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Resumo:

O uso excessivo de conservantes quimicos tem sido motivo de preocupacao devido
a suas reagOes adversas. Uma alternativa seria a substituicdo desses conservantes
por compostos naturais, no entanto, em algumas situacdes, 0 seu uso pode mudar
as propriedades organolépticas dos alimentos. Diante disso, avaliamos o efeito da
associacdo entre sorbato de potassio (SP) e os compostos naturais (carvacrol,
eugenol e cinamaldeido) in vitro. Foi determinada a concentracao inibitéria minima
(CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) do SP e do carvacrol, eugenol e
cinamaldeido contra Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. O efeito da associagdo do SP com os compostos naturais foi realizado pelo
meétodo do Checkerboard. O efeito sinérgico foi observado na associacédo do SP com
as trés substancias avaliadas para as bactérias Gram negativas, sendo uma
alternativa para o controle de patégenos de origem alimentar.

Introducéo

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2017, houveram 12.660 surtos de doencas
transmitidas por alimentos, deixando 239.164 pessoas doentes e causando 186
Obitos. Dos agentes identificados, Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus somam 81,4% e representam os trés patdgenos que mais
estiveram envolvidos (BRASIL, 2018).

Os conservantes quimicos estdo entre as estratégias mais comuns
empregadas pela industria de alimentos para o controle de microrganismos. O SP é
um sal potassico do &cido sérbico muito Gtil para a conservacdo de diversos
alimentos. Porém, ele também pode apresentar acédo prejudicial a saude humana
guando consumido em quantidades elevadas (KAMANKESH et al., 2013).

O uso de oOleos essenciais de plantas e seus constituintes apresentam-se
como uma alternativa, pois possuem um amplo efeito antimicrobiano sem apresentar
toxicidade para o ser humano (MOLINOS et al., 2009). Em contrapartida, a aplicacéo
desses compostos como conservantes alimenticios é limitada pelo seu sabor e odor
guando presentes em altas concentra¢cdes (ZHOU, 2007). A fim de evitar que estas
alteragbes ocorram, uma alternativa é utilizar de uma interagdo positiva onde ha a
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combinacgéo entre dois ou mais compostos e 0s mesmos exercam um efeito inibitorio
contra agentes microbianos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

Sendo assim, objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antibacteriana de SP e dos compostos naturais: carvacrol, eugenol e cinamaldeido
contra Salmonella enterica sorotipo Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Foi avaliado, também, o efeito
antibacteriano da associacdo entre 0 composto quimico sintético e os compostos
naturais contra as mesmas bactérias.

Materiais e métodos
Cultivo das bactérias e Agentes antimicrobianos

Salmonella Typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC
25923 foram estocadas em caldo Infusdo Cérebro e Coracdo suplementado com
20% de glicerol a -20 °C. O SP (Vetec, Jaragua do Sul, Brazil), o carvacrol, eugenol
e cinamaldeido (pureza = 98%; Sigma-Aldrich) foram adquiridos comercialmente.

Determinacdo da concentragdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima

A CIM e a CBM do SP e dos compostos naturais foram determinadas pelo
método de microdiluicdo em caldo. A cultura bacteriana foi cultivada em caldo
Mueller Hinton (MHB), por 6 h a 35 °C, a suspenséo bacteriana foi padronizada de
acordo com a escala de Mc Farland 0,5 e diluida para obter 5x10° UFC/ml. Foram
inoculados 10 pL das culturas padronizadas em microplacas com 96 pocos,
contendo 100 pL dos compostos naturais e sintético diluidos em caldo MHB. O SP
foi testado nas concentracdes de 0,312 a 320 mg/mL e os compostos naturais nas
concentractes de 19 a 5.000 pg/mL. ApGs incubacédo a 35 °C por 24 h, a CIM foi
determinada visualmente identificando-se a concentracdo mais baixa na qual nao foi
observado o crescimento bacteriano. Aliquotas de 20 uL foram removidas dos pocos
onde nio for possivel observar crescimento bacteriano e inoculadas em Agar
Triptona de Soja. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. A CBM foi
determinada como a menor concentragdo onde n&o foi observado crescimento
bacteriano.

