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Carvalho R. I. Influéncia dos componentes da matriz alimentar e do pH do meio sobre o
efeito inibitério do carvacrol frete Salmonella Typhimurium PT4 e Escherichia coli
O157H:7. 2017. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia da Nutri¢do), Universidade Federal
da Paraiba, Jodo Pessoa. Orientador: Profa. Marciane Magnani.

RESUMO

O controle do crescimento microbiano dos alimentos é alcangado, principalmente, por meio
do emprego de conservantes quimicos. Entretanto, tem sido relatado que estes agentes podem
ser toxicos a0 homem e ao meio ambiente, e seu uso tem sido cada vez mais limitado. O
carvacrol (CAR) é um monoterpeno fendlico naturalmente derivado de plantas, com
reconhecida atividade antimicrobiana frente patégenos de origem alimentar, tais como
Salmonella Typhimurium PT4 e Escherichia coli O157H:7. A utilizagdo do CAR como
antibacteriano em alimentos tem sido considerada uma alternativa viavel, devido ao seu forte
efeito inibitorio mesmo em baixas concentragdes. Sabe-se que composicdo da matriz
alimentar e as condi¢cGes do meio podem influenciar na atividade de Gleos essenciais, porém
pouco € sabido sobre os efeitos dos componentes da matriz e do pH sobre a eficicia
antimicrobiana do CAR. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de verificar os
efeitos da concentracdo de proteinas (PTN) e lipidios (LIP) e do pH, bem como o efeito da
interacdo destes pardmetros sobre a atividade inibitoria do CAR frente Salmonella
Typhimurium PT4 e Escherichia coli O157:H7. Para mensurar estes efeitos, a concentragao
inibitéria minima (CIM) do CAR, a taxa de crescimento maximo especifico (umax) e a
duracdo da fase lag (1) das cepas teste durante exposicdo ao CAR foram determinadas em
meios de cultivo experimentais, com concentracfes distintas de PTN (4,0 g/100 mL, 6,0
g/100 mL e 8,0 g/100 mL), LIP (3,75 ¢g/100 mL, 5,0 g/100 mL e 6,25 mL/100 mL) e
diferentes valores de pH (5,0, 5,5 e 6,0). A contagem de células viaveis ao longo de 24 h, nos
meios de cultivo que promoveram a maior e a menor umax, também foi avaliada. O valor da
CIM do CAR contra S. Typhimurium PT4 e E. coli O157:H7, nos meios de cultivo ensaiados,
foi até quatro vezes superior (4,8 ou 9,6 uL/mL) aquele obtido nos ensaios com meio
laboratorial (0,6 uL/mL). A concentracdo de PTN, nas condicGes experimentais avaliadas, ndo
afetou (p > 0,05) o efeito inibitorio do CAR frente as cepas teste. A eficacia antimicrobiana
do CAR a 2,4 ou 4,8 uL./mL frente as cepas estudadas foi afetada (p < 0,05) pela concentracéo
de LIP e valor de pH e, principalmente, pela interacdo LIP-pH. O aumento da concentracdo de
LIP em conjunto com o aumento do pH, aumentou a eficacia antibacteriana do CAR,
independentemente da concentracdo testada (2,4 ou 4,8 puL/mL). O CAR, em ambas as
concentracdes ensaiadas, ndo inibiu o crescimento de S. Typhimurium PT4 e E. coli O157:H7
nos meios de cultivo experimentais que promoveram a maior umax das cepas teste. Em
contrapartida, nos meios de cultivo correspondentes a menor umax das cepas teste, 0 CAR
apresentou efeitos bacteriostaticos contra S. Typhimurium PT4 e reduziu (p < 0,05) as
contagens de células viaveis de E. coli O157:H7 ao longo do intervalo de tempo monitorado.
Estes resultados mostram que a concentracdo de LIP, o pH e a interacdo da concentracao de
LIP com o pH podem influenciar na atividade antibacteriana do CAR frente patdgenos de
origem alimentar e sugerem que a concentracdo de CAR utilizada em matrizes alimentares
deve ser cautelosamente avaliada para o alcance da eficicia antibacteriana desejada.

Palavras-chave: Salmonella, Escherichia coli, carvacrol, eficacia antimicrobiana.



Carvalho R. I. Influence of the food matrix components and pH on inhibitory effects of
carvacrol against Salmonella Typhimurium PT4 and Escherichia coli O157H:7. 2017. 70 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia da Nutricdo), Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa. Orientadora: Profa. Marciane Magnani.

ABSTRACT

The control of microbial growth in food is mainly achieved through the use of chemical
preservatives. However, it has been reported that these agents could be toxic to humans and
the environment, and their use has been increasingly limited. Carvacrol (CAR) is a phenolic
monoterpene derived from plants with recognized antimicrobial activity against foodborne
pathogens, such as Salmonella Typhimurium PT4 and Escherichia coli O157H: 7. The use of
CAR as antibacterial in foods has been related as a viable alternative because its strong
inhibitory effect at low concentrations when compared with other phenolic compounds. It is
well-known that the composition of the food matrix, as well as the environmental conditions
may influence on the activity of essential oil that possess CAR as the major constituent,
however, a little is known regarding the effects of the food constituents and pH on the
antimicrobial efficacy of CAR. This study was performed to assess the effects of proteins
(PTN), lipids (LIP) and pH, as well as the interaction of these parameters on the inhibitory
activity of CAR against S. Typhimurium PT4 and Escherichia coli O157:H7. To measure
these effects, the minimum inhibitory concentration (MIC) of CAR, the specific maximum
growth rate (umax) and duration of the lag (L) phase of the test strains when exposed to CAR
in experimental cultivation media containing different amounts of PTN (4.0 g/100 mL, 6.0
9/100 mL and 8.0 g/100 mL) and LIP (3.75 g/100 mL, 5.0 g/100 mL and 6.25 mL/100 mL) at
different pH values (5.0, 5.5 and 6.0) were determined. The viable cell counts of S.
Typhimurium PT4 and Escherichia coli O157:H7 when exposed to CAR in experimental
cultivation media that promoted the highest and the lowest umax were also monitored over
time. MIC values of CAR against S. Typhimurium PT4 and Escherichia coli O157:H7 in the
experimental cultivation media assayed was up to four-fold higher (4.8 or 9.6 uL/mL) than
those found in laboratory media (brain heart infusion broth (BHI 0.6 pL/mL). PTN
concentration did not affect (p > 0.05) the inhibitory effects of CAR under the tested
experimental conditions. The inhibitory effects of 2.4 or 4.8 of CAR uL/mL against both test
strains was affected (p < 0.05) by LIP and pH, and mostly by LIP-pH interaction. The
increase in LIP amounts followed by increase in pH values enhanced the inhibitory effects of
CAR regardless the tested CAR concentration (2.4 or 4.8 uL/mL). CAR at 2.4 or 4.8 uL/mL
failed to inhibit S. Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7 in experimental cultivation media
that promoted the highest umax of test strains. In experimental cultivation media where the
lowest wmax values were observed, CAR showed bacteriostatic effects against S.
Typhimurium PT4 and decreased the viable counts of E. coli O157:H7 over time. These
results show that LIP concentration, pH and the interaction of LIP-pH could affects the of
antibacterial activity CAR against foodborne pathogens, and suggest that the CAR
concentration used in foods should be cautiously evaluated to achieve the expected
antibacterial efficacy.

Key words: Salmonella, Escherichia coli, carvacrol, antimicrobial effectiveness
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1 INTRODUCAO

O controle do crescimento microbiano em alimentos é alcancado, principalmente, por
meio do emprego de conservantes quimicos. Entretanto, tem sido relatado que conservantes
sintéticos podem ser tdxicos ao homem e ao meio ambiente, e seu uso em alimentos tem sido
cada vez mais limitado (FALEIRO, 2011; CALO et al., 2015). Além disso, a utilizacdo
indiscriminada de agentes quimicos tem sido associada ao surgimento de cepas microbianas
patogénicas e deteriorantes progressivamente mais tolerantes a diferentes compostos
antimicrobianos (DE SOUZA et al., 2016).

Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de diversos constituintes, que
apresentam amplo espectro de acdo contra microrganismos contaminantes de interesse em
alimentos (CALO et al., 2015). A atividade antimicrobiana destas substancias é atribuida,
especialmente, ao seu constituinte majoritario, que pode representar até 80% na sua
composicdo quimica (VOON; BHAT; RUSUL, 2012; PRAKASH et al., 2015). Os OEs de
Origanum vulgare L. (orégano; OEOV) e O. scabrum L. (OEQOS) possuem o carvacrol (CAR)
como constituinte majoritario, que tem sido reconhecido como o principal agente ativo nestes
OEs frente microrganismos contaminantes de alimentos (ALIGIANNIS et al., 2001;
BARROS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2017).

O CAR é um monoterpeno fendlico que, devido a sua hidrofobicidade, atua na
bicamada lipidica da membrana celular bacteriana, aumentando sua permeabilidade seletiva e
causando a liberacdo de constituintes intracelulares vitais ou danos nos sistemas enzimaticos
celulares (TURINA et al., 2006; AIT-OUAZZOU et al., 2012; AIT-OUAZZOU et al., 2013).
“Geralmente Reconhecido como Seguro” (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA,
2013), em doses usualmente utilizadas em alimentos e bebidas, o CAR tem sido indicado
como uma alternativa viavel para uso em alimentos com base nas baixas concentracGes
necessarias para inibicdo bacteriana (SOUSA et al., 2012a). Ainda, é sabido que a exposi¢ao
ao CAR, em concentracbes subletais, ndo induz tolerancia frente aos processos
tradicionalmente empregados na conservacdo de alimentos, tais como aplicacdo de
temperatura moderada, pressao osmotica e uso de acidos organicos (LUZ et al., 2012a, 2012b,
2012c, 2013). Além disso, tem sido demonstrado que o CAR é capaz de inibir o crescimento
de patdgenos e deteriorantes como Pseudomonas aeroginosa, Salmonella Typhimurium,

Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes em caldo base-carne (LUZ et al., 20123,
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2012b, 2012c, 2013, 20144, 2014b). Entretanto, tem sido sugerido que concentracfes maiores
de OEs e seus constituintes seriam requeridos na matriz alimentar para atingir a mesma
eficacia observada nos ensaios in vitro (BURT, 2004; HOLLEY; PATEL, 2005; SOUZA et
al., 2016). Embora existam relatos que fatores intrinsecos e extrinsecos de uma matriz
alimentar podem reduzir a bioatividade de constituintes de OEs (BURT, 2004; NEGI, 2012,
PESAVENTO et al., 2015), pouco é sabido sobre a influéncia dos componentes da matriz na
atividade antibacteriana do CAR frente patdgenos envolvidos em surtos de doengas
transmitidas por alimentos.

