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Resumo:

Na indastria de alimentos, o cuidado com a contaminacdo microbiana é
imprescindivel para garantir que o alimento ndo perca sua qualidade e nem cause
danos ao consumidor. Um dos métodos encontrados pela industria para o controle
antimicrobiano, é o uso de conservantes quimicos. Paralelamente, nos ultimos anos
0S compostos naturais tém ganhado visibilidade e se tornado uma opcao para a
conservacao de alimentos, devido ao seu potencial antimicrobiano. Isto posto, o
presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana de benzoato de soédio (BS)
sozinho e combinado com 0s compostos naturais: carvacrol e cinamaldeido contra
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Para isso foi determinada a
concentracao bactericida minima, a concentracao inibitéria minima e em seguida foi
feito o método checkerboard para analisar o efeito de associacdo do BS com os
compostos naturais. O efeito sinérgico e aditivo foi observado na associacdo do BS
com as duas substancias avaliadas para as bactérias estudadas, sendo uma
alternativa para o controle de patdgenos de origem alimentar.

Introducéo

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) representam grande alerta na saude
publica, nesse sentido a industria alimenticia caminha de maneira a garantir a
gualidade microbioldgica dos alimentos a fim de frear a proliferacdo de
microrganismos danosos a saude humana. Os principais agentes causadores de
DTAs sao os virus e as bactérias, sendo mais frequente o segundo grupo, dentre
eles, Salmonella spp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. No Brasil, nos anos
de 2012 a 2021 os Surtos de Doencas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHAS)
foram liderados por E. coli (29,6%), seguido de S. aureus (12,9%) e Salmonella spp
(11,2%) (BRASIL, 2022).

Um dos métodos de conservagdo utilizado na industria, € o uso de conservantes
alimentares quimicos, os quais inibem o crescimento microbiano, a exemplo do
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benzoato de sédio (BS) — um sal de sédio utilizado em ampla escala em alimentos
(BRUNA; THAIS; LIGIA, 2018).

Paralelamente, ha uma crescente valorizagcdo do uso de conservantes naturais
devido ao seu potencial antimicrobiano em alimentos (CHEN et al., 2016). O uso
combinado destas substancias com compostos quimicos sintéticos potencializa o
efeito inibitério contra agentes microbianos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH,
2009). Assim, o objetivo de conservagdo e de seguranca microbioldgica é alcancado
sem comprometer as caracteristicas sensoriais do alimento, tornando-o seguro e
agradavel ao paladar do consumidor. Do exposto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a associacdo de BS e compostos naturais (carvacrol e cinamaldeido) como
uma opgdo na acao antimicrobiana, na tentativa de diminuir o uso excessivo de
conservantes quimicos.

Materiais e Métodos
Cultivo da Bactéria

Nesta pesquisa serdo estudadas Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923
estocadas em caldo Infusdo Cérebro e Coracao (BHI) suplementado com 20% de
glicerol a -20 °C.

Agentes antimicrobianos, Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentracao Bactericida Minima

As substancias utilizadas no presente estudo foram adquiridas comercialmente.
Benzoato de sodio (Nuclear), carvacrol e cinamaldeido (Sigma). A Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de BS e dos
compostos naturais foram determinadas de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015), utilizando o método de microdiluicdo em caldo. As
culturas bacterianas foram cultivadas em caldo Mueller Hinton (MHB) e
padronizadas de acordo com a escala de Mc Farland 0,5. O BS foi diluido
seriadamente em MHB &cido (pH 4,8) nas concentracdes de 0,009 a 20 mg/mL e os
compostos naturais nas concentracbes de 7,8 a 1.000 pg/mL. Apos incubacédo a
35°C por 24 h, a CIM foi determinada visualmente identificando-se a concentracéo
mais baixa na qual ndo foi observado o crescimento bacteriano. Apds a
determinacdo da CIM, aliquotas de 20 pyL foram removidas dos poc¢os onde nao for
possivel observar crescimento bacteriano e foram inoculados em Agar Triptona de
Soja (TSA). As placas foram incubadas em estufa de 35 °C por 24 h. A CBM foi
determinada como a menor concentracdo onde nao for observado crescimento
bacteriano

Avaliacdo do potencial sinérgico (método Checkerboard)

As interacdes entre 0 BS e os compostos naturais foram avaliadas pelo método de
checkerboard. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos contendo de 100
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ML de MHB em pH 4,8, onde BS apresentava concentragao inicial de 40 mg/mL, foi
diluido seriadamente no eixo X e 0s compostos naturais, com concentracao inicial
de 5000 pg/mL, foram diluidos no eixo Y da mesma maneira. A suspensao
bacteriana padronizada foi inoculada em todos os pocos e a microplaca foi
incubada em estufa de 35 °C por 24 h. Apds a incubac&o, o indice da Concentracéo
Inibitéria Fracionada (ICIF) foi calculado a partir da seguinte formula: ICIF = CIF(BS)
+ CIF(composto natural) onde, CIF(BS) = CIM(BS) na combinagdo / CIM(BS)
sozinho CIF(composto natural) = CIM(composto natural) na combinacdo /
CIM(composto natural) sozinho Os resultados foram interpretados como efeito
sinérgico (ICIF < 0.5); aditivo 0.5 < ICIF < 1; indiferente (<1>4).

Resultados e Discussao

Foi determinada a CIM e CBM das substancias naturais, BS contra as bactérias S.
Typhimurium, E. coli e S. aureus. A CIM e a CBM dos compostos naturais foi 312
pg/mL (Tabela 1), o que evidencia que ha atividade antimicrobiana moderada das
substancias naturais contra as bactérias pesquisadas. O BS apresentou CIM e CBM
de 0,625 mg/mL contra E. coli e S. Typhimurium e 2,5 mg/mL contra S. aureus.

Tabela 1 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) dos compostos naturais e quimico contra as bactérias de interesse

Microrganismo Composto CIM CBM

E. coli Cinamaldeido 312 pg/mL 312 pg/mL
Carvacrol 312 pg/mL 312 pg/mL

Benzoato de sédio 0,625 mg/mL 0,625 mg/mL
S.Typhimurium Cinamaldeido 312 pg/mL 312 pg/mL
Carvacrol 312 pg/mL 312 pg/mL

Benzoato de sédio 0,625 mg/mL 0,625 mg/mL
S. aureus Cinamaldeido 312 pg/mL 312 pg/mL
Carvacrol 312 pg/mL 312 pg/mL
Benzoato de sédio 2,5 mg/mL 2,5 mg/mL

Os ensaios para a avaliacao do potencial sinérgico (Tabela 2) demonstraram que o
BS atuou sinergicamente com carvacrol e cinamaldeido contra S. aureus e de forma
aditiva contra E. coli e S. Typhimuirium.

Tabela 2 — Potencial sinérgico entre benzoato de sédio e substancias naturais

Carvacrol ICIF Cinamaldeido ICIF
+ BS +BS
E. coli Aditivo 0,5 Aditivo 0,5
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S. Aditivo 0,9 Aditivo 0,7
Typhimurium
S. aureus Sinergismo 0,2 Sinergismo 0,1
Conclusbes

Foi possivel observar que o BS atuou sinergicamente quando associado ao
carvacrol e cinamaldeido contra S. aureus, além do potencial aditivo contra E. coli,
S. Typhimurium. 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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