Avaliacao do potencial sinérgico (método checkerboard)

O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos contendo de 100 pL de
MHB onde o SP com concentracéo inicial de 320 mg/mL, foi diluido seriadamente no
eixo X e 0s compostos naturais, com concentragdo inicial de 5.000 pg/mL, diluidos
no eixo Y. As suspensfes bacterianas padronizadas foram inoculadas em todos os
pocos e a microplaca foi incubada a 35 °C por 24 h. O indice da Concentragéo
Inibitéria Fracionada (ICIF) foi calculado a partir de ICIF = CIF (SP) + CIF(composto
natural) onde, CIF(SP) = [CIM (SP) na combinacédo] / [CIM (SP) sozinho] e
CIF(composto natural) = [CIM (composto natural) na combinacgéo] / [CIM (composto
natural) sozinho]. Os resultados foram interpretados como efeito sinérgico (ICIF <
0.5); aditivo 0.5 < ICIF < 1; indiferente (1 <ICIF < 4) ou antagbnico (ICIF > 4).

Ensaio de curva de morte
O ensaio de curva de morte foi realizado para as combinacbes de SP e
compostos naturais que obtiveram resultado sinérgico no método de checkerboard.

‘. ‘- U E M Universidade A
Estadual de
) Maringd E e ok 5 ot GOVERNO
e Te

DO ESTADO DO PARANA



28° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica

8° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior UG Sl e Pt b

&
0%

As culturas overnight foram padronizadas pela escala McFarland 1, diluidas para
obtencdo de 6x10° UFC/mL e transferidas para tubos contendo MHB suplementado
com o0s antimicrobianos sozinhos e em combinagdo. As concentracdes dos
antimicrobianos foram determinadas a partir dos resultados encontrados no método
de checkerboard. Aliquotas de 100uL foram removidas em intervalos de 0, 3, 6, 12 e
24h, diluidas em série e semeadas em Agar Mueller Hinton (MHA). As placas foram
incubadas a 35 °C durante 24 h.

Resultados e Discusséo

Carvacrol e cinamaldeido apresentaram CIM e CBM de 312 ug/ml para todas as
bactérias, enquanto a CIM e a CBM do eugenol foi 312 pug/ml para S. Typhimurium e
1250 pg/ml para E. coli e S. aureus (Tabela 1). Nota-se que as CIM e CBM do SP foram
menores para as bactérias Gram negativas e, também, que as CIM e CBM das
substancias naturais para as bactérias estudadas, foram em média 100 vezes menores
gue as de SP (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) do sobato de potassio e substancias naturais.*

SP Carvacrol Cinamaldeido Eugenol
S. Typhimurium 20 mg/ml 312 pg/ml 312 pg/ml 312 pg/ml
E. coli 10 mg/ml 312 pg/ml 312 pg/ml 1250 pg/ml
S. aureus 160 mg/ml 312 pg/ml 312 pg/ml 1250 pg/ml

* Os valores de CIM e CBM foram idénticos

Os ensaios para a avaliagdo do potencial sinérgico (Tabela 2) demonstraram os
melhores resultados para as bactérias Gram negativas, onde o SP atuou
sinergicamente com cinamaldeido contra E. coli e contra S. Typhimurium ao ser
associado ao carvacrol e ao eugenol.

Tabela 2 — Avaliacao potencial sinérgico entre o sobato de potassio e as substancias naturais.

Carvacrol Cinamaldeido Eugenol
S. Typhimurium Sinérgico Aditivo Sinérgico
E. coli Aditivo Sinérgico Indiferente
S. aureus Indiferente Aditivo Indiferente
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Com base nos resultados do checkerboard, foram realizados os ensaios de
curva de morte utilizando as CIM obtidas nas associacbes que apresentaram
resultado sinérgico. Para E. coli, foram utilizadas as concentracdes de 0,625 mg/mL
de SP e 39 pg/mL de cinamaldeido. Ja para S. Typhimurium, foram testadas as
concentragdes de 2,5 mg/mL de SP e 39 pg/mL de eugenol, e de 1,25 mg/mL de SP
e 39 pg/mL de carvacrol. Porém, no periodo de 24h, ndo houve a morte das
bactérias avaliadas.

Conclusbes

Foi possivel observar a atividade sinérgica do SP quando associado ao
carvacrol e ao eugenol contra S. Typhimurium. Contra E. coli, o efeito sinérgico foi
observado na associacdo de SP com o cinamaldeido. Com isso, 0S compostos
naturais se configuram como uma possivel alternativa as combate de alguns
microrganismos, visto a grande procura do mercado consumidor por alimentos com
menor indice de conservantes quimicos.
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