Em estudos anteriores foi demonstrado que proteinas, lipidios, carboidratos e as
condi¢des do meio, tais como o pH, podem diminuir a eficiéncia antimicrobiana do CAR
(BURT, 2004; FIROUZI et al., 2007; FRIEDLY et al., 2009; CALO, et al., 2015). Entretanto,
o efeito dos componentes da matriz tem sido analisado de forma individual, ndo reproduzindo
0 ambiente da matriz alimentar, no qual as interacdes entre 0s componentes também poderiam
interferir nos efeitos antimicrobianos do CAR. Ainda, os estudos que relatam a atividade
antibacteriana de OEs e seus constituintes se baseiam na determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) em meios laboratoriais (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE,
2008) e ndo em sistemas que mimetizam matrizes alimentares.

Dentre o0s microrganismos patogénicos frequentemente envolvidos em surtos
alimentares, destacam-se S. Typhimurium e Escherichia coli O157H:7 (LAMMIE; HUGHES,
2016). S. Typhimurium é uma bactéria amplamente disseminada na natureza, frequentemente
envolvida em casos de surtos associados a alimentos de origem animal em todo o mundo. No
Brasil, dentre os principais alimentos envolvidos em surtos causados por S. Typhimurium
destacam-se carne de frango e derivados, queijos e produtos a base de ovos (KOTTWITZ et
al., 2012; FERRARI et al., 2013; MELO et al., 2017). Por outro lado, E. coli O157H:7 vem
ganhando notoriedade mundial como agente etiologico de surtos envolvendo os mais diversos
tipos de alimentos (UYTTENDAELE et al., 2015; BRYAN et al., 2015). Nos Estados Unidos,
no periodo de 2009 a 2010, dentre os surtos onde o0s patdgenos responsaveis foram
identificados, 13% foram atribuidos a E. coli O157:H7 enquanto no Canada, este patdgeno foi
responsavel por 47,5% dos surtos ocorridos entre 1998 e 2009 (BRADEN et al., 2013; CFIA
2014).

Considerando estes aspectos, o presente estudo teve como objetivo verificar a

influéncia dos componentes da matriz alimentar e do pH sobre os efeitos inibitérios do CAR
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frente S. Typhimurium PT4 e Escherichia coli O157H:7. Para mensurar estes efeitos foram
determinadas a CIM do CAR e estimar a taxa de crescimento maximo especifico e a duragdo
da fase lag das cepas teste em meios de cultivo experimentais, contendo diferentes
quantidades de proteinas e lipideos e valores de pH distintos. Posteriormente, foi realizada a
contagem de células viaveis das cepas teste durante a exposicdo ao CAR nos meios de cultivo

experimentais que promoveram a maior e a menor taxa de crescimento maximo especifico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARVACROL

O CAR, 2-metil-5-(1-metiletil) fenol, (Figura 1), também denominado isopropil-o-
cresol, p-cimen-2-ol, 2-hidroxi-p-cimene, 5-isopropil-2-metilfenol ou iso-timol, possui
formula quimica C1oH140 e peso molecular de 150,22 g.mol™. Este constituinte esta na
categoria dos aditivos alimentares autorizados para adicdo direta na alimentagdo humana
(FDA, 2013) e foi incluido pelo Conselho Europeu (Council of Europe) na lista de compostos
que podem ser adicionados a géneros alimenticios em niveis que variam de 2 a 25 ppm (DE
VINCENZI et al., 2004). E um fendlico monoterpendide, biosintetizado a partir do 7-
terpineno e p-cimeno, que tem sido associado & destacavel atividade antimicrobiana dos OEs
de Origanum vulgare L e de Origanum scabrum L., onde se destaca como constituinte
majoritario (>74,86% do total) (ALIGIANNIS et al., 2001; VALERO; SALMENRON, 2003).

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de carvacrol.

OH

Fonte: BAKKALI et al. (2008).
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O mecanismo de acdo antibacteriana do CAR esta relacionado ao aumento da
permeabilidade da membrana citoplasmatica bacteriana, em razdo da sua capacidade em
dispersar-se na bicamada lipidica, alinhando-se entre as cadeias de 4&cidos graxos.
Consequentemente, ocorre uma distor¢éo e desestabilizacdo da membrana, 0 que aumenta sua
fluidez e resulta no incremento de sua permeabilidade passiva (DORMAN; DEANS, 2000;
LAMBERT et al., 2001). Sabe-se também que a reatividade do grupo hidroxil (OH) ligado ao
anel fendlico do CAR contribui para sua efetividade antibacteriana (ULTTE; BENNINK;
MOEZELAAR, 2002; MOREIRA et al., 2005; BEN ARFA et al., 2006).

Embora a atuagdo do CAR na membrana seja reconhecida como seu principal
mecanismo de acgdo, efeitos secundérios, como inibicdo da enzima ATPase, também tem sido
considerados (GILL; HOLLEY, 2006). Oliveira et al. (2015) relataram perda de integridade
da membrana em células de L. monocytogenes, Aeromonas hydrophila e P. fluorescens,
expostas a concentragdo de 1,25 pL/mL de CAR, durante 30 minutos. Conforme estes
pesquisadores, a perda da viabilidade celular pode ter sido decorrente da interferéncia do
CAR na sintese proteica ou na atividade enzimatica das células bacterianas, como efeitos
secundarios das alteracbes na membrana. Ainda, a reducdo nos diametros das celulas tratadas
observadas no estudo, pode ter ocorrido como consequéncia do vazamento do contetdo
citoplasmatico, resultando em aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica
(STORIA et al., 2011). Em ensaios frente P. fluorescens, o CAR, mesmo em concentracdes
subinibitorias, foi capaz de alterar a morfologia celular bacteriana, causando perda de
integridade e morte celular (SOUSA et al., 2012b).

Estudos anteriores demonstraram que a exposic¢do a concentracoes subletais do CAR,
em caldo base-carne, ndo induz tolerancia direta ou cruzada frente temperatura moderada (45
°C), acido lactico (pH 5,2) e cloreto de sédio (10 g/100 mL) em S. aureus e L. monocytogenes
(LUZ et al., 2012a, 2013). Entretanto, foi demonstrado que a exposicdo ao CAR em caldo
base-carne alterou o perfil de acidos graxos da membrana de S. Typhimurium,
particularmente devido a um aumento na sintese de acidos graxos insaturados e isomerizagdo
cis-trans (LUZ et al., 2014b). Estes resultados sdo importantes do ponto de vista de aplicacdo
em alimentos, considerando o crescente numero de relatos sobre microrganismos patogénicos
e deteriorantes tolerantes aos processos tradicionalmente aplicados para conservacdo. No

Quadro 1 estdo compilados alguns dos principais resultados relatados em estudos sobre o
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potencial antimicrobiano do CAR, de forma isolada ou combinada, frente microrganismos
contaminantes de alimentos.

A aplicacdo de CAR em combinagdo com outros tratamentos para a conservacdo de
alimentos também tem sido proposta como uma alternativa para a indudstria de alimentos.
Efeitos inibitérios foram observados quando o CAR foi combinado com alta pressdo
hidrostatica (HHP) em leite semi-desnatado, artificialmente contaminado com L.
monocytogenes (KARATZAS et al., 2001). Morente et al. (2010) relataram inibi¢do de E.
coli O157:H7, S. Enteritidis, B. cereus e S. aureus apds 24 h de exposicdo ao CAR em
combinagdo com 2-nitro-1-propanol em farinha de milho.

Apesar dos diversos relatos sobre a efetividade do CAR na inibicdo de bactérias
contaminantes em alimentos, o conhecimento sobre a influéncia dos componentes da matriz
alimentar e/ou fatores associados, (e.g. pH) na atividade deste composto fenolico ainda €

€SCasso.
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Quadro 1 — Estudos que determinam a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do carvacrol em meios laboratoriais sintéticos ou seus efeitos

inibitdrios frente microrganismos contaminantes de alimentos.

Microrganismos alvos

CIM

Resultados

Referéncia

Staphylococcus aureus

1,25 uL/mL

A combinacdo de CAR e timol em concentracfes subinibitorias causou
diminuicdo na contagem de S. aureus em caldo base-carne.

OLIVEIRA et al., 2010.

Listeria monocytogenes

0,62 pL/mL

A exposicdo a concentragOes subletais de CAR em meio base-carne néo
induziu tolerancia direta ou cruzada a temperatura (45 °C), acido latico (pH
5,2) e cloreto de sodio (5 g/100 mL) em L. monocytogenes ATCC 7644.

LUZ et al., 2012a.

Salmonella Typhimurium

1,25 pL/mL

A exposicdo a concentracOes subletais de CAR em meio base-carne néo
induziu tolerancia direta ou cruzada a temperatura (45 °C), acido latico (pH
5,2) e cloreto de sodio (5 g/100 mL) em S. Typhimurium ATCC 14028.

LUZ et al., 2012b.

L. monocytogenes,
Aeromonas hydrophila

0,6 pL/mL

O efeito sinergico do CAR e 1,8- cineol, em concentracfes subinibitorias,
foi eficaz em inibir o crescimento e a sobrevivéncia de L. monocytogenes
ATCC 7644 e A. hydrophila INCQS 7966 em caldo vegetal.

SOUSA et al., 2012a.

S. aureus

2,5 uL/mL

A exposicdo a concentracdes subletais de CAR em meio base-carne e carne
ndo induziu tolerancia direta ou cruzada a temperatura (45 °C), acido latico
(pH 5,2) e cloreto de sodio (5 g/100 mL) em S. aureus ATCC 6538.

LUZ et al., 2013.

