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RESUMO

Diferentes compostos naturais vém sendo pesquisados nos ultimos anos para serem utilizados
como agentes bactericida ou bacteriostdtico sob bactérias patogénicas ou deterioradoras em
alimentos. Dentre estes compostos se destaca o carvacrol. O carvacrol ¢ um composto
fendlico presente em muitos 6leos essenciais como o de orégano, tomilho e manjerona. Dentre
os diferentes micro-organismos vinculados a alimentos se destacam Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Os tratamentos mais comuns para mastite bovina sdo dessa forma,
antibidticos naturais, como o carvacrol, podem ser uma alternativa para o controle destes
micro-organismos em alimentos. Inumeros artigos sdo reportados na literatura sobre as
possiveis inativacdes microbianas a partir de carvacrol, entretanto, sua baixa afinidade pela
dgua, torna-se um entrave para a sua utilizacio em alimentos, pois grande parte destas
matrizes sdo constituidas por dgua. Dessa forma, objetivando minimizar estes aspectos
negativos, foram formulados nanocarreadores a base de Albumina Sérica Bovina (BSA)
veiculando carvacrol em diferentes valores de pH (4,0,5,5 e 7,2) e avaliado sua acdo
antimicrobiana pela Concentracgdo Minima Inibitéria (CMI), Concentracio Minima
Bactericida (CMB) e pelo teste de difusdo em 4gar. As formulagdes com o carvacrol
nanocarreado apresentaram pela técnica de microdiluigdo, CMB iguais para os isolados (S.
aureus e E. coli),de 0,50 pL. mL'para BSA-E em pH 4,0 e 1,00 uL. mL'em pH 5,5 e 7.2.
Para as formulagdes com carvacrol sem nanocarreador apresentaram CMB de 1,00 uL. mL"
'em pH 4,0 e 2,00uL. mL'em pH 5,5 e 7,2. A andlise do espectro de a¢do antimicrobiana pela
técnica de difusdo em dgar (halo de inibi¢cdo) demonstrou que as formulacdes com
nanocarreador foram igualmente efetivos para bactéria Gram positiva e Gram negativa
(p>0,05). Dessa forma foi possivel constar que o carvacrol nanocarreado teve acdo
antimicrobiana mais efetiva que o carvacrol sem estar nanocarreado, podendo ser uma

alternativa vidvel como desinfetante para diferentes segmentos na agroindustria.

Palavras — chave: Oleos essenciais, Nanotecnologia, sanitizacao.



ABSTRACT

Different natural compounds have been researched in recent years to be used as bactericidal
or bacteriostatic agents under pathogenic or deteriorating bacteria in food. Among these
compounds stands out the carvacrol. Carvacrol is a phenolic compound present in many
essential oils such as oregano, thyme and marjoram. Staphylococcus aureus and Escherichia
coli stand out among the different food-related microorganisms. The most common treatments
for bovine mastitis are in this way, natural antibiotics, such as carvacrol, may be an alternative
for the control of these microorganisms in food. Numerous articles are reported in the
literature on possible microbial inactivations from carvacrol; however, their low affinity for
water becomes a barrier to their use in food, since most of these matrices are water. Thus, in
order to minimize these negative aspects, Bovine Sodium Albumin (BSA) based nanocarriers
were formulated to carry carvacrol at different pH values (4,0,5,5 and 7,2) and evaluated their
antimicrobial action by the Minimal Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal
Concentration (CMB) and the agar diffusion test. The formulations with the nanocarrelated
carvacrol presented the same microbial dilution technique for the isolates (S. aureus and E.
coli) of 0.50 puL. mL-1 for BSA-E at pH 4.0 and 1.00 pL. mL-1 at pH 5.5 and 7.2. For the
formulations with caravacrol without nanocarrier they presented CMB of 1.00 pL. mL-1 at
pH 4.0 and 2.00puL. mL-1 at pH 5.5 and 7.2. Analysis of the antimicrobial action spectrum by
the agar diffusion technique (inhibition halo) demonstrated that the nanocarrier formulations
were equally effective for Gram positive and Gram negative bacteria (p> 0.05). Thus, it was
possible to observe that the nanocarreted carvacrol had an antimicrobial action more effective
than carvacrol without being nanocarred, and could be a viable alternative as disinfectant for

different segments in the agroindustry.

