da adicdo de Michael de p-clorobenzenotiol ao citral 1,

componente majoritario do 6leo essencial de Cymbopogom citratus LENARDAO, 2007) (Figura 1).
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citral (1) 3-(p-clorofenil)tio citronelal (2)

Figura 1: sintese do 3-(p-clorofenil)tio citronelal a partir do citral em meio livre de solvente

utilizando KF/Al,O3; como catalisador.

Entretanto, apds a sintese da molécula, poucos estudos foram realizados sobre a bioatividade do
composto 3-(p-clorofenil)tio citronelal. Em um dos estudos, Lenarddo et al. (2007), utilizando testes
qualitativos, observaram que Staphylococcus aureus, um importante patégeno alimentar, &
potencialmente sensivel ao tiocomposto 3. Nao obstante, o0 mecanismo de a¢do do 3-(p-clorofenil)tio
citronelal ainda ndo estd esclarecido, fato comum em grande parte das pesquisas relacionadas com
bioatividade de dleos essenciais, onde tem se encontrado a atividade, porém sem detalhes sobre o

mecanismo de acdo (LAMBERT et al., 2001; SOUZA et al., 2010).



2.  Objetivos

Ap6s observar o potencial de aplicagdo do 3-(p-clorofenil)tio citronelal, este trabalho teve como
objetivo dar continuidade aos estudos relacionados a sua bioatividade. Com o intuito de verificar se a
presenca do grupo tiol potencializa a atividade antibacteriana do precursor citral e também do
andlogo citronelal, através de estudo qualitativo e quantitativo, serd comparada a bioatividade do
material de partida, citral 2, com a do (R)-citronelal 3 (obtido do 6leo essencial de Cymbopogom
nardus) e do seu derivado sulfurado, 3-(p-clorofenil)tio citronelal 2 (Figura 2). Para isso, serdo
utilizados como parametros de avaliacao os testes de difusdo em dgar, concentracdo inibitéria minima
(CIM), concentragdo bactericida minima (CBM) e unidades arbitrdrias (UA) frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, patogénicas e deteriorantes, com importancia em alimentos. Além disso,
as células bacterianas tratadas com os compostos 1, 2 e 3 serdo analisadas por microscopia eletronica
de varredura com o propésito de inferir um possivel mecanismo de acdo, observando o
comportamento de bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes) e Gram-negativas (P. fluorescens), e

se a presenga do grupo tioorganoila provoca altera¢io no alvo celular.

':i »- CICeHaS 0 0
Sy H H

citral (1) 3-(p-clarofenilitio citranelal (2) (Fl-citronelal 3)

Figura 2: Estrutura quimica dos compostos avaliados neste estudo



3. Revisao Bibliografica

3.1 Micro-organismos com importancia em alimentos

E impossivel determinar exatamente quando, na histéria da humanidade, o homem tomou
conhecimento da existéncia de micro-organismos e da sua importancia para os alimentos.

Ap6s o periodo no qual o ser humano tinha a sua alimentagdo baseada apenas nos abundantes
recursos da natureza, o homem passou a plantar, criar animais e a produzir o seu préprio alimento.
Logo, com o surgimento de alimentos preparados, comegaram a ocorrer os problemas relacionados
com doencas transmitidas pelos alimentos (DTA) (FRANCO & LANDGRAF, 2006).

Virias patologias que afetam a satde publica sdo de origem microbiana e, especialmente,
bacteriana (MURRAY, 2000; TAUXE, 2002). Segundo Forsythe (2000) o nimero de casos
notificados por DTA, representa apenas a ponta de um iceberg. Um estudo realizado na Inglaterra,
em 1999, estimou a extensdo de casos ndo notificados e constatou que, para cada caso notificado
(detectado em laboratérios oficiais de vigilancia), existem mais de 136 casos na comunidade.

A estimativa anual sobre gastrenterites na América Latina, Africa e Asia, com excecdo da China,
€ de que essas doengas atingiram um bilhdo de criangas com idade inferior a cinco anos, resultando
em mais de cinco milhdes de Obitos, sendo a maioria causada pelo consumo de alimentos
contaminados. Mesmo na Europa, a mortalidade causada por doencas veiculadas por alimentos é

apenas superada pelas doencas respiratérias (NOTERMANS & GIESSEM, 2003).

3.1.1 Salmonella spp.

O género Salmonella, que pertence a familia Enterobacteriaceae, possui uma classificacio
taxondmica complexa e, atualmente, diferentes sistemas podem ser empregados para o sua descri¢ao.
Baseado em estudos gendmicos, o género € dividido em duas espécies: S. enterica e S. bongori
(GRIMONT & WEILL, 2007), porém, em 2004 foi proposta a inclusdo de uma terceira espécie,
denominada S. subterranea, isolada em uma regiao aquifera dos Estados Unidos (SHELOBOLINA et

al., 2004; VAZ, 2007). Esta bactéria se caracteriza por possuir formato de bacilos, ndo formar
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esporos, ser Gram-negativa, anaerdbia facultativa, geralmente mdvel por flagelos peritriqueos e,
frequentemente, possuir fimbrias.

Estima-se que bactérias do género Salmonella sdo as principais causas de DTA em todo o
mundo. Normalmente a salmonelose € adquirida através da ingestdo de alimentos contaminados,
sendo os alimentos de origem animal, como ovos, carnes e leites seu principal veiculo (WHO, 2011).

No Brasil, no periodo de 1999 a 2010, foram notificados ao Servigo Nacional de Saidde do
Ministério da Saide — SVS/MS, 6.971 surtos, com 1.804.932 pessoas expostas e registro de 88

obitos. Do total de surtos, 46,6% tiveram agente etioldgico definido pelo critério laboratorial ou

clinico-epidemiolégico, dentre eles, Salmonella spp. foi relacionada a 45,9% dos surtos (MS, 2011).

3.1.2 Listeria monocytogenes

Caracterizada como uma bactéria ubiqua, comumente encontrada no ar, no solo e na agua
(ALLERBERGER & WAGNER, 2010). L. monocytogenes € um bacilo Gram-positivo, ndo formador
de esporos, anaerdbio facultativo e mével devido a presenga de flagelos peritriquios, apresentando
movimento caracteristico denominado tombamento, que auxilia na sua identificagdo (FRANCO &
LANDGRAFF, 2006).

L. monocytogenes é um patdgeno intracelular oportunista, que se tornou um importante causador
de infec¢des alimentares em humanos. Causa a listeriose, uma doenga que pode ser invasiva ou nio-
invasiva, apresentando alta letalidade (20-30%), especialmente em mulheres gravidas, recém-
nascidos, idosos e pacientes imunocomprometidos (TRABULSI er al., 2008). Devido a essa alta
letalidade, a listeriose encontra-se em segundo lugar no ranking das causas mais frequentes de morte
por consumo de alimentos contaminados (VAILLANT et al., 2005). Além disso, é também uma
grande preocupacdo para as indudstrias de alimentos e para os 6rgaos reguladores da satde publica.

Segundo dados disponiveis pelo CDC (2010), L. monocytogenes provoca, em média, 2.500 casos
de listeriose por ano nos Estados Unidos (MEAD et al., 1999; JIANG et al., 2008). Essa bactéria foi
isolada de uma grande variedade de produtos crus e processados, como leite e produtos lacteos, carne
bovina, carne suina, linguicas fermentadas e produtos frescos, como vegetais e frutos do mar
(MANTILLA et al., 2007).