Pseudomonas aeruginosa

0,6 uL/mL

A exposicdo a concentrac@es subletais de CAR em meio base-carne e carne
ndo induziu tolerancia direta ou cruzada a temperatura (45 °C), acido latico
(pH 5,2) e cloreto de sodio (5 g/100 mL) em P. aeruginosa ATCC 9027 .

LUZ et al., 2014a.

S. Typhimurium

1,25 uL/mL

A exposicdo de S. Typhimurium ATCC 14028 a concentracdes subletais de
CAR causaram um aumento da sintese de &cidos graxos insaturados
combinados da membrana e isomerizacao cis-trans.

LUZ et al., 2014b.
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L. monocytogenes, A.
hydrophila, P. fluorescens
(in6culo misto)

1,25 uL/mL

A exposicdo ao CAR em combinagdo com o 1,8-cineol causou alteragdo na
permeabilidade da membrana e na superficie das células de L.
monocytogenes ATCC 7644, A. hydrophila ATCC 7966 e P. fluorescens
ATCC 11253 ensaiadas em indculo misto.

OLIVEIRA, et al., 2015.

Aspergillus flavus 10 uL/mL | A aplicagdo combinada de quitosana e CAR inibiu o crescimento de A. SOUZA et al., 2015.

flavus URM 4550 em tomates-cereja artificialmente contaminados.
Bacillus cereus, Escherichia | 512 ug/mL | Timol e CAR aplicados em combinacéo causaram aumento n suscetibilidade MILADI et al., 2016.
coli de B. cereus ATCC 11778 e E. coli ATCC 35218 para tetraciclina e cloreto

de benzalconio por meio de inibicdo da bomba de efluxo.

S. Typhimurium 128 ug/mL | A aplicacdo de CAR, timol e eugenol, em combinacdo, induziu alteracbes | MILADI; ZMANTAR;
morfologicas na superficie celular de e aumentou a susceptibilidade de S. KOUIDHI, 2017.
Typhimurium ATCC 1408 aos antibidticos, supostamente pela inibicdo de
bombas de efluxo.

S. aureus 2,5 uL/mL | CAR inibiu a formacéo de biofilme sobre superficies de aco-inoxidavel em | RODRIGUES et al., 2017.

S. aureus isolados de superficies de processamento de alimentos.
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2.2 EFEITOS DOS COMPONENTES ALIMENTARES SOBRE A ACAO
ANTIMICROBIANA DE CONSTITUINTES DE OLEOS ESSENCIAIS

A eficéacia antimicrobiana de OEs e seus constituintes esta condicionadas ao tamanho
do in6culo do microrganismo alvo, composicdo do substrato, bem como das condi¢des de
processamento e armazenamento de alimentos (SOUZA et al., 2006). Estudos relatam que as
concentragdes requeridas para se obter eficacia antibacteriana de compostos naturais, quando
aplicados em matrizes alimentares, sdo, geralmente, superiores aquelas empregadas nos
ensaios que utilizam meio laboratorial (FIROUZI et al., 2007; PERRICONE et al., 2015).
Estes relatos tém motivado a realizacdo de estudos em matrizes alimentares ou em caldos
base-alimento, onde comumente tem sido observado que a atividade antimicrobiana dos
componentes bioativos de OEs pode ser afetada pela composicdo do alimento.
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008, 2009; CALO, et al, 2015).

A reducgdo da atividade antimicrobiana dos constituintes de OEs em alimentos é
frequentemente atribuida a influéncia das gorduras, carboidratos, proteinas, sais e pH do meio
(BURT, 2004). Segundo Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008), os componentes da matriz
alimentar podem proteger as bactérias contra a acdo dos OEs. Ainda, a maior disponibilidade
de nutrientes poderia contribuir para um rapido reparo de células injuriadas nestes substratos,
se comparada aos meios laboratoriais (CARVALHO et al., 2015; SOUZA et al., 2016).

Alguns pesquisadores tém avaliado os efeitos dos componentes alimentares de forma
isolada sobre a efetividade de OEs e constituintes. De modo geral, tem sido proposto que a
presenca de altas concentracfes de proteina facilita a dissolucdo dos constituintes de OEs
devido, por exemplo, as propriedades hidrofobicas de aminoacidos presentes em peptonas
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008). Adicionalmente, sabe-se que proteinas
podem se ligar a compostos volateis aromatizantes, o que explicaria a interacdo
fitoconstituinte-proteina (BARANAUSKIEN et al., 2006). No que se refere a carboidratos,
tem sido sugerido que a eficacia dos OEs e seus fitoconstituintes ndo é afetada por estes
componentes (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Singh et al. (2003) observaram que o OETV foi capaz de reduzir as contagens de L.
monocytogenes em salsichas tipo hot-dog de baixo teor de gordura, enquanto que uma menor

efetividade foi observada para a mesma concentracdo do OE testado em salsichas tipo hot-dog
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“full-fat”. Com base nos resultados, foi sugerido que os lipideos poderiam ter um efeito
negativo sobre a atividade do OETV. Em outro estudo, Cava et al. (2007) constataram que a
atividade antimicrobiana dos OEs de canela (Cinnamomum zeylanicum B.) e cravo (Syzygium
aromaticum L.) frente L. monocytogenes foi reduzida em amostras de leite integral quando
comparado em leite desnatado. Ainda, com relacdo aos possiveis efeitos dos lipideos sobre a
acdo de OEs e seus constituintes, Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (2001) observaram que 0s
OEs de louro, canela e tomilho foram menos eficazes em inibir o crescimento de L.
monocytogenes em queijos com alta concentragdo de gordura do que em queijos de baixo teor
lipidico.

O pH da matriz também tem sido citado como um fator importancia sobre a atividade
antimicrobiana de constituintes de OEs. Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008)
demonstraram que a atividade antimicrobiana do OEOV e OETYV frente L. monocytogenes foi
maior em pH 5,0, sendo observado um aumento da fase lag, acompanhado de reducéo da taxa
de crescimento maximo especifico das cepas testadas, em comparacao a valores de pH entre
6,0 e 7,0. Conforme alguns relatos, a susceptibilidade das bactérias aos OEs e seus
constituintes pode aumentar em valores de pH acidos, uma vez que a hidrofobicidade dos OEs
aumenta, o que, consequentemente, facilita a dissolugcdo dessas substancias nos lipideos da
membrana celular das bactérias alvo (JUVEN et al., 1994; BURT, 2004; GUTIERREZ;
BARRY-RYAN; BOURKE, 2009).

Embora existam resultados indicativos dos efeitos dos componentes individuais da
matriz sobre os constituintes de OEs, cada componente ou variavel tem sido analisada de
forma individual. Até o presente momento nao foram descritos os efeitos das interagdes destes
componentes sobre a atividade do CAR frente patdgenos de origem alimentar considerados
relevantes para a indastria de alimentos, a exemplo de S. Typhimurium PT4 e E.coli
0O157H:7, detectados frequentemente em diversas matrizes para as quais a adicdo do CAR ¢é

proposta.
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2.3 Salmonella Typhimurium E Escherichia coli O157H:7

Bactérias do género Salmonella, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sdo
bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerdbios facultativos, mesoéfilos, sendo
a maioria movel por meio de flagelos peritriquios (WAN NORHANA et al., 2010). O género
Salmonella é classificado atualmente em duas espécies: S. entérica e S. bongori. A espécie S.
enterica inclui os sorovares patogénicos para 0 homem sendo dividida em seis subespécies: S.
enterica, S. arizonae, S. diarizonae, S. salamae, S. houtenae e S. indica; enquanto a S.
bongori é dividida em 20 subespécies. As espécies e subespécies sdo classificadas em
sorotipos ou sorovares. Existem mais de 2.500 sorovares de S. enterica e a distribuicdo ubiqua
desses sorovares possibilita a sua disseminacdo por diferentes vias, incluindo os alimentos.
Porém, a eliminagéo intermitente de S. enterica nas fezes de animais constitui a principal
fonte de contaminagdo dos alimentos (SU; CHIU, 2007). Dentre os patégenos transmitidos
por alimentos, Salmonella é o patdgeno que causa 0 maior nimero de internagdes hospitalares
relacionadas a surtos (CDC, 2015).

As infeccdes causadas por S. enterica tém sido associadas a ingestdo de diversos
alimentos contaminados, tais como queijos (FERRARI et al., 2013), manteiga de amendoim
(ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2012), frutas e vegetais minimamente processados
(SANT'ANA; FRANCO; SCHAFFNER; 2014) e carne bovina (ROWLANDS et al., 2014).
No entanto, ovos e produtos a base de carne e frango ainda sdo os alimentos mais frequentes
envolvidos em surtos causados por S. Enteritidis e S. Typhimurium (CDC, 2015; YADAV et
al., 2016). Dentre os sorovares frequentemente associados as infec¢Bes alimentares e surtos de
salmonelose destacam-se S. Typhimurium e S. Enteritidis (SILVA; DUARTE, 2002).

S. Typhimurium é amplamente disseminada na natureza e de grande importancia em
salde puablica por se tratar de um dos principais patdgenos envolvidos em surtos de
salmonelose (GUNDUZ; GONUL; KARAPINAR, 2009). Diversas espécies animais podem
servir de reservatorio para S. Typhimurium, proporcionando sua constante eliminacdo no
meio por animais infectados assintomaticos. Assim, sua disseminacdo entre espécies de
animais destinadas a producéo de alimentos representa um grande risco de contaminacdo da

cadeia alimentar (MARTIN et al., 2014). Até os dias atuais, S. Typhimurium destaca-se entre
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0s sorovares mais frequentes associados a surtos de salmonelose néo tifoide em humanos
(FERRARI et al., 2013; BRASIL, 2015; CDC, 2015; YADAV et al., 2016).

Por sua vez, E. coli sdo bastonetes Gram-negativos, mdveis, ndo formadores de
esporos, anaerébios facultativos, integrando um grupo diversificado de microrganismos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (FENG; JINNEMAN, 2011). Atualmente, E. coli é
classificada em patotipos, de acordo com suas caracteristicas de viruléncia, a citar: EPEC (E.
coli enteropatogénica), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasora),
EHEC (E. coli enterohemorégica), EaggeC (E. coli enteroagregativa), UPEC (E. coli
uropatogénica), NMEC (E. coli meningite neonatal), REDEC (E. coli enteropatogénica) e
APEC (E. coli patogénica aviaria) (FERREIRA; KNOBL, 2009).