Key words: Essential oils, Nanotechnology, sanitation.
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1.0 INTRODUCAO

Na agroindustria, o segmento relacionado a conservacao de alimentos de origem animal e
vegetal, constitui um dos grandes desafios deste setor. Os alimentos por serem constituidos
por diferentes elementos (dgua, proteina, carboidratos, vitaminas, dentre outros), sdo
considerados, em grande parte, como substrato excelente para multiplicacdo de micro-
organismos. Dentre os diferentes micro-organismos vinculados aos alimentos, as bactérias,
normalmente, se reproduzem em maior velocidade em relacio aos demais, sendo assim,
predominantes em diferentes alimentos agroindustriais.

Dentre as bactérias, Staphylococcus aureuse e Escherichia coli, sio reportadas na
literatura como um dos micro-organismos mais associados a deterioracdo nos alimentos e
problemas de satide publica (intoxicacao e infeccao alimentar).

Atualmente, tem se tornado cada vez mais evidente que a descoberta de novos farmacos
ndo € suficiente para assegurar o sucesso do tratamento de muitas doencas. Problemas
relacionados a baixa solubilidade e permeabilidade, rdpido metabolismo e eliminagdo,
distribuicdo inadequada e toxicidade de muitas substancias candidatas a fairmacos tém levado
ao desenvolvimento de sistemas de liberacdo capazes de contornar tais limitacdes. Dentre eles
destacam-se os sistemas de liberagdio nanoestruturados (MADER e MEHNERT, 2001).

A nanotecnologia associada a diferentes agentes terapéuticos pode ser uma alternativa
promissora para melhorar a efetividade de diferentes principios ativos, como por exemplo, o
desenvolvimento de nanocarreadores veiculando compostos naturais com acdo
antimicrobiana, visando melhorar a eficacia destas substincias, dentre elas, os Oleos
essenciais.

Os oleos essenciais sdo liquidos volateis, sintetizados principalmente a partir do
metabolismo secundério de plantas aromadticas, sendo amplamente utilizados em alimentos,
como agentes aromatizantes, perfumes e farmacos. Dentre os diferentes 6leos essenciais,
destaca-se o carvacrol que apresenta acdo anti-inflamatdria, anestésica, antimicrobiana,
antioxidante, dentre outros. Porém por sua baixa afinidade com a 4gua, acaba tendo limitacao
de sua a¢do antimicrobiana em alimentos.

Quimicamente falando, 6leo essencial € um 6leo natural, com odor distinto, segregado
pelas glandulas de plantas aromaticas, obtido por processo fisico e estrutura quimica formada
por carbono, hidrogénio e oxigénio, dando origem a complexa mistura de substancias, que
podem chegar a vérias centenas delas, havendo predominancia de uma a trés substancias que

caracterizam a espécie vegetal em questdo. (TRANCOSO, 2013)
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Neste contexto, o desenvolvimento de um nanocarreador a partir da BSA com carvacrol
pode ser uma alternativa vidvel para minimizar esta limitacdo, sendo uma alternativa vidvel

para sua utiliza¢do como sanitizante em diferentes segmentos da agroindustria.
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2.0 OBJETIVOS
2.1  OBJETIVO GERAL

Obtencdo e avaliagdo da acdo antimicrobiana do carvacrol com e sem nanocarreador sob

bactéria Gram positiva e Gram Negativa isoladas de leite.

22 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o nanocarreador com carvacrol em diferentes condicdes de pH (4,0, 5,5 e 7,2);

e Avaliar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de carvacrol com e sem
nanocarreador sob bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus) e Gram negativa
(Escherichia coli) isolados de leite.

e Determinar a Concentragdo Minima Bactericida (CMB) do carvacrol com e sem
nanocarreador sob bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus) e Gram negativa

(Escherichia coli) isolados de leite.
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3.0 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada na cidade de Pombal, localizada no sertdo da Paraiba, nos
laboratérios do Departamento de Fitopatologia do Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar da Universidade Federal de Campina Grande, Campus Pombal em parceria
com o Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba, IFPB — Campus

Sousa.
3.1 PREPARO DAS SOLUC()ES BACTERIANAS

Os isolados bacterianos utilizados foram uma Gram positiva representada por
Staphylococcus aureuse uma Gram negativa representada por Escherichia coli, isoladas de
leite, cedidos pelo Instituto Federal da Paraiba, Campus Sousa.

A partir das culturas puras de S. aureus e E. coli mantidas foram preparadas
suspensdes contendo cerca de 108 UFC-mL'. As células foram ativadas a partir de trés

repicagens consecutivas em caldo BHI, com posterior incubacao a 37 °C por 24 h.