Todavia, no Brasil, ainda ndo existem relatos de surtos de listeriose humana associada ao
consumo de alimentos contaminados (CRUZ et al., 2008); no entanto, L. monocytogenes foi isolada

de uma ampla variedade de alimentos (CHIARINI, 2007; NALERIO et al., 2009). Segundo Germano
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e Germano (2008), isso pode estar relacionado com a subnotificagdo de DTA ou a dificuldade

encontrada no diagndstico, decorrentes do extenso periodo de incubag@o da doenga (até 90 dias).

3.1.3 Escherichia coli

O género Escherichia pertence a Familia Enterobacteriaceae e é encontrado como parte da
microbiota intestinal de animais de sangue quente. Compreende as espécies E. coli, E. blattea, E.
fergusonii, E. hermanii e E. vulneris (HOLT et al., 1994) sendo E. coli, a espécie de maior
importancia em microbiologia de alimentos (BOPP et al., 2003).

E. coli s@o bacilos de 1,1 — 1,5 um x 2,0 — 6,0 um, anaerébios facultativos, cuja temperatura ideal
para desenvolvimento € de 37°C. Podem apresentar motilidade através de flagelos peritriquios, sendo
capazes de metabolizar glicose e outros carboidratos com formacdo de 4cido e gds, tanto em
aerobiose como em anaerobiose; ndo produzindo oxidase, mas produzindo catalase (HOLT et al.,
1994).

Este patégeno € o mais importante componente da microbiota intestinal de humanos e outros
mamiferos, exercendo papel importante na manuten¢cdo da sua fisiologia (BELL, 2005). H4 uma
grande diversidade de cepas de E. coli comensais, que sdo constantemente excretadas no ambiente,
podendo contaminar alimentos de origem animal ou vegetal, assim como superficies e dguas de
recreacdo, geralmente sem nenhum efeito adverso a saide humana (KUHNERT et al., 2000).
Contudo, sua presenca requer atengdo especial, pois denota condi¢cdes higi€nico-sanitdrias

insatisfatérias (KUHNERT et al., 2000).

3.1.4 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, apresentando forma de cocos,
tendendo a formar agrupamentos semelhantes a cachos de uva, possuindo didmetro que varia entre
0,5 e 1,5um. Sao Gram-positivos, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, imdveis e
capazes de produzir catalase (BERDGOLL, 1990).

O género é composto por 45 espécies (EUZEBY, 2009), sendo que S. aureus, descrita em 1880,
¢ considerada a mais virulenta e o patégeno de maior impacto econdmico, causando um amplo
espectro de infeccoes em humanos e animais (SAKAI ef al., 2004; COUZINET et al., 2005;
DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). Segundo Tseng et al. (2004), S. aureus € um patégeno
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oportunista em humanos, que causa um amplo espectro de enfermidades que incluem: infec¢des
cutaneas, intoxicacao alimentar, endocardites, pneumonia, osteomielite e artrite séptica. Além disso,
a emergéncia de casos de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) associados com infec¢des
nosocomiais e comunidade adquirida tem recebido a aten¢@o de centros de controle de patégenos e
dos pesquisadores em todo o mundo (KOREEN et al., 2004; PO-REN HSUEH et al., 2010).

A intoxicacao alimentar estafilocdcica, resultado da ingestao de enterotoxinas pré-formadas em
alimentos contaminados com S. aureus, é considerada a terceira causa mais comum de doenga

alimentar no mundo (NEMA et al., 2007).

3.1.5 Shigella spp.

As bactérias do género Shigella pertencem a familia Enterobacteriaceae, e sao bastonetes
Gram-negativos, ndo formadores de esporos, iméveis, aerdbios facultativos, que fermentam glicose
com producdo de acido (PENATTI er al., 2007). O género Shigella inclui quatro espécies: S.
dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, e S. sonnei (FRANCO & LANDGRAF, 2006).

As espécies de Shigella apresentam caracteristicas tipicas de bactérias entéricas, se
desenvolvendo em temperatura de 10 a 48°C, com pH ideal entre 6 a 8, embora o crescimento em pH
5 ja tenha sido descrito (JAY, 2005).

A contaminag¢do por esses micro-organismos geralmente ocorre através de manipuladores de
alimentos infectados e com higiene pessoal inadequada, sendo frequentemente disseminados através
de contato direto pessoa-pessoa, normalmente por transmissio fecal-oral. E tolerante a ambientes
acidos e com elevada osmolaridade podendo se desenvolver em frutas, vegetais, alimentos
preparados e até mesmo em alimentos embalados a vicuo (PENATTI, 2007).

Shigella € reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como um dos principais
problemas mundiais de saide. Mead et al. (1999) estimaram que este patégeno foi responsavel por
aproximadamente 50.000 casos de DTA, causando cerca de 6.231 hospitalizacdes e 70 mortes nos
EUA anualmente. Em 2004, segundo o Foodborne Diseases Active Surveillance (FoodNet) do
Centers for Disease Control and Preventions, Shigella foi o terceiro agente etioldgico mais

envolvido em casos de DTA (CDC 2005).
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3.1.6 Pseudomonas fluorescens

Sao bactérias Gram-negativas, de forma cilindrica, pertencentes ao género Pseudomonas.
Possuem multiplos flagelos, tendo um metabolismo extremamente versatil, podendo ser encontradas
no solo e na 4gua. Sao aerdbias obrigatdrias, entretanto, algumas cepas sdo capazes de utilizar nitrato
em vez de oxigénio como aceptor final de elétrons durante a respiracdo celular (PALLERONI, 1984).
As temperaturas 6timas para o seu crescimento sao 25-30°C, sendo oxidase negativas (RAY, 1996).

Dentre o género Pseudomonas, P. fluorescens sdo uma grande preocupacdo em alimentos por
serem bactérias deteriorantes, causando uma série de alteracdes sensoriais, principalmente sabor e
odor desagraddvel, gerando perdas econdmicas em larga escala, podendo contaminar ovos, peixes,
carnes e leites, capazes de produzir lipases e proteases termoestaveis, estas enzimas podem causar
danos fisico-quimicos no leite, por exemplo, uma vez que provocam a coagulacdo das proteinas,
deixando um aspecto gelatinizado (RAY, 1996).

Além disso, as contaminacdes dos alimentos com microrganismos psicrotréficos sao de
especial preocupacdo para a industria, em especial a de laticinios, uma vez que os produtos lacteos

sdo distribuidos em temperaturas favoraveis para seu crescimento (DOGAN & BOOR, 2003).

3.2 Controle quimico de micro-organismos: toxicidade e resisténcia microbiana

Os conservantes quimicos, definidos como qualquer substidncia quimica ou mistura de
substancias, adicionadas ao alimento em concentra¢des controladas, sdo utilizados com o objetivo de
prolongar sua vida util, bem como garantir a seguridade alimentar (MPOUNTOUKAS et al., 2008).

Porém, apesar de um grande nimero de compostos quimicos terem sido descritos como
conservantes potenciais em alimentos, apenas uma parte relativamente pequena deles é permitida em
produtos alimenticios, sobretudo devido as regras de seguranca do Food and Drug Administration
(FDA) e também devido ao fato de que nem todos os compostos que apresentam atividade
antimicrobiana in vitro conservam-na quando adicionados aos alimentos.

Recentemente, estudos toxicolégicos demonstraram que a utilizagdo de determinadas
concentracdoes de conservantes sintéticos € seu uso continuado, podem levar estas substincias a
tornarem-se potencialmente toxicas e ter efeitos carcinogénicos. Desse modo, muitas pesquisas vém
sendo dirigidas no sentido de encontrar compostos naturais com atividade antimicrobiana, que

poderiam ser novas alternativas para substituir os conservantes sintéticos comumente utilizados ou



23

também fazer associacdes entre eles, diminuindo sua quantidade em alimentos (RAMALHO &
JORGE, 2006; SOUZA et al., 2010).