E. coli O157:H7 foi identificada, pela primeira vez, como um agente patogénico
humano em 1982. Pertencente ao grupo de cepas patogénicas EHEC, possui a capacidade de
destruir células epiteliais e produzir uma citotoxina potente, denominada de toxina Shiga
(STEC) que causa graves doengas em humanos (SCHEUTZ et al., 2012; ERCOLI et al,
2016). E. coli O157:H7 é agente etioldgico da sindrome hemolitica urémica e da purpura
trombocitopenia trombotica (SANDRINI et al., 2007; SARIMEHMETOGLU et al., 2009;
KARMALI; GANNON; SARGEANT, 2010).

Algumas caracteristicas distinguem E. coli O157:H7 das demais cepas de E. coli,
como o crescimento reduzido ou nulo a 44 °C, incapacidade de utilizar o sorbitol, além da nao
producdo da enzima B-glucoronidase (FORSYTHE, 2002). Desta forma, E. coli O157:H7 nao
é detectada nas analises de coliformes fecais pelo método do nidmero mais provavel (NMP),
que usa a fermentacdo da lactose a 44,5 °C como caracteristica confirmativa (SILVA et al.,
2003).

Bovinos tém sido identificados como o principal reservatoério de E. coli O157:H7, uma
vez que podem excretar o patdgeno pelas fezes e, assim, contaminar alimentos, agua e
ambientes (SHERE; BARTLETT; KASPER, 1998; LAEGREID et al., 1999; CDC, 2009). A
ingestdo de leite cru contaminado, relacionado a presenca de fezes no Ubere das vacas ou dos
equipamentos de ordenha, devido a contaminacdo cruzada, também tem sido associada a
surtos envolvendo este patdgeno (FARROKH et al, 2013).

Nos ultimos anos, este microrganismo vem ganhando evidéncia mundial, associado ao
seu envolvimento nos maiores surtos alimentares ocorridos em diversos paises (GRIFFIN et
al, 2002; ATEBA; MBEWE, 2011; LANIER et al, 2011; SCALLAN et al, 2011; CDC, 2012).
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Devido ao seu elevado grau de severidade e baixa dose infectante, vem sendo considerado uns
dos principais patogenos alimentares da atualidade (ETCHEVERRIA; PADOLA, 2013;
FARROKH et al, 2013).

No Brasil, o primeiro relato de isolamento de cepa de E. coli O157:H7 ambiental
ocorreu em 1997 a partir de uma amostra de &gua de poco na cidade de Sdo Paulo - SP.
Posteriormente, em 2001 foi diagnosticado um caso de sindrome hemolitica urémica
relacionado a E. coli O157:H7 veiculada por ingestdo de carne mal cozida (CVE, 2013; DE
PAULA et al., 2014). No Rio Grande do Sul, Loiko et al. (2013) identificaram E. coli
0157:H7 em amostras de carne bovina processada e, recentemente, Rodrigues et al. (2014)
isolaram E. coli O157:H7 em agua de irrigacdo e de lavagem de alfaces organicas em uma
propriedade do estado do Rio Grande do Sul.

Frente ao exposto, 0 conhecimento dos efeitos dos componentes da matriz alimentar
sobre a atividade do CAR, um constituinte que tem sido proposto para aplicacdo em sistemas
de conservacgéo para controle de patdgenos como S. Typhimurium PT4 e E. coli O157H:7, ¢

de interesse ndo s6 da comunidade académica como também da indUstria de alimentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Processos Microbianos em
Alimentos (Centro de Tecnologia) e Laboratério de Microbiologia e Bioquimica dos
Alimentos (Centro de Ciéncias da Salude) da Universidade Federal da Paraiba, Campus I, Jodo

Pessoa-PB.

3.1 CARVACROL

O carvacrol (CAR; lote 0656-810; densidade em 20 °C, 0,976; indice de refragdo em
20 °C, 1,522) foi adquirido da empresa Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). As
solugdes de CAR foram preparadas em caldo infusdo de cérebro e coragdo (CICC, Himedia,
india) com concentragdes variando de 40 - 0,312 pL/mL, utilizando Tween 80 (1 mL/100 mL;
Sigma Aldrich, EUA) como agente emulsionante (MONTE et al., 2014). Na maior
concentracdo ensaiada (1 mL/100 mL), o Tween 80 ndo apresentou efeito inibitorio frente as

cepas bacterianas ensaiadas.

3.2. CEPAS TESTE E CONDICOES DE CRESCIMENTO

A cepa teste Salmonella Typhimurium 46/99 fago-tipo (PT) 4 (S. Typhimurium PT4),
isolada de carne de frango envolvida em surtos ocorridos no Sul do Brasil, pertencente a
colecdo do Laboratério Central de Curitiba (LACEN, Parana, Brasil) foi cedida para estudo
pela Professora Tereza Cristina Oliveira, Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.
pelo. A cepa teste Escherichia coli O157:H7, isolada de alimento, foi cedida para estudo pelo
Prof. Anderson Sant’Ana, Laboratorio de Microbiologia Quantitativa de Alimentos
(UNICAMP, Séao Paulo, Brasil). As culturas estoque das bactérias ensaiadas foram mantidas

em criotubos contendo Caldo Infusdo Cérebro-Coracdo (CICC, Himedia, india) adicionado de
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glicerol (20 mL/100 mL), armazenados a - 80 °C. As culturas de trabalho foram mantidas em
4gar infusdo de cérebro e coragdo (AICC, Himeida, india), a 4 + 0,5 °C, transferidas
semanalmente para um novo meio de cultura.

O indculo de cada cepa foi preparado em solucéo salina estéril (NaCl 0,85 g/100 mL),
a partir de culturas cultivadas em CICC a 37 °C, durante 18-20 horas (fase de crescimento
estacionaria), colhidas através de centrifugacdo (4500 g, 15 min, 4 °C), lavadas duas vezes e
ressuspensas em solucdo salina estéril para a padronizacdo da suspensdo celular. As
suspensdes bacterianas foram submetidas & diluicdo seriada (10" a 10°®) em solucéo salina
estéril e cada diluicdo foi padronizada em espectrofotobmetro a 625 nm mediante o valor de
Densidade Optica (DOs;s), utilizando-se solugio salina como branco. Para a determinagio do
nimero de unidades formadoras de col6nia (UFC) em cada leitura, foram semeados 0,1 mL
de cada diluicdo e, posteriormente, incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés incubacéo, as placas
contendo o crescimento bacteriano foram submetidas a contagem do ndmero de colbnias
formadas. Com o numero de coldnias obtido e corrigindo-se a respectiva diluigéo,
correlacionou-se a contagem bacteriana (UFC/ mL) a leitura da DOg25. A DO de 0,08 e 0,09
proporcionou contagens de células vidveis de aproximadamente 6 log UFC/mL para S.
Typhimurium PT4 e E. coli O157H:7, respectivamente (MELO et al., 2017).

3.3 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO EXPERIMENTAIS

Os efeitos das proteinas (PTN), lipidios (LIP) e pH, e/ou suas interacdes, sobre a
atividade antibacteriana do CAR foram avaliados por meio da determinacdo da Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM) e de ensaios de crescimento para determinacdo da umax e da A em
meios de cultivo experimentais, contendo quantidades distintas de PTN (4 g/100 mL, 6 g/100
mL e 8 g/100 mL), LIP (3,75 mL/100 mL, 5,0 mL/100 mL e 6,25 mL/100 mL) e valores de
pH (5,0, 5,5 e 6,0), seguindo planejamento fatorial completo 2° (Tabela 1). O extrato de carne
bovina (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) e o 6leo de girassol (Salada, Brasil Ltda) foram
utilizados como fontes de proteinas e lipidios, respectivamente. O CICC foi primeiramente
adicionado ao extrato de carne na concentracdo desejada e, posteriormente, esterilizado em

autoclave (121 °C, 1,1 atm, durante 15 min). Subsequentemente, a quantidade correspondente
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de Oleo de girassol, previamente esterilizado, (121 °C, 1,1 atm, durante 15 min) foi
incorporada a solucdo CICC-extrato de carne, homogeneizados em vortex durante 15
segundos e, em seguida, o valor de pH foi ajustado utilizando HCI 1mol/L (GUTIERREZ;
BARRY-RYAN; BOURKE, 2009). Os meios de cultivo foram preparados nos mesmos dias

dos ensaios experimentais.

Tabela 1 — Valores codificados e absolutos de proteinas (X3), lipidios (X;) e valores de pH
(X3) utilizados em meios de cultivo experimentais para ensaios com carvacrol, seguindo

planejamento experimental fatorial completo (2°).

Valor Valor absoluto Valor Valor absoluto Valor Valor absoluto
Meio codificado (PTN g/100 mL) codificado  (LIP mL/100 mL) codificado (pH)
X1 (PTN) X (LIP) X3 (pH)
1 -1,00 4,00 -1,00 3,75 -1,00 5,00
2 1,00 8,00 -1,00 3,75 -1,00 5,00
3 -1,00 4,00 1,00 6,25 -1,00 5,00
4 1,00 8,00 1,00 6,25 -1,00 5,00
5 -1,00 4,00 -1,00 3,75 1,00 6,00
6 1,00 8,00 -1,00 3,75 1,00 6,00
7 -1,00 4,00 1,00 6,25 1,00 6,00
8 1,00 8,00 1,00 6,25 1,00 6,00
9 0,00 6,00 0,00 5,00 0,00 5,50
10 0,00 6,00 0,00 5,00 0,00 5,50
11 0,00 6,00 0,00 5,00 0,00 5,50

3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO CARVACROL

A CIM do CAR frente as cepas teste foi determinada através do método de
microdiluicdo previamente descrito (CLSI, 2012), com modificacdes relacionadas aos meios
de cultura e ao tamanho do inoculo. Aproximadamente 50 puL das solu¢bes de CAR, com
concentragdes variando de 20 - 0,312 pL/mL em CICC e 9,6 - 0,07 uL/mL nos meios de
cultivo experimentais, foram distribuidas em cada po¢o de uma microplaca de 96 pocos.
Posteriormente, foram adicionados 50 pL de suspensdo bacteriana com, aproximadamente, 6
log UFC/mL. Paralelamente foram preparados controles na auséncia do CAR. A microplaca
foi envolta com filme plastico a fim de evitar a desidratacdo bacteriana e a volatilizacdo do

CAR. Os sistemas foram incubados a 37 °C durante 24 horas. A CIM foi definida como a
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menor concentracdo de CAR capaz de inibir o crescimento visivel de cada cepa teste
(CARVALHO et al., 2015).

