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RESUMO — O presente estudo realizou a determina¢do da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) in vitro dos &cidos
ascorbico e latico. O método indireto de crescimento bacteriano através da densidade
Optica em meio de cultura liquido com a utilizacdo de microplacas de fundo plano foi a
forma utilizada para se obter 0s percentuais necessarios para causar a inibicdo e a morte
dos microrganismos Escherichia coli, Salmonella enterica sorovar Typhimurium,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. O acido latico apresentou melhores
resultados tanto para a CIM quanto para a CBM, entre 0,188 a 0,375% e entre 0,375 a
0,500%, respectivamente. A mistura de acido latico e ascorbico (9:1) manteve a boa
atividade antimicrobiana do acido latico. Dessa forma, pode-se concluir que esse acido
organico é uma alternativa rentavel para controle microbiol6gico.

INTRODUCAO

Durante todo o processamento de abate
de suinos, a contaminacgdo das carcacas com
patdgenos de origem alimentar, deve ser
prevenida e/ou reduzida com agfes primarias
de boas préticas de higiene aliadas a operagdes
técnicas de escaldagem, depilacdo mecanica,
chamuscagem e polimento.

Porém é extremamente dificil eliminar
totalmente 0s microrganismos presentes
principalmente na superficie das carcacas
suinas, entdo as tecnologias de intervengédo
antimicrobianas estdo ganhando espago com o
interesse de inibir ou retardar o crescimento
microbiano.

Visto que a seguranga dos produtos
carneos é uma preocupacao atual da sociedade
e continuara no futuro, o emprego de aditivos
alimentares, a qualidade de produtos organicos
e naturais e o0 desenvolvimento de
metodologias mais eficientes de controle
microbiano séo alguns exemplos (Loretz et al.,
2011; Sofos, 2008).

O uso de &cidos organicos, substancias a
base de cloro ou fosfato compreendem os
métodos quimicos de descontaminacdo e
podem ser utilizados por imersdo ou
pulverizacdo (Li et al., 2023; Loretz et al.,
2011)

O &cido ascorbico é bastante usado em
alimentos devido a suas fun¢bes como agente
redutor e antioxidante, e ha estudos de
aspersdo em carcagas animais com o objetivo
de aumentar a vida util de prateleira, por seu
efeito bactericida (Maria & Drehmer, 2005).

O 4cido latico atua como agente
antimicrobiano, controlando bactérias
deteriorantes e patogénicas, e adicionalmente
ndo afeta as caracteristicas sensoriais dos
produtos em que € utilizado (Mani-Lépez et
al., 2012).

Assim, 0 objetivo desse estudo foi
verificar a Concentracdo Inibitéria Minima —
CIM e a Concentracdo Bactericida Minima —
CBM in vitro dos acidos organicos ascorbico e
latico, sendo o ponto de partida para o posterior
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uso desses acidos em produtos carneos suinos
como métodos de controle antimicrobiano.

MATERIAL E METODOS

A determinacdo da CIM e CBM para
quatro microrganismos, dois Gram-positivos e
dois Gram-negativos foi realizada conforme
descrito a seguir.

Preparo do Inéculo

Foram  utilizadas as  bactérias
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
enterica sorovar Typhimurium (ATCC
14028), Staphylococcus aureus (25923) e
Listeria monocytogenes (ATCC 7644). O
inoculo foi preparado pela transferéncia da
cultura estoque em um tubo de ensaio com 10
mL de meio liquido Luria Bertani LB (triptona
10,0 g L, extrato de levedura 5,0 g L, NaCl
50 g L) sob condicBes assépticas, sendo
incubados a 36°C £1°C por 24 h em estufa
bacterioldgica (J.Prolab, JP 101) (Cansian et
al., 2010).

Determinacgdo da CIM e CBM

Para os testes de concentracdo inibitoria
minima foi utilizado o método indireto de
crescimento bacteriano através da densidade
Optica em meio de cultura liquido. Apds o
crescimento prévio das bactérias, E. coli, S.
Typhimurium, S. aureus e L. monocytogenes,
em meio Luria Bertani (LB) durante 24 h a 36
+ 1 °C, foram inoculados 10 pL das culturas
bacterianas (separadamente) em microplacas
de fundo plano, para cada concentracdo dos
acidos organicos (acido latico e é&cido

ascorbico isoladamente e também em
combinagdo, para posterior aplicagdo como
antimicrobiano e antioxidante). Submeteu-se a
leitura da absorbancia no tempo zero e apos 24
horas de incubacdo, através de leitor
automatico de microplacas ELISA (Bio Tek
Instruments, EL 800), acoplado em
computador com programa KcJunior, com
comprimento de onda de 490 nm.

A densidade dtica foi determinada pela
diferenca entre as leituras (0 e 24 h), sendo que
a CIM foi definida como a menor concentracéo
de amostra capaz de inibir o crescimento
microbiano.

Ja, para os testes da concentracdo
bactericida minima, procedeu-se em outras
microplacas o depdsito de 150 puL de meio de
cultura liquido e entao 10 uL de cada amostra
da CIM foram inoculados, sendo realizada uma
leitura logo ap6s a inoculacdo (hora zero) e
outra ap6s 24 horas de incubacgdo a 36 + 1°C.
A CBM foi determinada como a concentragao
minima onde ndo houve crescimentos dos
microrganismos (Gaio et al., 2015).