Além disso, os conservantes quimicos possuem baixo espectro de agdo, sendo dificil predizer
qual micro-organismo serd inibido e muitos agem em apenas uma espécie bacteriana (DE-SOUZA et
al., 2006).

E importante ressaltar que na tdltima década, o nimero de micro-organismos isolados de
alimentos que sdo resistentes a antimicrobianos aumentou consideravelmente. O uso desenfreado de
antibidticos em animais e em ragdes provocou aumento do nimero de patdgenos transmitidos por
alimentos que apresentam resisténcia a substancias antimicrobianas € a sua transmissao subsequente
através de alimentos contaminados. Além disso, mutagcdes espontineas e falta de pressao seletiva
podem ter contribuido para o surgimento de bactérias resistentes em alimentos (FRYMOYER et al.,
2010).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser considerada um fendmeno ecoldgico que ocorre como
resposta da bactéria frente ao amplo uso de conservantes e sua presenca no meio ambiente. As
bactérias multiplicam-se rapidamente sofrendo mutacdo, podendo trocar material genético entre
linhagens de mesma espécie ou de espécies diferentes. Sao considerados micro-organismos de alta
capacidade de adaptacdo a diversos fatores, como a exposi¢do a agentes quimicos potentes (COSTA
et al., 2004). Algumas estratégias podem ser adotadas para evitar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, dentre as quais, estdo a descoberta e o desenvolvimento de novos compostos bioativos
com potencial aplicacdo em alimentos (HALCON & MILKUS, 2004).

Desse modo, esses dados entre tantos outros, ratificam a necessidade premente, ja reconhecida
pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS), da descoberta e/ou sintese de novas substancias

antimicrobianas (FRYMOYER et al., 2010).

3.3 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e seus componentes

De acordo com a ISO (International Standard Organization), os 6leos essenciais sdo produtos
obtidos de partes de plantas por meio da destilacdo por arraste de vapor d'dgua, bem como os
produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas
complexas de substincias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (SIMOES &

SPITZER, 2004).
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Desse modo, os 6leos essenciais sdo formados por misturas complexas de compostos organicos
volateis, que incluem hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos, cetonas, dcidos e ésteres. Os constituintes
quimicos mais comuns nos Oleos essenciais sdo misturas de terpenos, geralmente monoterpenos,
sesquiterpenos e arilpropandides que podem apresentar uma variedade de funcionalizacdes e, devido
as diferentes funcionalizacdes podem ser utilizados como intermedidrios de reacdes em sintese
organica (BOLAND et al., 1991; CASTRO & MACHADO, 2006).

A atividade de um 6leo essencial pode ser atribuida a relacdo da configuracdo quimica dos seus
componentes, a propor¢cao em que estdo presentes e a interacao entre eles. Em geral, os componentes
dos 6leos essenciais apresentam-se em diferentes concentragdes, sendo que normalmente, um deles é
0 composto majoritdrio, existindo outros em menores teores. Alguns ocorrem em quantidades traco,
sendo comum que o composto majoritdrio seja o responsavel pela bioatividade do 6leo, porém pode
haver sinergismo entre os componentes (BURT, 2004; LUPE, 2007; HAWSER et al., 2011).

Gil et al. (2002) relatam que muitos estudos foram feitos com 6leos essenciais de diferentes
plantas, tendo revelado vdrios compostos com atividade antimicrobiana comprovada
experimentalmente. No entanto, grande parte dos trabalhos tem apenas feito sugestdes acerca do
mecanismo de a¢do destes compostos.

Segundo estudos, os possiveis mecanismos de acdo dos 6leos essenciais € seus componentes
sobre os micro-organismos estdo listados a seguir e a Figura 3, ilustra os possiveis alvos dos

antimicrobianos na célula bacteriana (SKANDAMIS et al., 2001; CARSON et al., 2002).:

a.  Degradacdo da parede celular;

b. Danos na membrana citoplasmatica;
C. Danos as proteinas de membrana;

d.  Vazamento do conteudo intracelular;
e.  Coagulagdo do citoplasma;

f. Deplecao da for¢ca motriz de prétons.
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Figura 3: Possiveis alvos dos antimicrobianos em células procaridticas

Fonte: Cox et al., 2000 (adaptado).

Uma caracteristica importante dos 6leos essenciais e seus componentes € a sua hidrofobicidade,
que permite a parti¢do nos lipidios da membrana celular bacteriana e mitocondrias, desestruturando-a
e tornando-a mais permedvel. E comum entre os trabalhos relacionados com a bioatividade destes
compostos se observar comportamentos diferentes entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
sendo as primeiras mais sensiveis do que as tltimas (KNOBLOCH et al., 1986.; OOSTERHAVEN et
al., 1995.; GUSTAFSON et al., 1998;. HELANDER et al., 1998;. COX et al., 2000;. LAMBERT et
al., 2001;. SKANDAMIS et al., 2001).

3.3.1 Oleo essencial de Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus (Figura 4) é uma erva nativa da India, pertencente a familia Gramineae
(CARLINI, CONTAR & SALVAR-FILHO, 1986; NGUEFACK et al., 2007), conhecida em todo
mundo como capim-cidreira, cultivada em paises tropicais e subtropicais. A medicina popular utiliza
o chd preparado com suas folhas como calmante, analgésico, antifebril, anti-reumadtico, diurético e
em distirbios digestivos (FERREIRA & FONTELLES, 1989). Por ser uma erva perene, de facil

cultivo e amplamente distribuida no Rio Grande do Sul, € uma planta de facil obtencao.
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Figura 4: Cymbopogon citratus

O ¢leo de C. citratus é quimicamente reativo, sendo que a mistura de terpenos sofre uma série
de reacdes quando exposta ao ar ou 2 luz solar. E lentamente convertida em uma substincia de cor
escura, viscosa e resinosa (SADDIQ & KHAYYAT, 2010).

O dleo essencial obtido das folhas frescas desta planta ¢ amplamente utilizado nas indudstrias de
perfumes e de cosméticos. A literatura aponta que as propriedades bioativas do déleo essencial de C.
citratus sao principalmente devidas ao seu componente principal, o citral (Figura 5), nome dado para
a mistura de aldeidos aciclicos geranial (trans-citral) e neral (cis-citral) (BONADA et al., 2008;
KHUNKITTI, 2010; AIENNSAARD et al., 2011). Além do citral, o 6leo essencial de C. citratus
contém pequenas quantidades de geraniol, citronelal e mirceno (CARLINI, CONTAR & SALVAR-
FILHO, 1986; AIENNSAARD et al., 2011)

Aiennsaard et al. (2011) caracterizaram o 6leo essencial de C. citratus com um conteiido maior

que 70% de citral, comprovando ser 0 composto majoritario do 6leo.

N CHO

CITRAL

Figura 5: Estrutura quimica do Citral

Devido ao aroma caracteristico de limao, o citral possui importancia considerdvel na indudstria
de alimentos como aditivo para conferir sabor e aroma, além de ser uma matéria-prima importante
para a industria farmacéutica, de perfumaria e cosméticos, especialmente para a sintese de vitamina

A e iononas (SADDIQ & KHAYYAT, 2010).
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Bassolé€ et al. (2011) estudaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial bruto de C. citraus
frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, comprovando a atividade bactericida do dleo.
Nesta mesma pesquisa, o 6leo de C. citratus, quando comparado com O6leos extraidos de outras
plantas, foi o que apresentou melhores resultados. Naik et al. (2010) também estudaram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial bruto dessa planta frente a uma gama de bactérias com importancia
em alimentos e observaram que Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa, mostrou-se

potencialmente resistente ao dleo.