3.5 ESTIMATIVA DE TAXA DE CRESCIMENTO MAXIMO ESPECIFICO (umax) E
FASE LAG (1) DAS CEPAS TESTE DURANTE EXPOSICAO AO CARVACROL

O crescimento de S. Typhimurium PT4 e E. coli O157:H7 foi monitorado nos meios
de cultivo experimentais (Tabela 1), contendo 4,8 pL/mL (1/2 CIM) e 2,4 uL/mL (1/4 CIM)
de CAR utilizando microplacas de 96 pocos. Inicialmente, 50 ul. de suspensdo bacteriana
(aproximadamente 6 log UFC/mL) foram adicionados em cada pogo contendo 50 pL dos
meios de cultivo experimentais. O crescimento bacteriano (absorbancia a densidade dptica -
DOsgzs nm) foi monitorado em leitor/incubadora de microplacas (EON, BioTek, EUA) a 37
°C, a cada 2 horas durante 24 horas. Os controles positivos compreenderam meios de cultivo
inoculados com as cepas teste, porém sem adicdo de CAR. Os controles negativos continham
apenas meios de cultivo experimentais e CAR. Os valores de umax e de A foram obtidos a
partir da analise das curvas de crescimento utilizando o software EON-Gen5 (EON, BioTek,
EUA).

3.6 CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS DAS CEPAS TESTE DURANTE EXPOSICAO
AO CARVACROL

A contagem de células viaveis de S. Typhimurium PT4 e E. coli O157: H7 foi avaliada
ao longo de 24 h de exposicdo ao CAR meios de cultivo selecionados com base nos valores
de umax obtidos nos ensaios anteriores. As contagens viaveis de S. Typhimurium PT4 foram
ensaiadas nos meios de cultivo 6 e 8 contendo 4,8 uL/mL de CAR (meios que promoveram a
maior e a menor umax, respectivamente nos ensaios de crescimento) e nos meios de cultivo 3
e 7 contendo 2,4 pL/mL de CAR (meios que promoveram a maior € a menor umax,

respectivamente nos ensaios de crescimento). As contagens viaveis de E. coli 0157:H7 foram
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ensaiadas nos meios de cultivo 2 e 8 contendo 4,8 uL/mL de CAR (meios que promoveram a
maior e a menor umax, respectivamente nos ensaios de crescimento) e meios de cultivo 5 e 7
contendo 2,4 ul/mL de CAR (meios que promoveram a maior e a menor umax,
respectivamente nos ensaios de crescimento). Para isso, 20 uL de cada suspensdo bacteriana
(6 log UFC/mL) foram inoculados em 3480 uL dos meios de cultivo selecionados contendo
CAR nas concentraces finais desejadas. Os diferentes sistemas (contagens de células vidveis
finais de, aproximadamente, 5 log UFC/ mL) foram suavemente agitados durante 30 segundos
e submetidos a incubacédo a 37 °C durante 24 horas. Em intervalos de 0 (imediatamente apés a
homogeneizacdo), 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16 e 24 horas ap0s a incubacdo (tempo de exposicdo),
uma aliquota de 100 pL de cada sistema foi diluida seriadamente em solugdo salina estéril, e,
em seguida, 20 pL de cada diluicdo foram inoculados, utilizando a técnica da microgota, em
placas com AICC. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas. Ap6s o periodo de
incubacdo, realizou-se a contagem do nimero de celulas viaveis, a qual foi expressa em log de
UFC/mL (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Sistemas controle, sem a adicdo de
CAR, foram ensaiados similarmente. O limite de deteccdo do teste foi de 2 log UFC/mL.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes
(repeticdes), sendo os resultados expressos como média (+ desvio padrdo) dos ensaios. Para
0s ensaios de determinacdo da CIM, os resultados foram expressos como valores modais,
porque os valores de CIM foram os mesmos em todas as repeticbes (SOUZA et al., 2016).
Nos ensaios de contagem de células viaveis, a analise estatistica foi realizada para determinar
as diferencas significativas (p < 0,05) utilizando ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os
resultados da taxa de crescimento maximo especifico (umax) foram analisados utilizando a
metodologia de superficie de resposta (MSR) e a qualidade do modelo foi determinada a
partir do coeficiente de correlagdo (R?). Todas as analises foram realizadas utilizando o
software Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA).
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APENDICE A

Inhibitory effects of carvacrol against Salmonella Typhimurium PT4 and Escherichia

coli O157H:7 as affected by proteins, lipids and pH or their interaction

Running title: Food-related parameters affect CAR antibacterial effects

Abstract

In this study, the effects of proteins (PTN), lipids (LIP) and pH or their interaction on the
inhibitory activity of carvacrol (CAR) against Salmonella Typhimurium PT4 and Escherichia
coli O157:H7 were assessed. The minimum inhibitory concentration (MIC) of CAR and the
specific maximum growth rate (umax) and duration of the lag (A) phase of the test pathogens
when exposed to CAR in experimental cultivation media containing different amounts of PTN
and LIP at different pH values were determined. The viable counts of the tested strains in
experimental cultivation media that promoted the highest and lowest wumax was monitored
during 24 h. MIC of CAR in experimental cultivation media was up to four-fold higher (4.8 or
9.6 uL/mL) than in laboratory medium (0.6 pL/mL). PTN did not affect the inhibitory effects
of CAR. The inhibitory effects of 2.4 or 4.8 uL/mL of CAR against both pathogens was
affected by LIP and pH, but mostly by LIP-pH interaction. The increase in LIP amounts and
increase in pH values enhanced the inhibitory effects of CAR. 2.4 or 4.8 uL/mL of CAR
failed to inhibit the test pathogens in experimental cultivation media where the highest umax
was observed. CAR showed bacteriostatic effects against S. Typhimurium PT4 and decreased
the counts of E. coli O157:H7 in experimental cultivation media where the lowest umax
values were observed. These results show that the interaction of LIP and pH could affect the

efficacy of CAR to inhibit foodborne pathogens in food matrices.



44

Key words: foodborne pathogens, phenolic, antimicrobial efficacy, food components.

1. Introduction

Synthetic antimicrobial preservatives and heat treatment are the main tools used in
food industry to guarantee the safety of foods (Kim and Rhee, 2016). However, there has been
an emergence of foodborne pathogens resistant to the traditional conservation processes
applied in food industry (De Souza et al., 2016). Another emerging concern has been the
potential harmful effects that synthetic food preservatives may impose to consumers and
environment (Calo et al., 2015; Pesavento et al., 2015). These aspects has increased the
demand for foods with low or without antimicrobial synthetic preservatives (Souza et al.,
2016).

Carvacrol [(2-methyl-5-(1-methyilethyl) fenol; CAR] is a plant-derived phenolic
monoterpene well-known as the majority constituent of essential oils (EOs) from Origanum
vulgare L. (oregano) (Rodrigues et al., 2017). CAR is also commonly identified as the
majority constituent in EOs from O. scabrum L. (Aligiannis et al., 2001) and Thymus vulgaris
L. (Sacchetti et al., 2005). Studies have attributed to CAR the bioactivities of these EOs,
particularly their antibacterial effects against foodborne pathogens (Aligiannis et al., 2001;
Perricone et al., 2015).

CAR is Generally Recognized as Safe (GRAS) by the Food and Drug Administration
and currently used as a food flavoring ingredient and preservative (FDA, 2013; Suntres et al.,
2015). The available literature demonstrates that CAR is capable of inhibiting foodborne
pathogens in very low amounts compared to other essential oil constituents (Hondrio et al.,

2015; De Souza et al., 2016), and does not induce direct-tolerance and cross-tolerance to
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traditional antimicrobials used in foods (e.g., acids or salts) or heat treatment in spoiling (Luz
et al., 2012) and pathogenic bacteria (Luz et al., 2013; Luz et al., 2014).

The food matrix composition may affect the efficacy of antimicrobials because the
high availability of nutrients typically favors the fast recovery of injured bacterial cells (Burt,
2004; De Souza et al., 2016). The structural organization of the components in food matrices
may also limit the contact of antimicrobials with bacterial cells affecting their efficacy (Burt
et al., 2004; Carvalho et al., 2015). Consequently, higher amounts of antimicrobials could be
required in food matrices to obtain the same antimicrobial effect as observed in in vitro assays
(Perricone et al., 2015; Pesavento et al., 2015; Souza et al., 2016). Carbohydrates typically do
not affect the antimicrobial effects of EOs, while the pH and protein could affect their
inhibitory effects against foodborne pathogens (Burt, 2004; Calo et al., 2015). However, there
is a lack of studies assessing the effects of the interaction of pH with lipids or proteins on the
inhibitory effects of CAR.

Amongst the pathogens frequently involved in food-related outbreak diseases,
Salmonella Typhimurium phage-type (PT) 4 and Escherichia coli O157H:7 receive attention
because they have been most associated cause of outbreak-related hospitalizations in the USA
(CDC, 2017). An important feature of these bacteria is the capability of growing in a wide
variety of foods (e.g., fat-rich foods and protein-rich foods), as well as in acidic beverages
(Espina et al., 2012; Melo et al., 2017; Moon et al., 2017).

This study evaluated the effects of proteins, lipids and pH or their interaction on the
inhibitory effects of CAR on S. Typhimurium PT4 and Escherichia coli O157:H7. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of CAR and the specific maximum growth rate and
lag phase duration of the test pathogens when exposed to CAR in experimental cultivation

media containing different amounts of proteins, lipids and pH values were determined. The
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viable counts of S. Typhimurium PT4 and Escherichia coli O157:H7 when exposed to CAR

in selected experimental cultivation media were also monitored over time.

