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RESUMO - Para se manter no mercado, as inddstrias alimenticias sdo constantemente desafiadas, tanto do ponto de vista
do atendimento as legislacOes as quais sdo mais relacionadas as questfes higiénico-sanitarias, quanto do ponto de vista
de satisfacdo dos consumidores que podem englobar além da seguranca alimentar, também caracteristicas sensoriais e
éticas. Além de que, a crescente incidéncia de DTA’s em todo o mundo se tornou um problema econdmico e de saude
publica. Assim, varias estratégias sdo adotadas, como a implantacdo de programas de qualidade, novas tecnologias, novas
embalagens, além de inGmeros métodos de conservacao. Diante disso, 0 objetivo desse estudo determinar a concentragéo
inibitéria minima e avaliar o tratamento de gordura de papada suina com &cido ascérbico, visando a reducdo e/ou
inativacdo de bactérias. Ao realizar o estudo da concentracgdo inibitoria minima, o acido ascérbico obteve como resultado
0,75% para Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes. As concentragdes efetivas minimas do 4cido ascorbico sobre as bacérias
previamente inoculadas em cubos de gordura foram de 2,0% para E.coli, S. aureus e L. monocytogenes e 2,5% para S.
Choleraesuis, com reducdo de crescimento em relagdo ao controle inferior a 1,0 Log UFC/g, independentemente da
concentracdo e tempo avaliados, embora 0 maior tempo de contato com o &cido tenha propiciado as menores contagens
microbianas. O acido ascérbico ndo possui boas caracteristicas antimicrobianas com valores de crescimento altos para
possiveis aplicagdes industriais, considerando 0s microrganismos estudados.

Palavras-chave: Legislacdo, &cido ascérbico, controle microbioldgico.

1 INTRODUCAO

Sabe-se que os tecidos internos de animais sadios ndo possuem bactérias no momento do abate, entretanto
diversos tipos de microrganismos sdo encontrados quando carnes frescas sdo examinadas a nivel de varejo. As principais
rotas de contaminagdo que explicam essa presenga sdo: ferida de sangria, pele do animal, trato gastrintestinal, nédulos
linfaticos, manipuladores, utensilios e ambiente de manuseio (JAY, 2009). Essas contaminacGes devem ser controladas
ou minimizadas com, por exemplo, um rigido controle de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF’s), Programas de
Autocontroles (PAC), Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), Normas 1SO e Andlise de Riscos.
Entretanto nem sempre isso ocorre na pratica de um processo produtivo, onde algumas falhas podem ocorrer (EMBRAPA,
2015). Dessa forma, diversas tecnologias e tratamentos tem sido desenvolvidos, estudados e aplicados em carcagas ou em
produtos finais com o objetivo de controlar a disseminacdo de microrganismos patogénicos, tais como lavagem com agua
ou vapor de dgua em pressdes diversas, acidos organicos em concentragdes diversas, outros produtos quimicos como
perdxido de hidrogénio ou clorexidina e até mesmo combina¢des de dois ou mais métodos (MANI-LOPEZ et al., 2012;
JAY, 2009).

De acordo com Acuff (2005), os acidos organicos foram primariamente investigados para descontaminagao
quimica da superficie de carcacas de bovinos. Segundo Drehmer (2005), os acidos organicos sdo muito difundidos na
natureza, como por exemplo, em frutos citricos € encontrado o acido citrico, o acido benzoico em frutos azedos ou verdes,
e 0 acido ascorbico em frutas frescas. A agdo antimicrobiana dos &cidos orgénicos ocorre pelo mecanismo da acdo
lipofilica durante a qual os ions de hidrogénio penetram a membrana celular do micro-organismo acidificando o seu
interior e inibindo consequentemente o transporte de nutrientes (DE CARLI, 2015).