3.3.2 Oleo essencial de Cymbopogon nardus

O o6leo essencial obtido de suas folhas (Figura 6) € conhecido como 6leo de citronela e é
utilizado como planta aromatica para fins de perfumaria, para afugentar insetos domésticos e de graos
armazenados, como desinfetante doméstico, bactericida laboratorial e como matéria-prima para a

sintese de outros aromas (CASTRO & RAMOS).

Figura 6: Cymbopogon nardus

O o6leo essencial de citronela tem como principal constituinte o citronelal (3,7-dimetil-6-
octenal) (Figura 7), que é predominantemente formado pelo metabolismo secundério das plantas. E
tipicamente isolado como uma mistura ndo-racémica de dois enantidmeros, R e S, por destilacdo ou

extracdo com solventes (CASTRO & RAMOS,2003).

CHO

R-Citronelal

Figura 7: (R)-citronelal
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3.4 Compostos Organocalcogénios Bioativos

Embora alguns 6leos essenciais apresentem propriedades bioldgicas reconhecidas, a variacao em
seus constituintes devido a fatores ambientais e até mesmo a forma de extracdo, além de
caracteristicas como a volatilidade e instabilidade a fatores que induzem a oxidag¢do, como luz,
temperatura, e presenca de oxigénio durante seu armazenamento, limitam a estabilidade e integridade
de seus componentes. Além disso, caracteristicas sensorialmente detectdveis, como odor e aroma,
mesmo utilizando componentes isolados, limitam sua aplicabilidade em alimentos, dependendo da
concentracao utilizada (BURT, 2004).

Nesse contexto, a aplicabilidade de 6leos essenciais ou de seus componentes isolados, pode ser
mais eficaz pela adi¢do de organocalcogénios, como selénio e enxofre, uma vez que hd o aumento de
grupos funcionais nas moléculas e, consequentemente, tem-se um aumento no peso molecular e
diminui¢ao da volatilidade (NOGUEIRA et al., 2004).

Desde a década de 1930, os compostos organocalcogénios tém sido alvo de interesse para a
quimica devido a descoberta de suas aplicacdes sintéticas (PAULMIER, 1986; BRAGA et al., 1996).
Por defini¢do, sdo compostos organicos que em sua estrutura apresentam selénio, teldrio, enxofre,
poldnio ou oxigénio (NOGUEIRA, 2004).

A sintese de compostos contendo dtomos de enxofre segue em destaque no ramo da quimica
organica, tanto pelo seu uso como intermedidrio sintético quanto pelo seu potencial bioldgico. Como
exemplos de aplicagdes farmacoldgicas, vdrios compostos tém sido usados como agentes
antibacterianos, anti-HIV, no combate ao cancer de figado, entre outras doencas (KONALIEVA &
PLOTKIN, 2006).

O enxofre é um elemento essencial em funcgdes fisiolégicas normais e estd presente em
aminodcidos, proteinas, enzimas e micronutrientes. O suprimento das necessidades nutricionais desse
elemento na dieta humana é dado pelo consumo de alimentos, como vegetais, frutas e laticinios
(NOGUEIRA, 2004).

Ha diversas reacOes que podem ser realizadas in vitro que imitam as reagdes que ocorrem ho
metabolismo in vivo e uma destas reacdes, imitando sistemas bioldgicos, € realizada com compostos
contendo grupamento SH. Nao obstante, existem diferentes tipos de reagdes que podem ocorrer com
estes compostos e, dentre elas, estd a reacdo de adi¢do 1,4 de tidis a compostos carbonilicos a,f3-

insaturados (SHONO et al., 1978).
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Estas reacdes sdo também importantes em sistemas biolégicos, pois nos organismos vivos se
encontram varios compostos carbonilicos a,B-insaturados, que podem atuar como aceptores de
Michel. Além disso, reacdes de adicdo sdo consideradas verdes, pois possuem elevada eficiéncia
atdmica, i.e., alta incorporacdo dos 4dtomos dos reagentes no produto final (LENARDAO et al.,
2003).

Todavia, alguns aspectos devem ser levados em consideragdo para se obter uma “sintese ideal”.

Abaixo estdo apresentados alguns pontos que podem ser considerados fundamentais.

1. Ter rendimento total elevado;
2. Utilizar material de partida de baixo custo e disponivel em grandes quantidades

(carboidratos, terpenos, aminodcidos, intermedidrios abundantes oriundos das industrias de quimica

fina, etc);
3. Ser operacionalmente simples;
4. Ter etapas envolvendo multicomponentes;
5. Ser segura e sem subprodutos agressivos ao meio ambiente.

A eficiéncia em uma sintese estd baseada na importincia de se formarem ligagdes C-C ou na
possibilidade de formarem anéis, e envolve os seguintes aspectos: nimero de reagdes/etapas,

rendimento global, reagentes, rendimentos individuais, matérias-primas e condi¢des experimentais

(CORREIA et al., 2002).

3.5 Quimica Verde

A Quimica Verde pode ser definida como o desenho, desenvolvimento e implementacdo de
produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou geracdo de substincias nocivas a
satide humana e ao ambiente (ANASTAS ef al., 1996; LENARDAO er al., 2003). Este conceito, que
pode também ser atribuido a “tecnologia limpa”, ja é relativamente comum em aplica¢des industriais,
especialmente em paises com inddstria quimica bastante desenvolvida e que apresentam controle
rigoroso na emissdo de poluentes. O conceito de Quimica Verde vem, gradativamente, sendo
incorporado ao meio académico, no ensino e pesquisa.

A partir da década de 90, surgiram novas metodologias com enfoque na Quimica Verde, que

eliminam ou diminuem a utilizacdo de substancias que sdo nocivas a saide humana e ao meio
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ambiente (ANASTAS et al., 1994). Nesta linha, novos estudos estdo sendo realizados buscando
contemplar alguns principios da Quimica Verde, como por exemplo: reacdes em meio livre de
solvente (TANAKA et al., 2000); utilizagao de solventes alternativos e sistemas cataliticos bifasicos;
uso de fluidos supercriticos (JESSOP et al., 1999); utilizacdo de matérias-primas supercriticas (LIU
et al., 2006), como por exemplo, a utilizacdo de citronelal (JACOB et al., 2003) e; o uso de liquidos
idnicos (WELTON et al., 1999).

Alguns autores procuraram definir os principais pontos ou os principios elementares da Quimica
verde. Basicamente, hd doze topicos que precisam ser buscados quando se pretende implementar a

Quimica Verde, os quais sdo citados a seguir (ANASTAS & WARNER, 1998):

Prevencao;

Economia de atomos;

Sintese de produtos menos toxicos;

Sintese mais segura;

Solventes e auxiliares mais seguros;
Desenho para eficiéncia de energia;

Uso de fontes renovaveis de matéria-prima;

Reducdo de derivados;

A S N

Incentivo a utilizacao de catalisadores;
10. Desenho de produtos degradéveis;
11. Andlise do processo em tempo real;

12. Prevenc¢ao de acidentes.

No presente trabalho, buscou-se a utilizacdo de matéria-prima de fonte renovavel para a
preparacdo de um novo agente antimicrobiano, preparado através de uma rea¢do de adi¢do de
Michael. Neste sentido, com base nos principios da Quimica Verde mencionados hd pouco, a sintese
do3-(p-clorofenil)tio citronelal contempla os principios #2 e #7, que tratam, respectivamente da

eficiéncia atdmica e do uso de biomassa como matéria-prima.