2. Material and methods
2.1 CAR

CAR (batch 0656-810; density at 20 °C: 0.976; refractive index at 20 °C: 1.522) was
purchased from Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). CAR dispersions were
prepared in brain heart infusion broth (BHIB; Himedia, India) in a concentration range of 40 —
0.312 pL/mL using Tween 80 (1 mL/100 mL; Sigma Aldrich, USA) as an emulsifier
(Rodrigues et al., 2017). At the highest assayed concentration (1 mL/100 mL), Tween 80

presented no inhibitory effect against the tested bacterial strains.

2.2. Test strains and growth conditions

Salmonella Typhimurium phago-type (PT) 4 (S. Typhimurium PT4) isolated from
chicken meat involved in outbreak occurred in the South of Brazil (Kottwitz et al., 2011) and
Escherichia coli O157:H7 isolated from food sample (Posada-Izqueiro et al., 2016) were used
as test strains. Stocks were maintained in cryovials at -20 °C in BHIB containing glycerol (20
mL/100mL). Working cultures were maintained in brain heart infusion agar (BHIA, Himedia,
India) at 4 £ 0.5 °C, and transferred to a new medium weekly.

The inoculum of each strain was obtained after preparing suspensions in sterile saline
solution (NaCl 0.85 g/100 mL) from cultures grown in BHIB at 37 °C for 18-20 h (stationary
growth phase), harvested through centrifugation (4500 x g, 15 min, 4 °C), washed twice and
re-suspended in sterile saline solution (NaCl 0.85 ¢g/100mL) to obtain standard cell

suspensions. Optical density of 0.08 and 0.09 at 625 nm provided viable cell counts of
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approximately 6 log CFU/mL for S. Typhimurium PT4 and E. coli O157H:7, respectively

(Melo et al., 2017).

2.3 Preparation of experimental cultivation media

The effect of proteins, lipids and pH or their interactions on the antibacterial effects of
CAR were evaluated in experimental cultivation media containing different amounts of
proteins (PTN) and lipids (LIP) and pH values following a full factorial design 2° (Table 1).
The range of pH values and concentration of tested food ingredients were selected considering
the pH and composition of various food matrices (e.g. fruit juices, fresh cheeses and meat).
Beef extract (99% purity, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) and sunflower oil (99% LIP,
Salada®, Brazil Ltda) were used as proteins and lipids sources, respectively. The BHIB was
firstly added of beef extract at the desired protein amount and sterilized in autoclave (121 °C,
1.1 atm, for 15 min). Subsequently, the corresponding amounts of sunflower oil previously
sterilized (121 °C, 1.1 atm, for 15 min) were incorporated into the BHIB-beef solution,
vortexed for 15 s and the pH value adjusted using HCI 1 mol/L (Gutierrez et al., 2009). The

experimental cultivation media were always prepared in the same day of the experiments.

2.4 MIC determination

The MIC values of CAR against the tested strains were determined using a previously
described microdilution in broth procedure (CLSI, 2012), with minor modifications related to
the cultivation media and inoculum size. Initially, 50 uL of CAR emulsion in concentrations
of 20 - 0.312 puL/mL in BHIB or 9.6 - 0.07 uL/mL in experimental cultivation media were
dispensed into each well of a 96-well microplate. Subsequently, 50 uL of bacterial suspension

(approximately 6 log CFU/mL) were added to each well. The microplate was loosely wrapped
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with cling wrap to prevent CAR volatilization. Each plate included controls without CAR.
The systems were incubated at 37 °C for 24 h. The MIC was defined as the lowest
concentration of CAR that was capable of inhibiting the visible growth of the test strain

(Carvalho et al., 2015).

2.5 Assessing the maximum specific growth rate (umax) and lag phase (1) parameters of the
test strains when exposed to CAR

The growth of S. Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7 was monitored in
experimental cultivation media containing 4.8 uL/mL (1/2 MIC) or 2.4 uL/mL (1/4 MIC) of
CAR in independent assays, using 96 well-microplates. Initially, 50 uL of the tested bacterial
suspension (approximately 6 log CFU/mL) were added to each well containing 50 uL of the
tested experimental cultivation media. The bacterial growth (absorbance at 625 nm optical
density) was monitored in a microplate reader/incubator (EON, BioTek, USA) at 37 °C each 2
h-intervals during 24 h. Positive controls comprised the experimental cultivation media
inoculated with the test strains without CAR. Negative controls contained CAR and
experimental cultivation media without the test strain. The wmax and the A values were
obtained from the analysis of the growth curves using the EON-Gen5 software (EON,

BioTek, USA).

2.6 Assessing viable counts of the test strains during exposure to CAR on selected
experimental cultivation media

The viable counts of S. Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7 was assessed during
24 h of incubation at 37 °C in experimental cultivation media that provided the highest and

the lowest umax values. Viable counts of S. Typhimurium PT4 were assayed in experimental
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cultivation media 6 and 8 containing 4.8 puL/mL of CAR and cultivation media 3 and 7
containing 2.4 uL/mL of CAR. Viable counts of E. coli O157:H7 were assayed in cultivation
media 2 and 8 containing 4.8 uL/mL of CAR and cultivation media 5 and 7 containing 2.4
uL/mL of CAR (Table 1). Initially, 20 uL of each bacterial suspension (approximately 6 log
CFU/mL) were inoculated into 3480 pL of the selected experimental cultivation media
containing CAR. The mixtures (final viable cell counts of approximately 5 log CFU/mL) were
gently hand-shaken for 30 s and subsequently incubated at 37 °C. At intervals of O (just after
homogenization), 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16 and 24 h of cultivation, a 100 pL-aliquot of each
mixture was serially diluted in sterile saline solution, inoculated using a microdrop
inoculation technique (Herigstad et al., 2001) on BHIA and incubated at 37 °C for 24 h.
Control cultivation media without CAR were similarly assayed. The results are expressed as

log CFU/mL. The detection limit of the test was 2 log CFU/mL.

2.7 Statistical analysis and reproducibility

All assays were performed in triplicate in three independent experiments and the
results are expressed as an average of the obtained data. For MIC determination assays, the
results are expressed as modal values because the MIC values did not varied in the
independent experiments (Souza et al., 2016). For the umax, A and viable counts assays,
statistical analysis were performed to determine significant differences (p < 0.05) using
ANOVA followed by Tukey's test or Student t test. The results of umax were analyzed using
response surface methodology (RSM) and the quality of the generated model was determined
from the correlation coefficient (R?). All analysis were performed using the Statistica software

version 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).
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3. Results
3.1 MIC of CAR in different cultivation media

The MIC of CAR on S. Typhimurium and E. coli O157:H7 in BHIB was 0.6 pL/mL.
The MIC of CAR on S. Typhimurium PT4 was 9.6 pL/mL in all experimental cultivation
media. The MIC of CAR on E. coli O157:H7 in experimental cultivation media was 4.8 or 9.6

pL/mL (Table 1).

3.2 umax and 1 of the test strains exposed to CAR

The umax of S. Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7 was always higher (p < 0.05)
in experimental cultivation media containing 4.8 or 2.4 pL/mL of CAR than in experimental
cultivation media without CAR (Table 3 and 4). The lowest umax of S. Typhimurium PT4 (-
1.44) and E. coli O157:H7 (-2.17) exposed to 4.8 pL/mL of CAR was observed in
experimental cultivation medium containing the highest amount of PTN (8 g/100 mL) and
LIP (6.25 mL/100mL) at pH 6.0 (cultivation medium 8). S. Typhimurium PT4 (-1.29) and E.
coli O157:H7 (-0.82) showed the lowest umax when exposed to 2.4 pL/mL of CAR in
experimental cultivation medium containing 4 g/100 mL of PTN and 6.25 mL/100 mL of LIP
at pH 6.0 (cultivation medium 7).

The highest umax of S. Typhimurium PT4 (4.63) exposed to 4.8 pL/mL of CAR was
observed in experimental cultivation medium containing 8 ¢/100mL of PTN and 3.75
mL/100mL of LIP at pH 6.0 (cultivation medium 6). The highest umax of E. coli O157:H7
(2.85) exposed to 4.8 pL/mL of CAR was also observed in experimental cultivation medium
containing 8 g/100mL of PTN and 3.75 mL/100mL of LIP but at pH 5.0 (cultivation medium
2). The highest umax of S. Typhimurium PT4 (2.39) exposed to 2.4 pL/mL of CAR was

observed in experimental cultivation medium containing 4 g/100 mL of PTN and 6.25
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mL/100mL of LIP at pH 5.0 (cultivation medium 3). Otherwise, when exposed to 2.4 pL/mL
of CAR, E. coli O157:H7 showed the highest umax (3.45) in experimental cultivation medium
containing 4 g/100 mL of PTN and 3.75 mL/100 mL of LIP at pH 6.0 (cultivation medium 5).

The adjusted equations Eq. 1 and Eqg. 2 explain the effects of LIP and/or pH as well as of
their interaction on the umax of S. Typhimurium PT4 obtained in assays using 4.8 pL/mL
(ST4.8) and 2.4 pL/mL (ST2.4) of CAR, respectively. Similarly, the adjusted Eq. 3 and Eq. 4
explain the effects of LIP and pH as well as of their interaction on the umax of E. coli
O157:H7 in assays using 4.8 pL/mL (Ec4.8) and 2.4 pL/mL (Ec2.4) of CAR, respectively.

The determination coefficient (R?) of all models showed a good fit to the experimental data.

Y, max (ST4.8) = 2.4 -1.92 X2 - 2.01 X2. X3 (R?=0.89) Eq. 1

Y ,max (ST2.4) = 1.32 - 1.42 X2 -1.46 X3 -1.45 X2. X3 (R*= 0.88) Eq. 2
Y umax (EC4.8) = 1.05 - 1.72 X2 -1.84 X3 -1.63 X2.X3 (R*= 0.90) Eq. 3
Y max (EC2.4) = 1.63 — 1.95 X2 — 1.11 X3 — 1.86 X2. X3 (R*= 0.94) Eq. 4

Where X, = LIP, X3 = pH and Y .max = specific maximum growth rate.

According to the response surface contours, the inhibitory effects caused by 4.8
puL/mL of CAR on S. Typhimurium decreased when the LIP amount decreased (LIP effect) or
when the LIP amount decreased and the pH increased (LIP-pH interaction effect) (Fig.1A).