3.2 OBTENCAO DO CARVACROL COM NANOCARREADOR

Para a preparagdo do carvacrol sendo nanocarreador, foi utilizado a albumina de soro
bovino (BSA) e carvacrol (99,0%), ambos comercialmente (Sigma-Aldrich , St Louis, EUA).
A BSA na concentragdo de 1,50 x 10?mol. L' foi pesada e dissolvida, separadamente, em
solugdo tampao de citrato de sddio e 4cido citrico em pH 4,0 € 5,5. Para o pH 7,2, a BSA foi
dissolvida em solugdo tampao de fosfato de sddio monobadsico e dibésico.

Apbs a BSA estar totalmente dissolvida foi adicionada em cada uma das solugdes
contendo diferentes valores de pH (4,0, 5,5 e 7,2), o carvacrol em diferentes concentragcdes.

Em seguida, cada solugdo obtida foi agitada em vortex por 30 min.

3.3 AVALIACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E
MINIMA BACTERICIDA (CMB)

A CMI foi determinada pelo método da macrodilui¢do de acordo com a norma
Clinicaland Laboratory Standards Institute (CLSI), 2003.

A densidade 6tica de S. aureus e E. coli, obtidos a partir do item 3.1, foi ajustada em
solugdo salina a 0,85% para a faixa de 0,089 a 0,120 a 625 nm utilizando espectrofotdometro, o
que corresponde ao padrio McFarland 0,5, que contém, aproximadamente, 1,0 x 10%

UFC-mL"!
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Em seguida foram feitas dilui¢cdes seriadas de carvacrol sem nanocarreador e carvacrol
com nanocarreador em concentra¢des que variaram de 40 uL-mL" a 0,200 uL-mL"!, em tubos
de ensaio contendo caldo Miiller-Hinton. Posteriormente foi adicionada, cada bactéria em
tubos separados, de forma a se obter uma concentracio inicial de aproximadamente 1,0 x 10°
UFC-mL!. Os tubos de ensaio foram entdo incubados a 37 °C por 24 h. Este procedimento
foi realizado para cada valor de pH (4,0; 5,5 ¢ 7,2).

A CMI foi determinada como a menor concentracdo que nao houve turvacdo do meio

apo6s 24 h de incubacio.

3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA BACTERICIDA (CMB)
DE CARVACROL COM E SEM NANOCARREDOR.

ApOs a incubacdo de cada de bactéria para os diferentes tratamentos foi determinado
se o carvacrol com ou sem nanocarreador possui atividade bacteriostatica ou bactericida. Para
1Ss0, 0s tubos de ensaio, que apds a incubagdo nio apresentam turbidez foram analisados. Os
tubos forma agitados em vortex por 1 min. Em seguida, 0,1 mL da cada tubo foi,
assepticamente, adicionados em placas de Petri contendo 4gar padrdo para contagem. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A CMB foi considerada como a menor concentracao

que inibiu o crescimento microbiano nas placas.

3.5 VERIFICACAO DE ACAO ANTIMICROBIANA DE CARVACROL COM E
SEM NONOCARREADOR PELO TESTE DE DIFUSAO

A verificacdo da acdo antimicrobiana foi realizada pela técnica da inibicdo da
multiplicacdo microbiana por difusdo em agar, de acordo com a metodologia descrita pelo
Clinicaland Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003), com modificacoes. O 4gar
Miieller-Hinton (Himedia) foi preparado e esterilizado conforme as instru¢des do fabricante.

A absorbancia de cada bactéria foi ajustada, separadamente, para 0,100 a 625 nm em
espectrofotometro, o que corresponde ao padrio McFarland 0,5, que contém,
aproximadamente, 1,0 x 10 UFC-mL!. Esta suspensdo foi utilizada para inocular as placas.
Um swab de algoddo esterilizado foi mergulhado na suspensdo preparada e espalhado sob
toda a superficie da placa de Petri assepticamente.

