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RESUMO

O investimento no aprimoramento de tecnologias de embalagens cresceu nos ultimos anos.
Embalagens ativas (EA), especialmente aquelas incorporadas com compostos bioativos, tém sido
o foco de pesquisas, dada a preocupacdo crescente do consumidor em relagdo a conservantes
sintéticos. A exploracéo dos 6leos esséncias (OE) em embalagens é uma abordagem promissora,
dada a ampla gama de propriedades que estes compostos apresentam. Nesse sentido, o objetivo
desse trabalho foi averiguar a atividade antimicrobiana do composto majoritario do OE de orégano
(carvacrol), visando sua futura incorporacdo em EA. Para tal, foi avaliada a Concentragcdo Minima
Inibitoria (MIC) do carvacrol pelo método de microdiluicdo frente a quatro grupos de microrganismos:
bactérias Gram-negativa (Escherichia coli); Gram-positiva (Staphylococcus aureus); leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) e fungos filamentosos (Rhizopus stolonifer; Alternaria alternata;
Fusarium semitectum e Aspergillus niger). A MIC para as bactérias foi de 375 ppm, ao passo que
para leveduras e fungos filamentosos, a MIC encontrada foi de 93,75 ppm, demonstrando um
potencial antimicrobiano mais acentuado contra esses grupos de microrganismos. Confirmada a
eficacia in vitro, o préximo passo do estudo ser4 promover a incorporacdo do composto em
bioplastico ativo a base de soro de leite para futura aplicacao na conservacgéo de pao de forma.

Palavras-chave: Carvacrol. Concentracdo minima inibitéria. Embalagem ativa.

1 INTRODUCAO

Atualmente, percebe-se um interesse crescente tanto no meio académico quanto no
industrial no estudo e modernizacao da tecnologia de embalagens (FIROUZ; MOHI-ALDEN,;
OMID, 2021). Uma abordagem que tem se destacado nos ultimos anos € a elaboracéao de
embalagens ativas (EA), que consistem em embalagens incorporadas com aditivos
sintéticos e/ou bioldgicos, que migrardo gradativamente para o alimento (CAICEDO et al.,
2023). Dessa forma, é possivel reduzir a quantidade de aditivos incorporados diretamente
no produto, além de auxiliar na conservacéo do alimento.

A exploracdo de compostos bioativos, como 6leos essenciais (OE), no setor de
embalagem vem ganhado foco nos ultimos anos, sobretudo com a preocupagdo dos
consumidores quanto ao uso de conservantes sintéticos (NARASAGOUDR et al., 2020). A

aplicabilidade dos OEs como agentes conservantes na area de alimentos fundamenta-se
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na ampla gama de propriedades que estes apresentam, como: atividade antibacteriana;
antifingica; inseticida; antiviral e antioxidante (CHAUDHARI; DAS, 2023).
Desta forma, nesse trabalho, objetivou-se a averiguacao da atividade antimicrobiana
do composto majoritario do OE de orégano, o carvacrol, por meio da determinacdo da
Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) pelo método de microdiluicdo frente a quatro grupos

de microrganismos, visando sua futura incorporacédo em embalagem ativa antimicrobiana.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismos testados

Foram utilizadas bactérias Gram-negativa e Gram-positiva E. coli e S. aureus,
respectivamente; levedura S. cerevisiae; e fungos filamentosos R. stolonifer, A. alternata,
F. semitectum e A. niger, cedidas pelo Laboratério de Embalagens da Universidade Federal
de Vicosa — UFV. As bactérias e levedura foram ativadas em caldo infusdo cérebro coragdo
(BHI) e incubadas por 24 horas a 37 °C. Em seguida, elas foram plaqueadas em &gar
padrdo para contagem (PCA) e incubadas por mais 24 horas a 37 °C para obtencéo de
colénias isoladas. Os fungos filamentosos foram ativados em caldo (BHI) e incubados a 25
°C por 3 dias. Apoés esse periodo, realizou-se o plagueamento desses microrganismos em
agar batata dextrose (BDA) acidificado com &cido tartarico 10% m/v e incubados por mais
7 dias a 25 °C. A padronizacao dos inoculos foi realizada conforme metodologia proposta
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012): coldnias isoladas
foram suspensas em solucéo salina, com posterior ajuste de turbidez equivalente ao padréao

de 0,5 na escala Mcfarland e diluidas até a concentragéo desejada.