Diante disso, optou-se por realizar um estudo in vitro que oferecesse uma opgao para o controle microbioldgico,
ja que os acidos organicos possuem toxicidade contra microrganismos e baixa toxicidade contra seres humanos
(DREHMER, 2005), para posteriormente ser utilizado em carcagas e cortes suinos. A parte inicial do estudo foi a
desse &cido com diferentes concentragdes e tempos de exposicdo de cubos de gordura suina previamente contaminados
com microrganismos patoldgicos mais isolados de casos de Doengas Transmitidas por Alimentos — DTA’s no Brasil, que
sdo Salmonella spp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2010), e também Listeria monocytogenes que
se caracteriza por ser patogénica principalmente para individuos com algum comprometimento do sistema imunolégico,
a exemplo de idosos e gestantes, podendo causar infec¢do do sistema nervoso central (ZDANSKI, 2011).
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2 MATERIAL E METODOS

Para o preparo do inéculo foram utilizados os microrganismos Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enterica sorotipo Choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC
7644 obtidos da cole¢do de culturas do Laboratério de Biotecnologia da URI — Campus de Erechim. O inéculo 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 5,0 g L) sob condicBes assépticas, sendo incubados a 37°C +/-
1°C por um periodo de 24 horas.

Para os testes de concentragdo inibitoria minima (CIM) foi utilizado o método indireto de crescimento bacteriano
através da densidade optica em meio de cultura liquido. Ap6s o crescimento prévio das culturas de interesse em meio
Luria Bertani (LB), foram inoculados 10 pL das culturas bacterianas em microplacas de fundo plano, para cada
concentracdo do &cido organico. Submeteu-se a leitura da absorbancia, na hora 0 e 24 horas apds incubagdo a 37°C +/-
1°C em estufa bacterioldgica, 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 6tica foi determinada pela
diferenca entre as leituras (0 e 24 horas), sendo que a CIM foi definida como a menor concentragdo de amostra capaz de
inibir o crescimento microbiano (GAIO et al., 2015). Como controles do teste foram utilizados somente os acidos e
somente as bactérias em poc¢os separados. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Para avaliar a acdo dos &cidos organicos no controle microbiano da gordura de papada suina in natura,
primeiramente realizou-se a contaminagdo de 5 g de amostra pela imerséo (10 cubos), a temperatura ambiente, em frascos
contendo 100 mL de caldo LB acrescido de um volume de suspenséo de células bacterianas, de forma a obter-se uma
contagem de 10° UFC/mL. As amostras foram imersas nos erlenmeyers com auxilio de uma pinga esterilizada
permanecendo por 1 minuto.

Apbs este periodo em contato com cada microrganismo, separadamente, as amostras foram retiradas da
suspensdo de bactérias com uma pinga esterilizada e transferidas imediatamente para um recipiente contendo diferentes
concentracdes do &cido ascérbico (0,5 a 2,5%) e expostas em contato por 1, 5 e 10 minutos, respectivamente. Para cada
tempo de exposicdo foi realizado um tratamento controle contendo dgua destilada em substituicdo ao acido organico.

Concluido o tratamento, as amostras foram retiradas do contato com as solucdes de acido organico e imersas
separadamente em um tubo contendo uma solugéo diluente (0,1% de peptona e 3% de tween 80 em agua). O tween 80
foi usado para neutralizar a acdo de residuos do &cido organico. Com auxilio de Stomaker (Stomaker® 400 Circulator,
Seward Limited UK), as amostras foram homogeneizadas e, posteriormente 1 mL da solucdo foi semeada em placas de
&gar LB, incubadas a 35-37 °C durante 24 horas, para contagem de colénias. Os resultados foram expressos em UFC/g.
Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram tratados estatisticamente por ANOVA seguido de
comparacdo das médias pelo teste de Tukey ou t de student, com auxilio do software Past, com 95 % de confianca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da determinacédo da concentragdo inibitéria minima (CIM) do éacido ascorbico sobre as cepas das
bactérias estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracéo Inibitoria Minima do 4cido ascorbico frente aos microrganismos estudados.

Concentracdo Inibitéria Minima (%)

Gram Negativas ATCC
Escherichia coli 25922 0,75
Salmonella Choleraesuis 10708 0,75

Gram Positivas ATCC
Staphylococcus aureus 25923 0,75
Listeria monocytogenes 7644 0,75

Fonte: Os autores. ATCC: American Type Culture Collection (USA).