Em seguida, foi perfurados pog¢os no dgar com moldes de pléstico, previamente
cortados e autoclavados (121 °C/15 min.) de forma a padronizar o didametro da perfuragdo em

5 mm. Foram inoculados 20uL de cada formulacdo, em cada poco. Em seguida as placas
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forma incubadas a 35 °C por 24 h. Ap6s este periodo os halos foram medidos com a placa de
Petri invertida, utilizando-se uma régua milimetrada. Todo o experimento foi realizado em

duplicata e com trés repeti¢des.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado para o experimento um delineamento inteiramente casualizado (DIC)
num fatorial composto, para as analises microbioldgicas. Para a andlise do teste de difusdo
em 4gar, foi realizado um fatorial de 2 x 7, sendo os dados obtidos analisados por Andlise de
Variancia (teste F) a 5% de probabilidade e uma vez constatados o efeito significativo do
tratamento, aplicou-se entdo o teste Tukey, a 5% de probabilidade. Todo experimento
microbioldgico foi realizado com trés repeticdes, sendo os dados analisados no programa
estatistico SAS (Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA).
Versdo 9.2.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E MINIMA
BACTERICIDA (CMB)

A atividade antibacteriana de 6leos esséncias como o carvacrol pode ser classificada
entre forte, moderada e fraca, que corresponde a CMI de até 500; entre 600 e 1.500; e acima
de 1.600 pg/mL, respectivamente (ALIGIANNIS et al., 2001).

Todos as formulagdes com o carvacrol nanocarreado apresentaram forte acdo inibitéria
(CMI < 500 pg/mL), tanto para bactéria Gram positiva (S. aureus) como para bactéria Gram
negativa (E. coli). Entretanto, foi possivel constar que maiores concentracdes de carvacrol
foram necessdrios para a inativacdo de ambas as bactérias, quando o carvacrol ndo estava

nonacarreado (Tabela 1).

Tabela 1-Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracio
Minima Bactericida (CMB) de carvacrol com e sem nanocarreador

Bactéria S. aureus E. coli
Tratamento CMI* CMB*#* CMI* CMB*

CN 4,0 0,50 0,50 0,50 0,50

CN 5,0 1,00 1,00 1,00 1,00

CN 7,0 1,00 1,00 1,00 1,00
C4,0 1,00 1,00 1,00 1,00
C55 2,00 2,00 2,00 2,00
C72 2,00 2,00 2,00 2,00

* =uL-mL", CN 4,0; 5,5 e 7,2: carvacrol com nanocarreador; C- 3,5; 5,0 € 7,0: carvacrol sem nanocarreador

E possivel observar a partir da Tabela 1, a CMI néo diferiu da CMB para o mesmo
valor de pH para carvacrol com ou sem nanocarreador. Entretanto, todos os tratamentos com
o carvacrol com nanocarreador, foram mais eficazes em uma concentracao menor. Tal efeito
pode ter sido favorecido pela maior difusdo do carvacrol quando nonocarreado, que permite
uma maior interacdo em meio aquoso, a0 mesmo tempo em que protege o principio ativo
contra reacdes indesejaveis do meio externo, tais como a volatilizacao.

Observa-se que em pH de 4,2 o carvacrol teve uma ag¢do mais eficaz em relagdo aos
demais pH. Tal efeito pode estar relacionado ao fato de que menor valor de pH predispdes
maior estresse a células vegetativas, que ficam mais sensiveis a acdo do carvacrol,
favorecendo ao sinergismo na a¢@o antimicrobiano do carvacrol.

Donsi et al., (2012) investigaram o efeito de diferentes formulagdes de nanoemulsdo

contendo diferentes componentes de dleos essenciais: carvacrol, limoneno e cinamaldeido, em
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relacdo a atividade antimicrobiana sobre E. coli, Lactobacillus delbrueckii e Saccharomyces
cerevisiae. Os Oleos essenciais que estavam nanoencapsulados demonstraram melhor agdo
antimicrobiana (DONSI et al., 2012).

Chen et al., (2009) ao avaliar a CMI e CMB de eugenol em caldo soja Tripticaseina-
TSB sobre S. aureus e E. coli, também obtiveram os mesmo valores para CMI e CMB para
ambos os isolados (0,9 mg-mL'l). Em outro trabalho, a adi¢do do carvacrol e timol em molho
de soja mostraram-se eficaz contra E. coli, Salmonella Typhimurium e L. monocytogenes sem
causar impacto sensorial (MOON;RHEE, 2016). Tais resultados respaldam a acdo
antimicrobiana de amplo espectro do eugenol, como evidenciado neste estudo.

Diferentes estudos demonstram que o uso de Oleos essenciais nanocarreados em
sistemas de distribui¢do, tais como, nanoemulsdes, lipossomas, micelas poliméricas, dentre
outros, tendem a melhorar a atividade de 6leo essencial ou seus componentes, principalmente
pela melhor distribuicdo e solubilidade do principio ativo hidrofébico em meio aquoso
(DONSI et al., 2012; DONSI, et al., 2014; GHOSH, et al., 2014; MCCLEMENTS; RAO,
2011;.SHAH; DAVIDSON; ZHONG, 2013; WEISS et al., 2009).