4. Infra-estrutura utilizada

O trabalho foi realizado no Laboratério de Sintese Organica Limpa, do Instituto de Quimica e
Geociéncias, e no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustria/FAEM, ambos da Universidade Federal de Pelotas/RS.

A metodologia utilizada bem como os resultados desta pesquisa encontram-se descritos no

Capitulo 1.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial potential of the compound 3-(p-
chlorophenyl)thio citronellal against bacteria of importance in foods. In order to observe the
antimicrobial activity of 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal and to verify that the addition of thiol
enhances the bioactivity of citral, through qualitative and quantitative study, we compared the
antibacterial activity of citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal. Analysis was
performed by scanning electron microscopy of cells exposed to the compounds in order to infer the
possible mechanism of action and observe the behavior of Gram-positive bacteria (L.
monocytogenes) and Gram-negative bacteria (P. fluorescens), and check if there are changes in the
target cell when citral was modified. From the results of qualitative tests, all bacteria tested were
potentially susceptible to the compounds tested, which have antibacterial action, however,
quantitative analysis showed that the Gram-positive bacteria are most susceptible. The kinetic curve
action cell death demonstrated that for both L. monocytogenes to as P. fluorescens occurs
significantly faster when treated with 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal, however, when comparing
the time of cell death from Gram-positive and Gram-negative bacteria, L. monocytogenes was more
sensitive to the compounds. Furthermore, the minimal inhibitory concentration for the 3-(p-
chlorophenyl)thio citronellal carries antibacterial activity was 100 fold lower compared to the
precursor citral. The scanning electron microscopy allowed to show morphological changes in cells
treated with the compounds. Apparently, the addition of the thiol molecule citral does not change its
cellular target, however, possibly the cellular target of citral, 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal and
(R)-citronellal is different in Gram-positive and Gram negative. It was concluded that the addition of
thiol enhances the bioactivity of citral against Gram-negative and Gram-positive functionalizing this
molecule, making a compound having potent bactericidal activity, low toxicity, which can be used in

foods.

1. Introduction

Toxicological studies suggest that determined concentrations of synthetic preservatives and their

continued use, can be potentially toxic and have carcinogenic effects, in addition, the micro-

organisms can acquire resistance to these drugs (MPOUNTOUKAS et al., 2008). Consequently,



34

many studies have been directed in order to find natural compounds with antimicrobial activity, to
replace the synthetic preservatives.

In recent decades, the exploring about the possible applications of organochalcogens compounds
in the area of food science and technology, has become to prominence, since these compounds are
very attractive compounds because the large spectrum of biological activity including antioxidant,
anticancer, antimicrobial, antiviral, antidepressant-like, anti-ulcer, neuroprotetor, antinociceptive and
antiinflammatory properties (MPOUNTOUKAS et al., 2008), a lot essential oils derived from plants
have already proven antimicrobial activity against many bacteria, yeasts and filamentous fungi
(ARWEILER et al., 2000; FINE et al., 2000; PAN et al., 2000; CLAFFEY, 2003; SEYMOUR, 2003;
BENKEBLIA, 2004; ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006; NUNES et al., 2006;
HAWSER et al., 2011).

However, due to the fact that essential oils and their derivatives are very volatile substances, it is
difficult to direct their application in foods, since it interferes with the sensory characteristics of food.
Therefore, in order to enhance the antimicrobial activity of these compounds and reduce its volatility,
our research group has been developing studies about the chemical modification of some constituents
of these oils, by the addition of organochalcogens, usually selenium and sulfur, obtaining novel
molecules with potential application in foods. In addition, based on the principles of green chemistry,
our work aimed to develop more economical and efficient methods to synthesize these substances.

Recently, in a work developed by our research group, Lenardao et al. (2007) studied the synthesis
of thioorganyl aldehydes, among them the aldehyde citral, major component of the essential oil of
Cymbopogon citratus. One of the synthesized product obtained was the 3-(p-chlorophenyl)thio
citronellal, obtained by a Michaels addition reaction (Figure 1)) (LENARDAO et al., 2007).

0 2= CICgH,S 0
. /©/5H KF/alumina (50%)
| o (1.9 h,70% |
citral (1) 3-(p-chlorophenylithio citronellal (2)

Figure 1: Synthesis of 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal

Lenardao et al. (2007) after qualitative tests, observed that Staphylococcus aureus, an important
foodborne pathogen, is potentially sensitive to 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal. However, few

studies have been conducted about the bioactivity of this compound. Moreover, its mechanism of
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action is not well comprehended, fact common in most of the research related to bioactivity of
essential oils (LAMBERT et al., 2001; SOUZA et al., 2010).

After observing the potential application of 3-(p-chlorophenil)thio citronellal, this study had as
objective to continue the studies about the bioactivity of this compound. In order to verify if the
addition of thiol enhances the antibacterial activity of citral, through qualitative and quantitative
study will be compared the bioactivity of citral, 3-(p-chlorophenil)thio citronellal and (R)-citronellal
(a structure analogous to the compound modified) (Figure 2). For this purpose, we used as evaluation
parameters the agar diffusion test, minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (MBC) and arbitrary units (AU) against Gram-positive and Gram-negative pathogenic
and spoilage bacteria of importance in foods. Moreover, bacterial cells treated with the compounds
were analyzed by scanning electron microscopy in order to infer a possible mechanism of action and
observe the behavior of Gram-positive and Gram-negative against these compounds, also to checking
for a change in cellular target when citral is modified, were then used as pattern cells L.
monocytogenes, a Gram-positive pathogenic bacteria in food, and P. fluorescens, a Gram-negative

food spoilage bacteria.

'311 P CICgH,S . 0
S H H

citral (1) - (p-chloraphenylithio citronellal @) (R)-citronellal (3)

Figure 2: Chemical structure of the tested compounds.
2. Material and methods

In this study we used citral obtained commercially and (R)-citronellal extracted essential oil

Cymbopogon nardus.
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2.1 Synthesis of 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal

The synthesis of 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal was performed according to the methodology
developed by our research group (LENARDAO et al., 2007). KF/Al,0; 50% was added at room
temperature to a mixture of citral (1 mmol) and p-chlorothiophenol (1.2 mmol), the whole mixture
was stirred for 1 min and then irradiated with microwaves for 6 min. The product was purified by

column chromatography over silica gel eluting with hexane/acetate (97:3)

2.2 Bioassay

2.2.1 Antimicrobial activity assay using the agar diffusion method

As a qualitative test to evaluate the antimicrobial activity of the compounds, the agar diffusion
method by Clinical and Laboratory Standards Institute - NCCLS (2005) was employed with some
modifications and was prepared discs of paper filter of 6mm diameter containing 20uL of compound
to be tested. The antimicrobial activity of citral, 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal and (R)-citronellal
was tested in triplicate against the pathogenic bacteria, Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Shigella dysenteriae (ATCC 4002), Escherichia coli (ATCC 11775), Salmonella Typhymurium
(ATCC 1408) and Staphylococcus aureus (FRI 326) and spoilage bacteria, Pseudomonas fluorescens
(INCQS 00077) provided from bank strains of Foundation Oswaldo Cruz. This stage was performed
in the Laboratory of Food Microbiology, on Department of Science and Agro-Technology of Federal
University of Pelotas/RS, Brazil.

The cellular concentrations of bacterial cultures were standardized to a cell density of 1.5x10°

CFU.mL" (0.5 McFarland).

