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RESUMO

Para evitar contaminagcdes com microrganismos patogénicos, € comum na industria
0 uso de conservantes e antimicrobianos sintéticos, todavia, tornou-se crescente a
busca do consumidor por produtos mais naturais e menos processados. Visto isso,
este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de dois
compostos naturais - cinamaldeido e carvacrol - em associacdo com nanoparticulas
biogénicas de prata (BioAgNP) contra cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028. Foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) da BioAgNP, do cinamaldeido e do
carvacrol contra essas bactérias. A avaliacdo da associacdo dos compostos com
nanoparticulas foi realizada pelo método de Checkerboard. Como resultado, ambas
associacdes dos compostos com as BioAgNP foram sinérgicas, demonstrando ser
uma possivel alternativa para a substituicdo aos antimicrobianos sintéticos.

INTRODUCAO

As Doencgas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) representam um problema
de saude publica. As DTHA séo causadas pela ingestdo de agua e/ou alimentos
contaminados e existem mais de 250 tipos no mundo, podendo ser causadas por
bactérias e suas toxinas, virus, parasitas intestinais ou substancias quimicas. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 600 milhdes de pessoas
adoecem e 420.000 morrem todos os anos devido a essas doencas (BRASIL, 2022).
Com objetivo de diminuir o impacto negativo causado por essas bactérias, métodos
de conservacdo foram desenvolvidos para garantir seguranca microbiolégica dos
alimentos, como exemplo os conservantes quimicos sintéticos. Entretanto, ha um
interesse crescente por produtos naturais como alternativas para os conservantes
guimicos, tais como os antimicrobianos derivados de plantas, animais, bactérias,
algas e fungos. Mas para a disseminacédo do uso desses compostos naturais como
conservantes, ha alguns obstaculos, uma vez que para inibir a deterioragdo ou
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eliminar bactérias patogénicas, sdo necessarias altas concentracdes dessas
substancias podendo afetar nas caracteristicas sensoriais do alimento (BRUNO e
MACHADO, 2022).

Visto isso, o presente trabalho encontrou como possivel alternativa para contornar
essas alteracdes organolépticas a associacdo dos compostos naturais com as
nanoparticulas de prata (AgNP). A nanotecnologia desempenha um papel crucial no
setor alimenticio, contribuindo para o aumento da qualidade e seguranca dos
alimentos, uma vez que as nanoparticulas de metais nobres — como a AgNP —
possuem alta atividade contra microrganismos (DUNCAN, 2011). E dessa forma,
poder encontrar uma nova possibilidade de conservante ao invés dos
antimicrobianos sintéticos.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo das Bactérias

Nesta pesquisa foram 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.

Agente antimicrobianos

As substancias naturais utilizadas no presente estudo foram adquiridas
comercialmente. Os compostos naturais usados foram carvacrol e cinamaldeido
(pureza = 98%; Sigma-Aldrich). As nanoparticulas biogénicas de prata (BioAgNP-
GRAL) fornecidas pela Prof@ Dr* Renata K. T. Kobayashi, do Laboratério de
Bacteriologia Basica e Aplicada da Universidade Estadual de Londrina

Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima e Concentragdo Bactericida
Minima

A Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e a Concentracao Bactericida Minima (CBM)
da BioAgNP e dos compostos naturais foram determinadas de acordo com o Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), 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. As
nanoparticulas foram diluidas seriadamente em MHB nas concentracfes de 0,97 a
500 uM e os compostos naturais nas concentracdes de 7,8 a 5.000 pg/mL. Apos
incubagao a 35 °C por 24 h, a CIM foi determinada visualmente identificando-se a
concentracdo mais baixa na qual ndo foi observado o crescimento bacteriano. Apos
a determinacado da CIM, aliquotas de 20 uL foram removidas dos poc¢os onde n&o 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
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As interacOes entre a BioOAgNP e o0s compostos naturais foram avaliadas pelo
método de checkerboard. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos
contendo de 100 pL de MHB, onde a BioAgNP apresentava concentracéo inicial de
500 uM, foi diluida seriadamente no eixo X e 0S compostos naturais, com
concentragdo inicial de 5000 pg/mL, foram diluidos no eixo Y. A suspenséo
bacteriana padronizada foi inoculada em todos os pocos e a microplaca foi incubada
em estufa de 35 °C por 24 h. Ap0s a incubacéo, o indice da Concentracao Inibitdria
Fracionada (ICIF) foi calculado a partir da seguinte férmula:

ICIF = CIF (composto natural) + CIF (nanoparticula);

CIM(composto natural+nanoparticula)

onde, CIF(composto natural) = CiM(composto naturaD

CIM (nanoparticula+composto natural)

CIF (nanoparﬁcula) - CIM (nanoparticula)

Os resultados foram interpretados como efeito sinérgico (ICIF < 0.5); aditivo (0.5 <
ICIF < 1); indiferente (1<ilCIF < 2); antagdnico (ICIF > 2) (YADAV et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi determinada a CIM e o CBM das substancias naturais e da nanoparticula
biogénica de prata contra as bactérias E. coli, S. aureus e S. Typhimurium (Tabela
1). A CIM e a CBM do cinamaldeido contra todas as bactérias foi de 625 pg/mL. O
carvacrol apresentou CIM e CBM de 625 pg/mL contra E. coli, contra S. aureus a
CIM e CBM do carvacrol foram de 1.250 pg/mL e contra S. Typhimurium a CIM e
CBM foram de 312,5 pg/mL.

A BIioAgNP apresentou CIM de 62,5 pM e CBM de 125 uM contra E. coli. Contra S.
aureus, a CIM e a CBM foram de 125 pM. Por fim, a CIM e CBM da BioAgNP contra S.
Typhimurium foi de 62,5 uM/mL. Esses dados evidenciam a atividade antimicrobiana
dos compostos naturais e das BioAgNPs contra as bactérias estudadas.

Tabela 1 - CIM e CBM dos compostos naturais e da Nanoparticula de Prata contra
bactérias patogénicas de origem alimentar.

Bactéria Carvacrol Cinamaldeido BioAgNP
CIM e CBM (ug/mL) | CIM e CBM (ug/mL) | CIM e CBM (uM))

E. coli 625/625 625/625 62,5/125

S. aureus 1250/1250 625/625 125/125

S. Typhimurium 312,5/312,5 625/625 62,5/62,5

Por meio do método de checkerboard, realizou-se a avaliagdo do potencial sinérgico
dos compostos naturais com BioAgNP contra E. coli, S. aureus e S. Typhimurium
(Tabela 2).

TABELA 2 — Potencial sinérgico entre BioAgNP e compostos naturais.

Carvacrol + BioAgNP | ICIF | Cinamaldeido + BioAgNP | ICIF
E. coli Sinérgico 0,4 | Sinérgico 0,5
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S. aureus Sinérgico 0,3 | Sinérgico 0,5
S. Typhimurium | Sinérgico 0,5 | Sinérgico 0,5
CONCLUSOES

Com o estudo, foi possivel concluir que a BioAgNP atuou sinergicamente em
associacao com o carvacrol e cinamaldeido, portanto as concentracées necessarias
das substancias para inibir os microrganismos diminuiram quando utilizados juntos.
Com isso, 0os compostos naturais e a BioAgNP tornam-se uma possivel alternativa
no combate de alguns microrganismos, visto a grande procura do mercado
consumidor por alimentos com menor indice de conservantes quimicos
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