42. ACAO ANTIMICROBIANA DE CARVACROL COM E SEM
NONOCARREADOR PELO TESTE DE DIFUSAO

A atividade antimicrobiana de dleos essenciais e, ou, seus componentes, como o
carvacrol , pode ser classificada em trés niveis: ausente (zona de inibicdo <12 mm), atividade
moderada( 12 mm < zona de inibicdo < 20 mm) e uma forte atividade (inibi¢ao>20
mm)(ROTA; HERRERA; MARTI, 2008).

Na Tabela 2 e nas Figuras 1 e 2 estdo demonstradas a acdo do carvacrol com e sem
nanocarreador pelo teste de difusdo em 4gar sobre S. aureus e E. coli .

Constatou-se que a formulagdo do carvacrol com nanocarreador apresentou atividade
antimicrobiana forte enquanto o carvacrol sem nanocarredor apresentou atividade
antimicrobiana moderada, independente do pH e da bactéria testada. A solu¢do tampao citrato

em pH 4,0 (ST) apresentou atividade antimicrobiana ausente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Didmetro médio (mm) do halo de inibicao microbiana por acao de E e BSA-E
em pH 4,0; 5,5 e 7,2; e em solucdo tampao citrato em pH 3,5 (ST 3,5) sobre E. coli e S.

aureus

Diametro do halo de inibicao (mm)
Média* + desvio padrao

Formulacio E. coli S. aureus
C-4,0 13,23+ 0,1 Aa  1431+0,13 Aa
C-55 1226 +0,08 Aa  13,20£0,17 Aa
C-72 12,22+0,06 Aa 13,13+0,09 Aa
CN 4,0 22,57+0,25 Bb  250+£0,19 Ba
CN 5,5 21,75+0,18 Bb  24,80+£0,22 BCa
CN 7,2 20,86 +£0,11 Bb  2430+0,13 Ca
ST 4,0 731+£0,17 Cb 746+0,11 Da

* Média de trés repeti¢des. Valores na mesma coluna, seguidos por mesma letra maidscula, nao diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Valores na mesma linha, seguidos por mesma letra mintscula, nao

diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

A formulacdo do carvacrol com nanocarreador sobre E. coli ndo demonstrou ser

influenciado pelo pH do meio (p > 0,05). Em contrapartida, foi mais efetiva sobre S. aureus (p

< 0,05), embora em ambos os isolados, o carvacrol nonacarreado (CN) demonstrou forte

atividade inibitéria (zona de inibicdo > 20 mm) em comparacdo a todos as demais

formulac¢des (p < 0,05). O uso de ST 3,5 ndo apresentou atividade inibitéria pelo teste de

difusdo (zona de inibicdo < 12 mm), respaldando a auséncia de atividade bactericida

encontrado pelo teste de CMI e CMB.
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Figura 1-Acao do carvacrol com e sem nanocarreador sob E. coli .

-
=

Figura 1 - Teste de difusdo sob E. coli para os diferentes tratamentos: A = carvacrol sem nanocarreador em pH
4,0; B = carvacrol sem nanocarreador em pH 5,5; C = carvacrol sem nanocarreador em pH 7,2; D=carvacrol com
nanocarreador em pH 4,0; E = carvacrol com nanocarreador em pH 5,5; F = carvacrol com nanocarreador em pH
7,2 e G = Solugdo tampao citrato em pH 4,0.
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FIGURA 2.0 - ACAO DO CARVACROL COM E SEM NANOCARREADOR SOB S.
AUREUS

Figura 2 - Teste de difusdo sob S. aureus para os diferentes tratamentos: A = carvacrol sem nanocarreador em
pH 4,0; B = carvacrol sem nanocarreador em pH 5,5; C = carvacrol sem nanocarreador em pH 7,2; D=carvacrol
com nanocarreador em pH 4,0; E = carvacrol com nanocarreador em pH 5,5; F = carvacrol com nanocarreador
em pH 7,2 e G = Solugdo tampao citrato em pH 4,0.

Diferentes estudos sobre a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais e seus
principais componentes, como eugenol, timol, carvacrol, dentre outros, sdo reportados na
literatura por testes de difusdo em 4gar e ou microdilui¢io (DAVIDSON et al., 2005;DONSI
et al., 2012;KLAN; JER; SMOLE, 2010; NUTCHA et al., 2012).