The inhibitory effect caused by 2.4 uL/mL of CAR on S. Typhimurium was affected by LIP
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amount (LIP effect), pH values (pH effect) or their interaction (LIP-pH interaction effect); the
lowest inhibitory effect of CAR was observed in cultivation medium containing the highest
LIP amount (level +1) and the lowest pH value (level -1) (Fig. 1B).

The inhibitory effect caused by 4.8 uL/mL of CAR on E. coli O157:H7 was decreased
when the LIP amount decreased (LIP effect), pH decreased (pH effect) or when the LIP
amount decreased and pH increased (LIP-pH interaction effect) (Fig. 2A). The lowest
inhibitory effects of CAR were observed in experimental cultivation media containing the
lowest LIP amount (level -1) at the lowest pH value (level -1) (Fig. 2A). Similar effects of
LIP, pH or their interaction on the inhibitory effects caused by 2.4 uL/mL of CAR on E. coli
0157:H7 were observed (Fig. 2B).

The PTN amount did not influence the inhibitory effects of CAR against the test
pathogens under the experimental conditions assayed. The data were experimentally validated
in three independent experiments performed under the optimized conditions according to the
analysis of the RSM.

The A of S. Typhimurium PT4 varied from zero to 2.4 h when the strain was exposed
to 4.8 uL/mL of CAR and from zero to 3.48 h when the strain was exposed to 2.4 pL/mL of
CAR. For E. coli O157:H7, the A varied from zero to 2.32 h when the strain was exposed to
4.8 uL/mL of CAR, and from zero to 4.30 h when the strain was exposed to 2.4 pL/mL of
CAR. S. Typhimurium showed the longest A when exposed to 2.4 pL/mL or 4.8 pL/mL of
CAR in experimental cultivation medium containing the same amount of LIP (6.25 mL/100
mL) at pH (6.0) but containing 4 g/100 mL (cultivated medium 7) and 8 g/100 mL (cultivated
medium 8) of PTN. Otherwise, when exposed to 2.4 pL/mL or 4.8 uL/mL of CAR, E. coli

O157H:7 showed the longer X in cultivation media 7, 8, 9, 10 and 11. For both, S.
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Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7, the longest A was verified in cultivation media where
the strains showed the lowest umax.
3.4 Effects of CAR on bacterial counts in selected cultivation media

The viable counts of S. Typhimurium PT4 during 24 h-exposure to 4.8 uL/mL of CAR
in experimental cultivation media 6 and 8, which provided the highest and lowest umax,
respectively, are shown in Fig. 3A. S. Typhimurium PT4 exhibited lower counts (p < 0.05) in
cultivation media containing CAR compared to those without CAR. An increase (p < 0.05) of
approximately 2 log units in counts of S. Typhimurium PT4 was observed in the earlier 8 h of
exposure to CAR in cultivation medium 6, with no increase (p > 0.05) in counts in the further
monitored exposure time intervals. No changes were observed in initial counts of S.
Typhimurium PT4 exposed to 4.8 uL/mL of CAR in experimental cultivation medium 8 over
the monitored exposure time period. An increase (p < 0.05) near to 3 log units was observed
in counts of S. Typhimurium PT4 in the earlier 16 h of exposure to 2.4 uL/mL of CAR in
experimental cultivation medium 3 (selected because provided the highest umax). Otherwise,
no changes (p > 0.05) were observed in initial counts of S. Typhimurium PT4 exposed to 2.4
uL/mL of CAR in experimental cultivation medium 7 (selected because provided the lowest
umax) over the monitored exposure time period (Fig. 3B).

The counts of E. coli O157H:7 during 24 h-exposure to 4.8 uL/mL of CAR in
experimental cultivation media 2 and 8 (selected because provided the highest and lowest
umax, respectively) are shown in Fig. 4A. E. coli O157H:7 exhibited lower counts (p < 0.05)
in cultivation media containing CAR compared than in cultivation media without CAR. E.
coli O157:H7 increased the counts (p < 0.05) in approximately 2 log units in the earlier 8 h of
exposure to CAR in experimental cultivation medium 2, with no changes (p > 0.05) in counts

in the further monitored exposure time intervals. A decrease (p < 0.05) near to 1.5 log units in
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counts of E. coli O157:H7 was observed after 12 h of exposure to 4.8 uL/mL of CAR in
experimental cultivation medium 8 (Fig. 4A). An increase (p < 0.05) near to 3 log units was
observed in counts of E. coli O157H:7 in the earlier 6 h of exposure to 2.4 uL/mL of CAR in
experimental cultivation medium 5 (selected because provided the highest wmax). Otherwise,
a decrease (p < 0.05) of approximately 1.5 log were observed in initial counts of E. coli
O157H:7 exposed to 2.4 uL/mL of CAR in cultivation medium 7 (selected because promoted

the lowest umax) over the monitored exposure time period (Fig. 4B).

4. Discussion

In this study, the efficacy of CAR to inhibit S. Typhimurium PT4 and E. coli O157H:7
was assessed in cultivation media containing varied amounts of PTN and LIP at different pH
values. The MIC values of CAR on both test pathogens in BHIB were similar or lower than
those reported in previous studies using laboratory media (Luz et al., 2014; Du et al., 2015).
However, the MIC values of CAR on S. Typhimurium PT4 and E. coli O157H:7 in different
experimental cultivation media tested in this study were up to four-fold higher than those
obtained in BHIB. This is an interesting finding because the determination of MIC in
laboratorial media have been the primary measurement to assess the efficacy of antibacterial
agents, including substances candidates for use as antimicrobials in foods (De Souza et al.,
2016; Calo et al, 2015; Perricone et al., 2015).

CAR showed lower MIC values against E. coli O157H:7 in experimental cultivation
media 7 and 8 compared to other tested media. The experimental cultivation media 7 and 8
had the combination of the highest LIP amounts and pH value tested. In contrast to observed
in this study, the higher amounts of LIP in food matrices has shown to decrease the

antibacterial efficacy of phenolics by exerting a protective effect to target bacterial cells
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(Perricone et al.,, 2015; Smith-Palmer et al., 2001). Additionally, the pH decrease is
commonly reported to enhance the antibacterial efficacy of CAR by increasing its
hydrophobicity that results in easier CAR-uptake across the bacterial cell membrane (Burt,
2004; Negi, 2012).

The highest inhibitory effects of CAR, as indicated by the lowest umax of S.
Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7, were observed in cultivation media containing the
highest LIP amounts and pH value tested despite of the PTN or CAR amounts in cultivation
media. The effect of LIP on CAR inhibitory effects observed in the RSM analysis explain the
increased umax showed by S. Typhimurium PT4 during exposure to 4.8 uL/mL of CAR in
experimental cultivation medium containing the lowest LIP amount tested. Otherwise, the
LIP-pH interaction effect explains the increased umax of this pathogen during exposure to 2.4
pL/mL of CAR in cultivation medium containing the highest tested LIP amount at pH 5.0.
Furthermore, the effect of pH alone or the effect of the interaction LIP-pH explains the
highest umax of E. coli O157:H7 in experimental cultivation medium containing the lowest
LIP amount tested but at pH 5.0 (CAR 4.8 uL/mL) or in experimental cultivation media
containing the lowest LIP amount tested at pH 6.0 (CAR 2.4 pL/mL). Overall, the LIP, pH
and LIP-pH interaction effects explain the negative umax observed for S. Typhimurium PT4
and E. coli O157:H7 during exposure to 2.4 or 4.8 uL/mL of CAR in experimental cultivation
medium containing the highest LIP amount tested at pH 6.0. The umax indicate the variation
of population over a monitored cultivation period, and umax negative values indicate decrease
of cell over time (Lee et al., 2015), which were observed in this study as a consequence of the
inhibitory effects of CAR on the tested bacterial strains.

The interaction LIP-pH probably caused the decreased inhibitory effects of CAR on S.

Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7 in acidic cultivation media, in opposite to reports of
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previous studies (Burt, 2004; Gutierrez et al., 2009; Negi, 2012). The negative impact of LIP
on antimicrobial effects of phenolics has been associated with the decrease availability of the
later in aqueous phase, which primarily bind to LIP and, consequently, do not target the
bacterial cells that are mostly in aqueous phase of growth substrates (Perricone et al., 2015;
Smith-Palmer et al., 2001). Probably, in the conditions tested in this study, the CAR-LIP
affinity was limited by the effects of pH in cultivation media and, consequently, CAR
maintained the efficacy to inhibit the test pathogens even in high-LIP amounts. An earlier
study reported decrease of CAR inhibitory effect on Salmonella Tennesse in high-LIP peanut
paste (50% LIP). However, in the same study, CAR failed to inhibit Salmonella growth in
low-LIP peanut (<5%) when the a,, increased (Wei Chen et al., 2015). Another study reported
decrease of the umax of L. monocytogenes cultivated in media containing 10 g/100mL of LIP
and O. vulgare L. essential oil (CAR-chemotype), suggesting that the added-LIP amount
enhanced the antibacterial efficacy of the tested essential oil (Gutierrez et al., 2008); however,
the effects of pH or a possible LIP-pH interaction were not considered in these studies.
Otherwise, studies have shown low inhibitory effects of essential oil containing CAR as
majority constituent in full-fat formulations (>50-70% LIP) compared to low-fat matrices
(Chen et al., 2015; Singh et al., 2003; Speranza and Corbo, 2010). Thus, the supposed
protective effects of LIP on bacterial cells may be related to the fat-amount in food matrix or
be a result of the interaction of LIP with other food matrix intrinsic parameters.

The PTN did not affect the antibacterial efficacy of CAR on S. Typhimurium PT4 and
E. coli O157:H7 under the experimental conditions tested in this study. Probably, the effects
of the LIP-pH interaction overlapped the possible effects of PTN on the inhibitory effects of

CAR.
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The A of S. Typhimurium PT4 and E. coli O157:H7 varied in cultivation media
containing or not CAR (2.4 or 4.8 pL/mL). For both the tested pathogens, the longest A was
observed in cultivation media where the strains showed the lowest umax. Probably, the stress
caused by the exposure to CAR in these cultivation media delayed the bacterial cell
metabolism, requiring a longer time for bacterial cell adaptation and further increase in
bacterial cell population (Lee et al., 2015; Suntres et al., 2015).