Ao analisar a Tabela 1, pode-se observar que o acido ascorbico necessitou da concentragéo, 0,75%, para inibi¢do
do crescimento dos microrganismos testados. Também se nota uma linearidade, apresentando 0 mesmo valor da CIM
tanto para as bactérias Gram-negativas quanto para as Gram-positivas, 0 que facilitaria o possivel uso industrial deste
acido. Mello & Terra (1994), relatam 0 emprego destes acidos em carcagas animais, 0s quais concluiram que 0 uso
combinado de um ou mais métodos de controle ou o uso de uma solucéo de &cidos, possui maior efetividade na reducéo
da contagem microbiana do que o uso individual de cada acido. O acido ascoOrbico é naturalmente um poderoso
antioxidante, além de possuir caracteristica lipossoltvel (SILVA, 1999).
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Os resultados de crescimento dos microrganismos (UFC/g) em cubos de gordura suina pre\)ia !
contaminados por 1 minuto e logo em seguida expostos a diferentes tempos de contato e diferentes concentragdesH
acido ascorbico sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Crescimento dos microrganismos (UFC/g) em cubos de gordura suina previamente contaminados (1 min.)
expostos a diferentes tempos de contato e diferentes concentracdes de acido ascérbico.
Crescimento (UFC/g)
Concentracdo (%) 1 minuto 5 minutos 10 minutos
Escherichia coli

2,50 1593 + 137 1563%+ 152 1441°A + 141
2,25 17794 + 181 165994 + 172 1386°A + 125
2,00 2048°A + 168 158398 + 203 1221°8 + 184
1,75 2793%A + 154 25174+ 162 2145% + 135
1,50 47382 + 245 4577 + 198 25748 + 236
1,25 4965 + 213 4539 + 234 37296 + 214
1,00 5110* + 264 4386"8 + 213 3762 + 221
0,75 5069%A + 197 5149%A + 167 44558 + 192
0,00 5159% + 206 5159% + 206 5159% + 206
Salmonella choleraesuis
2,50 2.3329A + 201 2.284% + 184 2.294% + 173
2,25 2.624°A + 187 2.445%A + 175 2.310% + 129
2,00 2.915%A + 192 2.605°A + 196 2.761°A + 158
1,75 3.110°A + 203 3.547°A + 187 2.849%8 + 217
1,50 4.081%A + 262 3.667°A + 231 2.987¢ + 221
1,25 4.581% + 281 4.208% + 217 3.267B + 235
1,00 4.519% + 248 4.328% + 224 3.515"8 + 212
0,75 4.601%A + 237 4.429%A + 255 4,059°%A + 231
0,00 4.609% + 273 4.609% + 273 4.609% + 273
Staphylococcus aureus
2,50 1.258% + 107 974%8 + 102 954 + 112
2,25 1.387°4 + 119 1.1729A8 + 117 1.041¢® + 126
2,00 1.388°A + 124 1.386% + 152 1.128%A + 123
1,75 1.475%A + 142 1.419% + 171 1.388%A + 141
1,50 1.692°4 + 163 1.617%A + 159 1.605% *+ 159
1,25 2.167°A + 158 2.046°A + 186 2.025°A + 183
1,00 2.169°A + 185 2.162° + 207 2.140% + 194
0,75 2.814°A + 197 2.888°A + 211 2.907°A + 282
0,50 3.471%A + 237 3.465% + 269 3.362%A + 281
0,00 3.514%A + 274 3.514% + 274 3.514%A + 274
Listeria monocytogenes
2,50 1.307" + 126 1.245" + 119 1.012% + 123
2,25 1.454" + 117 1.323"8 + 126 1.188™8 + 101
2,00 2.403% + 124 1.848% + 111 1.430 + 119
1,75 3.141% + 147 2.179™® + 122 1.771%¢ £ 128
1,50 3.562°A + 143 2.853%8 + 129 1.936%C + 121
1,25 3.878%A + 168 3.424% + 146 2.178% + 139
1,00 4.0479% + 175 4,085 + 167 3.135% + 143
0,75 5.143°A + 188 4.260°® + 198 3.498C + 186
0,50 5.649°A + 204 4.928%8 + 221 3.927%C + 217
0,00 6.303* + 314 6.303% + 314 6.303* + 314