2.2.2 Measurement of arbitrary units of antimicrobial activity

Antimicrobial activity of the compounds was determined as described elsewhere (MOTTA &
BRANDELLI, 2002). An aliquot of 20uL. was applied to discs (6mm) on Muller Hinton agar plates
previously inoculated with a swab submerged in corresponding to a 0.5 McFarland turbidity standard
solution, using the same cultures cited above. Plates were incubated at the optimal temperature for
the test organism. The antimicrobial activity titer was determined by the serial twofold dilution

method previously described by Mayr-Harting (1972). Activity was defined as the reciprocal of the
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dilution after the last serial dilution that resulted in an inhibition zone and expressed as arbitrary units
(AU) per milliliter. The AU.mL" in each experiment was determined against the respective indicator
strain. Was used a start concentration of 13mM of citral, 13mM to (R)-citronellal and 7mM to 3-(p-

chlorophenyl)thio citronellal.

2.2.3 Minimum inhibitory concentration assay

The minimum inhibitory concentration was determined using the broth microdilution method,
according to NCCLS (2005), with a slight modification. A series of two-fold dilutions of each
compound, ranging from 13mM of citral, 13mM of (R)-citronellal and 7mM of 3-(p-
chlorophenyl)thio citronellal, were added in tryptic soy broth supplemented with 0.6% of yeast
extract (TSB-YE). The culture concentrations were adjusted to 1.5x10® CFU.mL"' (0.5 McFarland).
In a microdilution plate was added 100uL of inoculum with 100uL of dilution of each compound to
be tested and incubated at 37 °C for 24h. After incubation, 10uL of 3% of resazurin solution was
added in each dilution, and the microdilution plate were incubated against at 37 °C/30min. Resazurin
is an oxidation-reduction indicator and has been used to assess viability and bacterial contamination,
as well as to test antimicrobial activity (SMITH & TOWSEND, 1999). It was used as positive
control only the inoculum and inoculation with the solvent dimethylsulfoxide (DMSO) and used as
negative controls only TSB-YE and TSB-YE with DMSO. The minimum inhibitory concentration
(MIC) of an antimicrobial agent is defined as the lowest concentration of the compound resulting in

no visible growth after 24h of incubation.

2.2.4 Minimum bactericidal concentration

The determination of minimum bactericidal concentration was performed by sowing a rate of
100puL of each well that did not present visible growth in another microplate containing 100uL of
TSB-YE sterile. Were used as positive control inoculum and inoculum only with dimethyl sulfoxide
(solvent of the compound) and were used as negative control only TSB-YE and TSB-YE with
dimethylsulfoxide. The microplate was incubated at 37 °C during 24h. The lowest dilution where
didn’t growth was considered as the minimum bactericidal concentration. It was used start
concentrations of 13mM of citral, 13mM of (R)-citronellal and 7mM of 3-(p-chlorophenyl)thio

citronellal.
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2.2.5 Kinetic action of the compounds against L. monocytogenes and P. fluorescens

To evaluate the kinetics of action of the compounds against Gram-positive and Gram- negative
bacteria in a test tube was added 2 mL of inoculum at a concentration of 10° CFU.mL" with 100pL
of antimicrobial solution in a concentration of 0,21mM of 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal against L
.monocytogenes, 0,42mM of 3-(p-chlorophenyl)thio citronellal against P. fluorescens and 1,6mM of
citral and (R)-citronellal against both bacteria (the used concentrations were the value of MIC); the
CFU.mL"! was determined after 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 90, 100 and 120 minutes of
incubation at 37 °C. At each time the CFU.mL" was made in triplicate and decimal dilutions were
performed until 10°® CFU.mL"'. The CFU.mL"' was made by adding 20uL of each dilution on plates
of Tripticase Soy agar (TSA), incubated at 37 °C during 24h and after this time the colonies were

counted.

2.2.6 Scanning electron microscopy (SEM)

To evaluate the possible mechanism of action of the compounds against Gram-positive and Gram-
negative bacteria, was used planktonics cells of L. monocytogenes and P. fluorescens treated with
citral, 3-(p-chlorophenil)thio citronellal and (R)-citronellal a control treated with vehicle of the
compounds (DMSO). An aliquot of 2mL of inoculum was standardized to a 0.5 McFarland scale.
After that, was added to inoculum 13mM of citral, 13mM to R-citronelal and 7mM to 3-(p-
chlorophenil)thio citronellal against L. monocytogenes and P. fluorescens, the tubes were incubated
at 37°C for one hour (time and temperature required for cell death occurs after construction pre-
defined kinetic curve of action of compounds). The suspension was centrifuged (3000xg, 15min) and
to scanning electron microscopy the cell suspensions quire fixed with 2% glutaraldehyde in NA-
cacodylate buffer (100mM pH 7.1). The cells were pelleted, washed to remove glutaraldehyde and
suspended in the same buffer. A drop from each suspension was transferred to a poly-L-lysine-treated
silicon wafer chips, which were kept for 30min in a hydrated chamber for the cells to adhere. The
attached cells were post fixed by immersing the chips in 1% osmium tetroxid (OsOy) in cacodylate
buffer for 30min, rinsed in the same buffer and dehydrated in ethanol in ascending concentrations
(%) of 50, 70, 95 (2x) and 100 (2x), for 10min each. The chips were mounted on aluminum stubs and
coated with gold in a sutter coater (Emitech K5550, Ashford, Kend, england). The chips were viewed



39

at 15 kV accelerating voltage in a scanning electron microscope (Jeol® JSM-6060)

(KALCHAYANAND et al., 2004).
2.2.7 Toxicity in vitro

Hepatic 6-Ala-D activities were used to evaluate the hepatotoxicity of 3-(p-chlorophenil)thio
citronellal; this was assayed according to the method of Sassa (1982) by measuring the rate of
product (porphobilinogen) formation, except that 84 mM PBS (pH 6.4) and 2.5 mM aminolevulinic
acid were used. J-Ala-D is a sulfhydryl-containing enzyme and numerous metals and other
compounds that oxidized sulthydryl groups modified its activity. This way, this reaction is linked to
situations associated with oxidative stress. All experiments were conducted after 10min of pre-
incubation, i.e., the reaction was started 10min after the addition of the enzyme preparation by adding
the substrate. The samples were incubated for 30min at 37°C. The reaction product was determined
using modified Ehrlich’s reagent at 555nm, with a molar absorption coefficient of 6.1x10* cm™ M™

for the Ehrlich-porphobilinogen salt.
2.2.8 Evaluation of changes in Optical Density (OD)

To measure the rate of biomass of L. monocytogenes and P. fluorescens as time exposure front of
citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenil)thio citronellal, an overnight culture was obtained in

TSB-YE medium at 37°C for 18h. A dose-response curve was determined using 13mM de citral,
8
13mM to (R)-citronelal and 7mM to 3-(p-chlorophenil)thio citronellal and an initial inoculum of 10

-1
CFU. mL . The viable cell counts and OD at 600 nm were determined after O, 5, 10, 15, 20, 30, 40,
50, 60, 80, 100 and 120min of incubation at 37°C. Each experiment was performed in triplicate, and

as positive control inoculum was used without addition of the antimicrobial compound.
2.3 Statistical Analysis

Experimental results were given as mean + standard deviation (SD) and were analyzed by one-
way ANOVA, followed by the Newman—Keuls multiple comparison test when appropriate.
Differences between groups were considered significant when p < 0.05. All tests were performed at

least three times in duplicate.
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3. Results and discussion

3. 1 Susceptibility of microorganisms to the compounds evaluated

The bioactivity in vitro of citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenil)thio citronellal against
bacteria with importance in foods, was evaluated qualitatively and quantitatively from the presence
or absence of inhibition zones (Table 1), Minimum Inhibitory Concentration assay (MIC), Minimum
Bactericidal Concentration assay (MBC) and determination of Arbitrary Units (AU) (Table 2).