Entretanto, é dificil comparar os resultados desses estudos, devido, entre outros
fatores, a elevada volatilidade e baixa solubilidade destes compostos na fase aquosa, que
tendem a difundir de forma diferente em testes como o de difusdo em agar (NUTCHA et al.,
2012).

Além destes fatores, o tamanho do halo de inibicdo pode ser influenciado pela
capacidade de difusdo de cada antimicrobiano. O método padronizado pela CLSI foi

desenvolvido para andlise de agentes antimicrobianos convencionais, como 0s antibidticos
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sintéticos. Essas substancias, em geral, apresentam maior cardter hidrofilico e difundem-se
mais facilmente em 4gar. Entretanto, substancias voldteis, viscosas e com pouca solubilidade
em 4gua, como o eugenol, podem ter sua difusdo comprometida (MONTANARI et al., 2012).

Diferente do resultado reportado em nosso estudo pelo teste de CMI e CMB, no teste
de inibi¢do por difusdo em dgar a formulagdo BSA-E em pH 3,5 apresentou maior atividade
antimicrobiana sobre S. aureus em comparacdo a E. coli (p < 0,05), porém, ambos
demonstraram forte atividade antimicrobiana.

Diferencas na susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, de componentes
majoritdrios em 6leos essenciais como o eugenol, t€ém sido relatados entre bactérias gram-
positivas e gram-negativas (CONDO; SALA, 1997;DAVIDSON et al., 2006;SHAH;
DAVIDSON; ZHONG, 2013).

A diferenca de acdo da formulacdo do carvacrol nanocarreador entre E. coli e S.
aureus, pelo teste do halo de inibicdo no presente trabalho, pode ser atribuido ao fato das
bactérias gram-positivas apresentarem uma parede celular mais espessa de peptidoglicano,
enquanto as bactérias gram-negativas, apesar de apresentarem uma camada menos espessa de
peptidoglicano, apresentam uma membrana externa de lipo-polissacarideos, apresentando,
geralmente, menor sensibilidade aos antimicrobianos. No entanto, a membrana externa nao é
completamente hidrofébica, e alguns compostos podem difundir-se através da membrana pela
presenca de porinas (DAVIDSON et al., 2005;PISIAT; NIKAIDO, 1992); e dessa maneira
apresentar a¢do antimicrobiana em bactérias gram-negativas, embora menos efetiva.

Silvestri et al. (2010) relatam que existem fatores que podem interferir nos resultados
obtidos pela técnica de microdilui¢do e pelo método de difusdo em 4gar: condi¢des de cultivo
(tempo de incubacdo, temperatura, taxa de oxigénio), meio de cultura, concentracdo das
substancias testadas, dispersdo e emulsificacdo dos agentes utilizados na emulsdo 6leo-4gua.
Tais fatores tendem a desfavorecer a uma boa correlacdo entre estes métodos.

Outro problema observado ao se utilizar a técnica de difusdo em 4gar, em compostos
ativos hidrofébicos, como o eugenol, é a difusdo irregular dessas substancias, resultado em
concentracdes desiguais do 6leo (principio ativo) no dgar, podendo ocasionar a formagdo de
regides com atividade antimicrobiana varidvel, dificultando sua reprodutibilidade e a
comparacdo de dados (SETZER et al., 2004; SOKMEN et al., 2004).

Diante dos resultados apresentados pelo teste da inibi¢do da multiplicagcdo microbiana
por difusdo em 4gar, embora uma correlacdo direta com a técnica de microdilui¢do ndo seja

completamente possivel em nosso estudo, € possivel afirmar que o tratamento com o
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carvacrol nanocarreado apresentou a melhor atividade antimicrobiana dentre todos os

tratamentos (p < 0,05) sobre todos os isolados de mastite bovina.
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5.0 CONCLUSAO

Todos os tratamentos com o carvacrol com nanocarreador apresentaram forte acdo
bactericida sob bactéria Gram positiva e Gram negativa. Os tratamento com o valor de pH
foram mais efetivos, possivelmente devido a uma acgdo sinérgica na inativacdo de S. aureus e
E, coli.

Neste contexto, o uso de carvacrol com nanocarreador pode ser uma alternativa vidvel,
além de ambientalmente sustentdvel, para ser utilizado como sanitizante quimico em

diferentes segmentos para alimentos na agroindustria.
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