Médias + desvio padrdo seguidas de letras minasculas nas colunas e maitsculas nas linhas diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Os experimentos com E.coli (Tabela 2) demonstram que para as concentragdes de 2,50% até 2,00% a eficiéncia
é semelhante, sem diferenca estatistica (p<0,05), para todos os tempos estudados. Porém ao se comparar 0s tempos de
contato, empregando a concentracéo de 2,00%, 10 minutos apresenta a maior redugo, estatisticamente igual a 5 minutos.
Para a concentracao de 1,75% e menores, 0s tempos de exposicdo de 1 e 5 minutos se assemelharam entre si, bem como
10 minutos continuou sendo o mais eficiente. Calculando as reduges em Log UFC/g (Tabela 3) de cada concentracdo
em relagdo ao controle (sem acido ascérbico), nem mesmo com as maiores concentragdes e maior tempo de exposicao
obteve-se resultado acima de 1,00 Log UFC/g. Para a concentracdo de 2,50% a maior reducéo foi de 0,55 Log (UFC/g)
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com 10 minutos de exposicao, para a concentragéo de 2,25% obteve-se 0,57 Log (UFC/g) com 10 minutos de exp
mas a maior reducdo foi de 0,62 Log (UFC/g) com a concentragdo de 2,00% por 10 minutos de exposicdo, que pode
considerada a concentracdo efetiva minima, nesse caso (Tabela 3). ‘

Em relacdo a avaliacdo na reducdo do crescimento de S. choleraesuis (Tabela 2) em cubos de gordura
observou-se que para as concentracdes entre 2,50% a 2,00% a eficécia é similar (p<0,05), independentemente do tempo
de exposicdo. Para a concentracdo de 1,75% pode-se afirmar que o tempo de exposicdo de 1 minuto se equivale ao de 5
minutos. De acordo com esses resultados, sugere-se que mesmo para as concentracées maiores entre 2,50% e 2,00%, 0s
tempos de contato ndo inibem com eficiéncia o crescimento do microrganismo, sendo que a partir da concentracdo de
1,75% apenas o tempo de exposicdo de 10 minutos mantem uma eficiéncia um pouco melhor do que os tempos de
exposicdo de 1 minuto e 5 minutos. Ao avaliar as reduc¢des em crescimento logaritmico (Tabela 3), observou-se que
mesmo com a maior concentragdo estudada, de 2,50%, nenhum tempo de exposicdo apresentou potencial para reducéo
acima de 1,00 tendo obtido, 0,29, 0,30 e 0,30 Log (UFC/g), e para a concentracdo de 1,50% obteve-se as reducdes de
0,05, 0,10 e 0,18 Log (UFC/g) para os tempos de exposicdo de 1, 5 e 10 minutos, respectivamente. Com este resultado
fica evidente que o acido ascorbico ndo apresenta poder antimicrobiano eficaz sobre a bactéria S. choleraesuis.

Os resultados relativos ao tratamento dos cubos de gordura apds a contaminacdo prévia com S. aureus (Tabela
2) demonstraram que para as concentragdes entre 2,50% a 1,50% a eficacia no controle do crescimento bacteriano é igual
em todos os tempos de exposi¢do (p<0,05). A partir de 1,25%, conforme reduz a concentragao do &cido, o crescimento
bacteriano aumenta igualmente para os tempos estudados. Dessa forma, o acido ascérbico também apresentou baixa
propriedade antimicrobiana frente ao S. aureus. Em rela¢do as redugdes em crescimento logaritmico, ao analisar as
concentracdes de 2,25% e 2,00%, obteve-se redug¢des de 0,45, 0,56 e 0,57 Log (UFC/g) e 0,41, 0,41 e 0,50 Log (UFC/qg)
para 1, 5 e 10 minutos (Tabela 3).