The agar diffusion method, used to determine whether the compounds had antibacterial activity,
showed that all microbial species studied shown to be potentially sensitive to the compounds
evaluated, with the average of inhibition diameters remained between 14.7£1.2mm and
39.33+0.67mm in diameter (Table 1). The compounds were tested in the initial concentration of

2mg.mL" in triplicate.

Table 1. Antimicrobial activity of citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenil)thio citronellal by

the agar diffusion method

Inhibition zone (mm)

S. Typhimurium S. aureus S. dysenteriae L. monocytogenes E. coli P. fluorescens
1* 34712 347 £0.67 353+0.34 343+ 09 33.7+13 25.3+£0.7
2k 19.0£0.6 18.7 £0.7 20.3 £1.5 203 +£0.9 24.7£0.7 147+ 1.2
Jewn 35.7+£0.6 40+0.0 39+£0.6 39.0+£0.5 39.3+0.7 31.0£1.0
1*:citral 2%%: (R)-citronellal 3*#*: 3-(p-chlorophenil)thio citronellal

Each value is expressed as mean + SEM(n = 3).

In the Table 1 it is observed that citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenil)thio citronellal were
effective against a wide range of bacteria, inhibiting Gram-positive and Gram-negative bacteria.
These results are consistent with other studies made by our research group, proving that compounds

derived from the chemical modification of components of essential oils of plant and its
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organochalcogens derivatives have potential for use as preservatives in foods and could be an
alternative to replace chemical preservatives, which are often effective against only some species
and therefore have low action spectrum (VICTORIA et al, 2009).

After comparison from the measurement of the inhibition zones of the sensitivity of bacteria when
treated compared to citral and (R)-citronellal, it is observed that the average size of the halos were
significantly higher compared to the citral. This result by der explained by the presence of a double
bond in the chemical structure of citral, causing possibly citral is more reactive.

The MIC values demonstrate that the Gram-positive bacteria (L. monocytogenes and S. aureus)
are more susceptible to inhibition by the compounds analyzed, than Gram-negative bacteria (S.
typhymurium, S. dysenteriae, E. coli and P. fluorescens). The MIC to 3-(p-chlorophenil)thio
citronellal against Gram-positive bacteria was 2,ImM while for Gram-negative was 4,2mM.
Moreover, the MIC of the 3-(p-chlorophenil)thio citronellal against L. monocytogenes and P.
fluorescens was almost 100 times lower than the MIC of citral and (R)-citronellal against both

bacteria.

Table 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) (mM), Minimum bactericidal concentration
MBC (mM) and Arbitrary units (AU) (AU.mL'l) of citral, (R)-citronelall and 3-(p-chlorophenil)thio

citronellal against bacteria of importance in food

S. Typhymurium S. aureus S. dysenteriae L. monocytogenes E. coli P. fluorescens
MIC  MBC AU MIC  MBC AU MIC  MBC AU MIC  MBC AU | MIC MBC AU MIC  MBC AU
1* 16 42 20480 16 42 20480 16 16 1280 16 33 20480 16 16 1280 16 33 20480
2%k 16 42 20480 16 42 20480 16 16 1280 16 33 20480 16 16 1280 16 33 20480
3**
42 2.1 5120 2.1 2.1 5120 42 42 2560 2.1 2.1 5120 42 42 2560 42 42 5120
1*:citral 2%%: (R)-citronellal 3##%: 3-(p-chlorophenil) thio citronellal

The MBC results of the compounds in the bacteria tested revealed that these substances have a
bactericidal effect.

The minimum inhibitory concentration, showed that the addition of thiol in the molecule of citral,
potentiates its inhibitory activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria (Figure 3), since
there is a statistically significant difference in MIC values between the 3-(p-chlorophenil)thio
citronellal and unsubstituted aldehydes. There was also no significant difference in MICs of citral and

(R)-citronellal.
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Figure 3: Minimum Inhbitory concentration of compounds on (A) Listeria monocytogenes and (B) Pseudomonas
fluorescens.Each value is expressed as mean £ SEM(n = 3). Asterisks represent significant effect (***p< 0.05) between

the tested compounds.

Additionally to mechanism of action of aldehydes, which is the formation of hydroxymethyl
derived, the increasing on the bioactivity of aldehyde citral after addition of sulfur in the molecule,
can be explained by the interaction of sulfur and sulfur amino acids that compose the bacterial cell
wall or membrane forming disulfide bonds: possibly the 3-(p-chlorophenil)thio citronellal can
destabilize the bacterial membrane or wall more easily than the unsubstituted citral (SHAPIRO,

1996).

3.2 Kinetics action of compounds derived from essential oil of Cymbopogon citratus

The kinetics action of citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenil)thio citronellal , was evaluated
against L. monocytogenes and P. fluorescens. The Figures 4 and 5 demonstrates graphically the
number of CFU.mL" as the exposure time of L. monocytogenes and P. fluorescens, respectively,

when in contact with the antimicrobial compounds.
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Figure 4: Inactivation kinetics of compounds on Listeria monocytogenes. Each value is expressed as mean + SEM (n
= 3). Asterisks represent significant effect (*p< 0.05) as compared with the respective control (C) without compound.
Small letters (a) represent significant effect (p< 0.05) as compared with 3-(p-chlorophenil)thio citronellal and (b)

represent significant effect (R)-citronellal (p< 0.05) as compared with by Newman-Keuls multiple range test’s.
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Figure 5: Inactivation kinetics of compounds on P. fluorescens. Each value is expressed as mean £ SEM (n = 3).
Asterisks represent significant effect (*p< 0.05) as compared with the respective control (C) without compound. Small
letters represent significant effect (p< 0.05) as compared with 3-(p-chlorophenil)thio citronellal and represent significant

as compared with by Newman-Keuls multiple range test’s.
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Based on Figure 4, it is possible observe that the number of viable cells decreased proportionally
with the exposition time to drugs. In the first Smin that bacterial cells come into contact with the
compounds, there was significant reduction in the number of CFU.mL", reducing a log cycle.
However, the time required for total death of microbial cells was statistically different among the
compounds evaluated in time.

For the kinetic action of the compounds against L. monocytogenes, it was observed that cell death
occurred more rapidly when cells were treated with the 3-(p-chlorophenil)thio citronellal, where after
15min of contact with the antimicrobial suspension there is not cell count. When the cells were treated
with citral and (R)-citronellal, it was necessary 40 and 50min respectively, for cell death occur. In
addition all the tested compounds presented significant effect on decreased the number of viable cells
since the compounds were statistically different from control. For P. fluorescens (Figure 5) the cell
death also, occurred more quickly when treated with the 3-(p-chlorophenil)thio citronellal, where
after 50min of contact with the antimicrobial suspension there is no cell count.Already when the cells
were treated with citral and (R)-citronellal, was necessary 80min for the cell death. The compounds
were also statistically different from control.

These results shows that citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenil)thio citronellal have potential
antibacterial action and that the addition of thiol potentiated the antimicrobial activity of citral
against L. monocytogenes and P. fluorescens.

We evaluated the optical density of samples after time of exposure to compounds derived from
essential oils and there were no significant changes in optical density values as logarithmic reduction
in the number of CFU.mL™" of both bacteria.