Counts of S. Typhimurium PT4 increased during exposure to CAR (2.4 or 4.8 pL/mL)
in cultivation media that promoted the highest umax (cultivation media 6 and 3, respectively)
of this pathogen, showing that CAR failed to inhibit the growth of S. Typhimurium PT4 over
time. It is interesting to note that in these cultivation media the test strain did not require time
for adaptation (A=zero) even in the presence of CAR. Probably, the negative effects of LIP
and pH on CAR inhibitory effects in a media with high availability of nutrients induced a fast
and intense metabolic activity. Otherwise, in cultivation media where S. Typhimurium PT4
showed the lowest umax and longer A, CAR (2.4 or 4.8 uL/mL) exhibited bacteriostatic
effects, delaying the bacterial growth over time.

Counts of E. coli O157H:7 increased in experimental cultivation media where the
pathogen showed the highest umax and decreased in experimental cultivation media where the
lowest umax was observed despite of the CAR amount. Thus, CAR showed antibacterial
activity even at sub-MICs in media where pH and LIP did not affect its efficacy. CAR uptake
through the outer bacterial membrane is self-promoted because of the CAR ability to interact
with the structure of the lipopolysaccharide barrier (Luz et al., 2014). This feature facilitates
the action of CAR even at sub-MICs because once into the cell, CAR can cause a disturbance

in protein synthesis and functions (Sousa et al., 2015).
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To the best of our knowledge, this is the first study that assessed the effects of the LIP-
pH interaction on the inhibitory effects of CAR against the two foodborne pathogens S.
Typhimurium PT4 and E. coli O157H:7. The results of this study showed that the increase in
LIP amounts and the increase in pH values in cultivation media enhanced the antibacterial
effects of CAR, indicating a strong influence of the LIP-pH interaction on these effects. These
results reveal that the impacts of LIP and pH on the antibacterial efficacy of CAR should be
considered for the use of this compound as an antimicrobial preservative in food matrices to

avoid failure on the expected microbial control.
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Figure captions

Fig 1. (A) Curves of surface response of umax obtained from cultivation of S. Typhimurium
PT4 in cultivation media containing different amounts of LIP and pH values and added of 4.8
puL/mL of carvacrol (CAR); (B) Curves of surface response of umax obtained from cultivation
of S. Typhimurium PT4 in cultivation media containing different amounts of LIP and pH

values and added of 2.4 pL/mL of carvacrol.

Fig 2. (A) Curves of surface response of umax obtained from cultivation of E. coli O157H:7
in cultivation media containing different amounts of LIP and pH values and added of 4.8
puL/mL of carvacrol (CAR); (B) Curves of surface response of umax obtained from cultivation
of E. coli O157H:7 in cultivation media containing different amounts of LIP and pH values

and added of 2.4 pL/mL of carvacrol.

Fig. 3. Viable cell counts of S. Typhimurium PT4 in cultivations media at 37 °C during
exposure to carvacrol (CAR) at (A) 4.8 uL/mL or (B) 2.4 pL/mL. (m) Counts in cultivation
media corresponding to the highest umax (B6 or B3) without addition of CAR; (x) Counts in
cultivation media corresponding to the highest umax (B6 or B3); (e) Counts of cultivation
media corresponding to the lowest umax without addition of CAR (B8 or B7); (A): Counts in
cultivation media corresponding to the lowest umax (B8 or B7). Detection limit of the test:

2.0 log CFU/mL. The error bars represent the standard deviation.

Fig. 4. Viable cell counts of E. coli O157H:7 in cultivations media at 37 °C during exposure

to carvacrol (CAR) at (A) 4.8 uL/mL or (B) 2.4 pL/mL. (m) Counts in cultivation media
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corresponding to the highest umax (B3 or B2) without addition of CAR; (x) Counts in
cultivation media corresponding to the highest umax (B3 or B2); (e) Counts in cultivation
media corresponding to the lowest umax without addition of CAR (B7 or B8); (A) Counts in
cultivation media corresponding to the lowest umax (B7 or B8); Detection limit of the test:

2.0 log CFU/mL. The error bars represent the standard deviation.
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Table 1. Codified and absolute values of protein (PTN), lipids (LIP) and pH values used in cultivation media for assays with carvacrol (CAR)
following a full factorial design (2%), and the respective minimal inhibitory concentration (MIC; pL/mL) of CAR against S. Typhimurium PT4
and E. coli O157H:7.

Codified Absolute value X; Codified Absolute value X, Codified Absolute value X; MIC MICE. coli

Media value X; (PTN g/ 100 mL) value X, (LIP mL/ 100 mL)  value X; (pH) S. Typhimurium PT4 O157H:7
(PTN) (LIP) (pH)

1 -1.00 4.00 -1.00 3.75 -1.00 5.00 9.6 9.6

2 1.00 8.00 -1.00 3.75 -1.00 5.00 9.6 9.6

3 -1.00 4.00 1.00 6.25 -1.00 5.00 9.6 9.6

4 1.00 8.00 1.00 6.25 -1.00 5.00 9.6 9.6

5 -1.00 4.00 -1.00 3.75 1.00 6.00 9.6 9.6

6 1.00 8.00 -1.00 3.75 1.00 6.00 9.6 9.6

7 -1.00 4.00 1.00 6.25 1.00 6.00 9.6 4.8

8 1.00 8.00 1.00 6.25 1.00 6.00 9.6 4.8

9 0.00 6.00 0.00 5.00 0.00 5.50 9.6 9.6

10 0.00 6.00 0.00 5.00 0.00 5.50 9.6 9.6

11 0.00 6.00 0.00 5.00 0.00 5.50 9.6 9.6
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Table 2. Maximum specific growth rate (umax) and lag phase (A) of S. Typhimurium PT4 grown in cultivation media containing different
concentrations of carvacrol (CAR).

. Control A(h Control CAR 2.4 A (h
Media pmax CAR 4.8 umax C,(AI; 4.8* pmax pmax C,(AI% 2.4**
1 5.33+0.20%° 2.39+0.17%9 0.00+0.00 4.13+0.06™° 1.80+0.15% 0.00+0.00
2 4.50+0.11"¢ 3.90+0.28% 0.00+0.00 2.18+0.03"° 1.82+0.10% 0.00+0.00
3 5.01+0.26" 2.64+0.2359 0.00+0.00 2.90+0.11"% 2.39+0.29%° 0.00+0.00
4 4.37+0.07% 3.83+0.21% 0.00+0.00 1.60+0.02° 1.28+0.08%° 0.00+0.00
5 4.95+0.06"%® 3.25+0.15% 0.00+0.00 3.34+0.13* 1.79+0.15% 0.00+0.00
6 5.12+0.08% 4.63+0.20% 0.00+0.00 2.40+0.06™° 1.80+0.06% 0.00+0.00
7 3.00+0.08"¢ 1.45+0.06%° 0.00+0.00 1.91+0.18~ -1.29+0.36" 3.48+0.03
8 2.09+0.04* -1.44+0.07%" 2.40+0.00 1.56+0.27° -0.88+0.03%¢ 2.30+0.01
9 2.33+0.02* 1.94+0.05% 0.00+0.00 2.61+0.047% 1.97+0.02% 0.00+0.00
10 2.37+0.10™ 1.91+0.03% 0.00+0.00 2.64+0.047 1.95+0.05% 0.00+0.00
11 2.35+0.02* 1.91+0.06% 0.00+0.00 2.67+0.17% 1.89+0.01% 0.00+0.00

Control: same formulation media without addition of CAR; CAR 4.8: formulation added of CAR at 4.8 uL/mL; * or **: all media assayed as control of CAR 4.8 or CAR 2.4
showed X value = zero; CAR 2.4 formulation added of CAR at 2.4 pL/mL. *® Different superscript small letters in the same raw denote differences (p < 0.05) in maximum
specific growth rate obtained for each bacteria based on Student’s t test; *® Different superscript small letters in the same column denote differences (p < 0.05) in maximum

specific growth rate obtained for each bacteria based on Tukey test.



Table 3. Maximum specific growth rate (umax) and lag
concentrations of carvacrol (CAR).

phase (A) of E. coli O157H:7 grown

66

in cultivation media containing different

Media Control CAR 4.8 A (h) Control CAR 24 A (h)
pmax pmax CAR 4.8* pmax pmax CAR 2.4**
1 4.43+0.08"° 0.73+0.14%¢ 0.00+0.00 2.56+0.07%¢ 1.95+0.16"° 0.00+0.00
2 3.90+0.04% 2.85+0.08° 0.00+0.00 2.91+0.06"% 2.33+0.13%¢ 0.00+0.00
3 2.20+0.04%° 1.86+0.015% 0.00+0.00 3.16+0.17%° 2.50+0.19%° 0.00+0.00
4 1.93+0.01° 1.53+0.145® 0.00+0.00 1,98+0.11*° 1.60+0.08% 0.00+0.00
5 2.44+0.02°% 1.90+0.215% 0.00+0.00 4.01+0.13% 3.45+0.11% 0.00+0.00
6 1.72+0.01”¢ 1.25+0.16® 0.00+0.00 2.94+0.02°% 2.33+0.19%° 0.00+0.00
7 1.69+0.08" -1.39+0.17°" 1.77+0.01 2.91+0.074% -1.02+0.11%° 4.30+0.03
8 1.61+0.07" -2.17+0.29% 2.32+0.01 2.08+0.14" -0.82+0.21%° 4.00+0.03
9 2.52+0.12" 1.66+0.01%%° 1.02+0.01 2.63+0.00" 1.98+0.015%% 0.00+0.00
10 2.25+0.21%% 1.70+0.01%%° 1.80+0.00 2.66+0.20" 1.79+0.015% 0.00+0.00
11 2.45+0.25"%® 1.68+0.03%%¢ 1.78+0.00 2.46+0.10"° 1.86+0.05%% 0.00+0.00

Control: same formulation media without addition of CAR; CAR 4.8: formulation added of CAR at 4.8 uL/mL; * or **: all media assayed as control of CAR 4.8 or CAR 2.4

showed A value = zero; CAR 2.4 formulation added of CAR at 2.4 pL/mL. “® Different superscript small letters in the same raw denote differences (p < 0.05) in maximum
specific growth rate obtained for each bacteria based on Student’s t test; *® Different superscript small letters in the same column denote differences (p < 0.05) in maximum

specific growth rate obtained for each bacteria based on Tukey test.
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