2.2 Antimicrobiano utilizado e preparo das solugbes-estoque

O carvacrol, componente majoritario do 0leo essencial de orégano, foi utilizado como
agente antimicrobiano. Por meio de dilui¢cdes seriadas a uma razao de 2, foram preparadas
solucgdes-estoques em concentragdes de 1.200 a 37,5 ppm (UL/L) de carvacrol diluidos em
agua, DMSO 10% e Tween 80 0,5%.

2.1 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC)
A determinacdo da MIC do carvacrol foi realizada pelo método de microdiluicdo
utilizando microplacas com 96 pocos conforme metodologia proposta pelo CLSI (CLSI,
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2012). A Figura 1 apresenta um esquema geral de como se deu o preparo da microplaca
para andlise MIC do carvacrol frente a bactérias e leveduras. Outras placas com preparo

similar foram usadas também para fungos filamentosos e levedura.

Figura 1 — Esquema geral para determinac¢éo da MIC do carvacrol frente a bactérias e levedura
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Fonte: Autores, 2023.
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Os pocos foram completados com 100 pL de caldo BHI e 50 uL de cada solucédo de
carvacrol, sendo que, nos pocos, as concentragdes do antimicrobiano atingiram os valores
de 375 a 11,72 ppm. Em seguida, inoculou-se 10 pL dos indculos previamente
padronizados, gque atingiram, em cada poco, a concentracdo de aproximadamente 5x10*
UFC/mL, confirmada posteriormente por contagem em placa. Também foram preparados
pocos controles: caldo BHI puro, para confirmar a esterilidade do meio; caldo BHI e
microrganismo, para confirmar a viabilidade dos in6culos; caldo BHI e solugéo de carvacrol,
também para controle de esterilidade.

As placas contendo as bactérias e leveduras foram incubadas a 37 °C por 24 h, ao
passo que as placas contendo os fungos filamentosos foram incubadas a 25 °C por 3 dias.
O valor de MIC foi considerado a menor concentracdo de carvacrol capaz de evitar

crescimento visivel do microrganismo no poco.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise de MIC pode ser consultado na Tabela 1.

Tabela 1 — MIC, em ppm (uL/L), de carvacrol frente aos microrganismos testados

Concentragao Microrganismos
de carvacrol | g S. S. R. A. F. A.
ngpg&g)o coli aureus | cerevisiae | stolonifer | alternaria | semitectum | Niger
375,00 ) ) ) ) () () (-)
187,50 (+) (+) ) ) () () ()
93,75 (+) (+) ) ) Q) ) ()
46,88 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
23,44 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
11,72 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

(+): crescimento visivel de microrganismo; (-): sem crescimento visivel de microrganismo.
Fonte: Autores, 2023.

Conforme a Tabela 1, a MIC obtida nesse trabalho para E. coli e S. aureus foi de
375,00 ppm. Diao et al. (2022) obtiveram um valor de MIC de 336 ppm contra E. coli, ao
passo que Santos et al (2016) encontraram um MIC de 312 ppm para E. coli e S. aureus,
valores similares ao que foi verificado no presente estudo.

Os resultados obtidos demonstraram um efeito antimicrobiano mais acentuado do
carvacrol contra as cepas de levedura e fungos filamentosos quando comparados as
bactérias. Mauriello et al. (2021) obtiveram um valor de MIC menor que 500 ppm para S.
cerevisiae, 0 que vai ao encontro dos resultados obtidos no presente trabalho. Abbaszadeh
et al. (2014) obtiveram uma MIC de 50 ppm para A. niger, em concordancia com 0s
resultados obtidos, ao passo que para A. alternaria o MIC encontrando foi de 350 ppm,
valor superior ao do presente trabalho. Abbaszadeh et al. (2014) avaliaram uma estirpe de
Rhizopus (R. oryzae) e Fusarium (F. oxysporum) e obtiveram uma MIC de 200 e 125 ppm,

respectivamente, valores proximos aos obtidos no presente trabalho.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o carvacrol € um antimicrobiano com
potencial para aplicagdo em alimentos, tendo em vista que apresentou MIC baixas para
todos os microrganismos testados, em especial fungos filamentosos e levedura.
Confirmada a eficacia in vitro, o proximo passo do estudo sera promover a incorporacao do

composto em bioplastico ativo a base de soro de leite para futura aplicacdo na conservacao
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de pao de forma. Espera-se que a EA desenvolvida com carvacrol iniba o desenvolvimento
de fungos filamentosos (principais deterioradores do péo de forma), dessa forma

estendendo a vida de prateleira do produto.
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