Como controle de ambos os testes foram
utilizados em pocos separadamente somente
meio de cultura puro, meio de cultura somente
com acidos, meio de cultura somente com
bactérias. Todas as analises foram realizadas
em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos com a avaliagéo da

Concentracdo  Inibitéria Minima estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdo inibitéria minima (%) dos acidos organicos avaliados.

Acido organico E.coli S. Typhimurium S.aureus L. monocytogenes
Ascorbico 0,750 1,000 0,375 0,750
Latico 0,375 0,375 0,188 0,375
Combinagéo 0.375 0,375 0,188 0,500

(90% Latico e 10% Ascdrbico)

Conforme observa-se na Tabela 1, o
acido latico apresenta menores percentuais de
concentragdes necessérias para inibir o
crescimento dos microrganismos testados

(0,188 a 0,375%), sendo que guanto menor o
valor da concentragdo maior é a atividade de
inibicdo, ja& que atua inibindo o crescimento
dos microrganismos com o0 uso de
concentragdes baixas.
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Ja& o0 acido ascorbico necessitou de
concentragfes superiores ao &cido latico
(0,375 a 1,0%) para inibir o crescimento dos
microrganismos testados.

A acdo bactericida do &cido latico foi
mantida ao se avaliar uma combinacdo de 9
partes de acido latico para 1 parte de acido
ascorbico para a maioria dos microrganismos
testados, apenas para L. monocytogenes houve
um aumento na concentracdo necessaria para
inibicdo do crescimento, aumentando de
0,375% com o wuso do é&cido latico
individualmente para 0,50% com a
combinagéo testada.

Comparando os dois acidos testados
quanto a inibicdo do crescimento de
microrganismos selecionados nesse estudo,
pode-se concluir que o acido latico seria a
melhor opcdo para uso em alimentos atuando
no controle microbioldgico eficientemente
com a utilizagdo de concentracGes baixas, 0
que ndo causaria um impacto de alto custo no
processamento industrial.

A Tabela 2 apresenta os resultados
obtidos com os ensaios da avaliagdo da
Concentracdo Bactericida Minima.

Tabela 2: Concentracdo bactericida minima (%) dos acidos organicos avaliados.

Acido organico E.coli S. Typhimurium S.aureus L. monocytogenes
Ascorbico 4.000 4,000 4,000 <4,000
Latico 0,500 0,500 0,375 0,500
Combinagao 0,750 1,000 0,375 0,750

(90% Latico e 10% Ascérbico)

Pode-se observar que o é&cido latico
emonstra uma performance melhor, pois com
concentragdes entre 0,375 e 0,50% ocasiona a
morte dos microrganismos testados. O que ndo
ocorre na avaliacdo do acido ascorbico em que
necessitou de concentracdo mais alta de 4,0%
ou maior no caso de L. monocytogenes para
que a morte dos microrganismos seja efetuada
nos testes in vitro.

Da mesma forma que para a avaliacdo da
CIM, foi realizado a avaliacdo para a CBM de
uma combinacdo dos dois acidos organicos
estudados nesse trabalho de 9 partes de acido
latico para 1 parte de &cido ascorbico e pode-
se observar que houve um leve aumento nas
concentragbes necessarias para ocasionar a
morte dos microrganismos testados para 0,750
e 1,0% em trés microrganismos e manteve-se
em 0,375% S. aureus, tanto no uso do &cido
latico individualmente quanto na combinacgao
dos dois &cidos.

Através desses estudos da avaliacdo da
CIM e CBM dos &cidos ascorbico e latico,
pode-se concluir que ambos podem ser usados
no controle microbiano, porém o &cido latico
possui a vantagem de necessitar de
concentragbes mais baixas para atingir a

inibicdo ou morte dos microrganismos testados
em comparagdo ao acido ascorbico, sendo
entdo uma  alternativa de  melhor
custo/beneficio.

O écido latico a 3% em spray de baixo
volume, bem como outros tratamentos, foi
testado em um estudo para validacdo de
tecnologias de intervencdo antimicrobiana
comercial para controlar Salmonella sp. em
carcacas de suinos com pele e cortes de carne
suina resfriada no atacado, e obteve-se
reducdes de 2,0 a 2,4 log UFC/cm?, menores
do que os outros tratamentos comparados no
respectivo estudo (2,8 a 3,1 log UFC / cm?),
mas maiores que a lavagem com é&gua a
temperatura ambiente de alto volume (1,5 log
UFC/cm?) (Bonilla et al., 2023), demonstrando
que esse produto possui um bom potencial para
uso industrial.

Outro estudo avaliou a vida de prateleira
da carne suina ao ser tratada com uma solugao
de acidos organicos (1% de acido latico, 0,80%
de &cido ascorbico, 1% de acido citrico e 1%
de &cido acético) evidenciou um expressivo
controle microbiologico com a reducdo de 3
ciclos log em relacdo as amostras controle
(Maria & Drehmer, 2005).
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Conclui-se que os é&cidos organicos
podem ser alternativas vidveis para uso em
produtos alimenticios, como a carne suina,
contribuindo para um aumento na vida de
prateleira através da inibicdo ou morte dos
principais microrganismos presentes nesse tipo
de alimento.
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