However, after comparing the time required to the cell death between L. monocytogenes and P.
fluorescens, it is observed that in all treatments, cell death occurred faster in L. monocytogenes

(Figure 6).
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Figure 6: Time to cell death of P.fluorescens and L. monocytogenes after exposition to citral, (R)-citronellal and 3-(p-

chlorophenil)thio citronellal

Bassolé et al. (2011) and Naik et al. (2010) studied the antimicrobial activity of essential oil of C.
citratus against a range of bacteria important in foods and both studies found that P. aeruginosa, a
Gram-negative bacteria, was potentially oil-resistant. This result may be related to the presence of
the outer membrane of Gram-negative, since the compounds derived from essential oil of C. citratus
are hydrophobic, having affinity for the bacterial cell wall lipids.The presence of outer membrane
makes the structure of these micro-organisms less permeable and therefore more resistant to physical
and chemical agents (SMITH-PALMER, STEWART & FYFE, 1998; KNOBLOCH et al., 1986.;
OOSTERHAVEN et al., 1995.; GUSTAFSON et al., 1998;. HELANDER et al., 1998;. COX et al.,
2000;. LAMBERT et al., 2001;. SKANDAMIS et al., 2001).

Our results are in agreement with other studies, which show that Gram-positive bacteria are more
sensitive to essential oils when compared to Gram-negative (FARAG et al, 1989; THOROSKI et al,
1989; COSENTINO et al, 1999; DORMAN & DEANS, 2000; JULIANO et al, 2000; LAMBERT et
al., 2001).
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3.3 Morphology of L. monocytogenes and P. fluorescens cells after exposure to compounds

Based on the reduction observed in the number of viable cells of L. monocytogenes and P.

fluorescens after addition of antimicrobial compounds, through analysis of scanning electron

microscopy (SEM), we compared the morphology of cells treated with citral, (R)-citronellal and 3-(p-

chlorophenil)thio citronellal, utilizing as control, cells not treated with the compounds (Figures 7 and
8).

18kU

1mm

1rrmn

Figure 7: Morphological analysis of L. monocytogenes by scanning electron microscopy (A) Morphology of L.

monocytogenes cells not treated with the compounds. (B) L. monocytogenes cells treated with citral. (C) L.

monocytogenes cells treated with (R)-citronellal. (D) L. monocytogenes cells treated 3-(p-chlorophenil)thio citronellal.
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Figure 8: Morphological analysis of P. fluorescens by scanning electron microscopy (A) Morphology of  P.
fluorescens cells not treated with the compounds. (B) P. fluorescens cells treated with citral. (C) P. fluorescens cells

treated with (R)-citronellal. (D) P. fluorescens cells treated 3-(p-chlorophenil)thio citronellal.

After comparing the morphology of the P. fluorescens cells not treated with those treated with
the compounds, in all treatments were observed evident cellular changes, occurring cell lysis and
pore formation in the wall of the bacterium, with total cell destruction. Tyagi and Malik (2010)
studied the morphological changes of P. fluorescens when treated with the essential oil of C. citratus
and also observed complete deformation of cells and loss of intracellular material.

From the results found in the SEM analysis in our study, based on the changes in the wall of the
bacteria, it is believed that these compounds may act in preventing the binding of the portion of the
tetrapeptide N-acetyl muramic acid (NAM), so with the biosynthesis blocked, the result is the

formation of a defective wall.
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In contrast to the morphological changes caused by the action of the compounds in P. fluorescens
cells, were observed small apparent morphological changes in L. monocytogenes. In just a few points
there was formation of pores in the cell wall of the pathogen and apparently there may be loss of
intracellular material or some kind of secretion from cells. Rasooli et al. (2006) analyzed by
transmission electron microscopy the morphological changes in L. monocytogenes cells treated with
essential oil of thyme, and observed that the cells had reduced size being closer to each other also had
small buds on the cell wall, similar was found in our study.

Our results concerning the kinetics of action of compounds against L. monocytogenes (Fig. 4),
demonstrated that in few minutes of contact with the antimicrobial solution occurs the cell death,
however, is not possible to predict the mechanism of action of these compounds by SEM. Possibly
the mechanism of action against L. monocytogenes, is not related to cell wall biosynthesis.

In our study we observed that although the morphological changes are most apparent in cells of
P. fluorescens, cell death occurs more rapidly when the compounds are treated against L.
monocytogenes. So, despite the compounds having antimicrobial activity against P. fluorescens and
L. monocytogenes, possibly the cellular target is different in gram positive and gram negative. Other
studies will be conducted to better understand these results.

Studies report that the possible mechanisms of action of essential oils and their components are
degradation of the cell wall, cytoplasmic membrane damage, damage to membrane proteins, leakage
of intracellular content, coagulation of the cytoplasm and/or depletion of proton motive force
(SKANDAMIS et al., 2001; CARSON et al., 2002).

No significant differences were observed between cells treated with the organo-sulfur 3-(p-
chlorophenil)thio citronellal and their precursors, citral and (R)-citronellal., which suggests that the
mechanism of action is very similar.

Based on the antimicrobial activity presented by the 3-(p-chlorophenil)thio citronellal we have
studied the hepatotoxic effects of this compound thinking in a future application on food. The results

of this assay are presented in Figure 9.
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Figure 9: Effect of 3-(p-chlorophenil)thio citronellal on the liver J-Ala-D activity.

Analyzing to Figure 9, it can be seen that there is no activity hepatoenzyme d-Ala-D activity at
concentrations of 10, 50, 100 and 500 uM of 3-(p-chlorophenil)thio citronellal , therefore, this

compound in the tested concentrations did not exert any toxic effects.

4, Conclusion

It can be concluded that citral, (R)-citronellal and 3-(p-chlorophenil)thio citronellal, even at low
concentrations, have bactericidal effect, causing different morphological changes in Gram-positive
and Gram-negative bacteria, therefore, are potential antimicrobial agents against some bacteria
important in foods. We also conclude, after qualitative and quantitative analysis on the bioactivity of
these compounds, that the addition of the thiol molecule to citral has potentialized its antimicrobial
activity.

This way, our results contribute significantly to advances in the knowledge about the bioactivity
of essential oils and chemical modification products for use as antibacterial.

Continuing our studies, other research are being conducted to understand, through analysis of
genomics and proteomics, how changes are caused in bacterial cells when exposed to these

molecules, so showing the main cellular targets of these new antimicrobial agents.
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5.  Consideracoes finais e perspectivas

Com os resultados deste estudo, pode-se contribuir para os avangos na drea de modificacdo
quimica de Oleos essenciais para uso como antibacterianos, auxiliando na compreensdo do
mecanismo de acdo destes novos agentes, uma vez que apenas sugestdes acerca do seu modo de acdo
tém sido propostas.

A interacdo atual entre o Laboratério de Microbiologia de Alimentos e o Laboratério de Sinese
de Organica Limpa, é de grande importancia, pois ambas as partes t€m interesses mutuos em
desenvolver novos compostos bioativos com potencial uso em alimentos, uma vez que as doencas
transmitidas por alimentos s@o um problema de satde publica. O desenvolvimento deste trabalho
contribuiu para a consolida¢do da linha de pesquisa em modificagdo quimica de 6leos essenciais para
uso em alimentos.

Concluiu-se nessa pesquisa que citral, (R)-citronelal e 3-(p-clorofenil)tio citronelal, mesmo em
pequenas concentragdes, sdo potenciais antimicrobianos com efeito bactericida frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas patogénicas e deteriorantes com importancia em alimentos. Além
disso, nossos resultados comprovaram que a adi¢do de tiol na molécula de citral potencializa sua
bioatividade, funcionalizando esta molécula, sendo nescessdria uma concentracdo quase 100 vezes
menor para exercer seu efeito bactericida quando comparado ao citral precursor.

Dando continuidade aos nossos estudos, outros trabalhos serfdo realizados a fim de melhor
compreender, através de andlise gendmica e protedOmica, quais alteragdes sdo causadas nas células
bacterianas quando em contato com estas moléculas, evidenciando os principais alvos celulares

destes novos agentes antimicrobianos.
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