Os resultados para os experimentos de controle do crescimento de L. monocytogenes (Tabela 2) demonstraram
que para as maiores concentragdes de 2,50% e 2,25%, para todos os tempos de exposi¢éo estudados ndo diferiram entre
si significativamente (p<0,05), apresentando a mesma eficiéncia no controle do crescimento. Para as concentragdes
menores que 2,00% até 1,25%, o tempo de exposi¢do de 10 minutos foi 0 mais eficiente do que 0s de 5 e 1 minutos de
exposicdo, diferindo estatisticamente. De acordo com as reducdes no crescimento, nem mesmo com as maiores
concentracdes e maior tempo de exposicdo possibilitou resultados acima de 1,00, sendo que a maior reducéo foi de 0,79
Log (UFC/g) com 2,50% por 10 minutos de exposi¢do. Com 5 e 1 minutos de exposi¢do obteve-se 0,70 e 0,68 Log
(UFC/qg). Para a concentracgdo de 2,00% (Tabela 3) a reducdo ficou em 0,64 Log (UFC/g) com 10 minutos de exposi¢ao,
0,53 Log (UFC/g) com 5 minutos de exposicao e apenas 0,42 Log (UFC/g) com 1 minuto de exposigéo.

Tabela 3 - Reducéo de contagem de E. coli, S. choleraesuis, S. aureus e L. monocytogenes Log (UFC/g) em cubos de
gordura suina na concentracao efetiva minima do acido ascérbico em diferentes tempos de exposi¢éo.

Microrganismo Concentracao Reducéo (log UFC/g)
(%) 1 minuto 5 minutos 10 minutos
E. coli 2,00 0,40 0,51 0,62
S. Choleraesuis 2,50 0,29 0,30 0,30
S. aureus 2,00 0,41 0,41 0,50
L. monocytogenes 2,00 0,42 0,53 0,64

A Figura 1 apresenta os percentuais de crescimento dos microrganismos nas concentracfes e tempos avaliados.

De acordo com a Figura 1, pode-se analisar que o &cido ascérbico manteve 0s niveis de crescimento dos
microrganismos E.coli (a), S. aureus (c) e L. monocytogenes (d) abaixo de 30% somente nas maiores concentracdes
estudadas entre 2,50% e 2,00%, o que ndo ocorreu com S. choleraesuis (b), que ja apresentou crescimento superior a
40%, mesmo com 0 uso das maiores concentragdes estudadas, confirmando que o &cido ascérbico ndo possui bom
desempenho antimicrobiano para essa bactéria. Analisando concentragdes menores, em torno de 1,00%, todos os
microrganismos estudados obtém crescimento acima de 50%, sendo que E.coli (a) e S. choleraesuis (b), apresentaram
crescimento acima de 70% para essa concentracéo.

De Carli et al. (2013) ao realizarem contagem de microrganismos aerébios meséfilos frente a varios tratamentos
em barriga suina, obtiveram os melhores resultados com os tratamentos T1 e T2, sendo que o T1 utilizou 1% de acido
latico (v/v) somado a 0,10% de &cido ascorbico (g/v) somado a 1% de acido citrico (g/v). O tratamento T2 utilizou 1%
de acido latico (v/v) somado a 0,80% de acido ascérbico (g/v) somado a 1% de acido citrico (g/v). Ja o T3 utilizou 1% de
acido latico (v/v) somado a 0,60% de acido ascdrbico (g/v) somado a 0,60% de &cido citrico (g/v) somado a 0,60% de
&cido acético, além de solucdo salina acidificada (T4 e T5), agua a 80°C (T6) e luz UV (T7e T8). Porém os resultados
dos 2 primeiros tratamentos foi a diferenga do aumento do &cido ascérbico de 0,10% para 0,80%, mas nao diferiram
estatisticamente entre si semelhante aos resultados encontrados neste trabalho, onde o &cido ascérbico ndo apresentou
bons resultados na inibicdo do crescimento dos microrganismos estudados, ja que o efeito observado por eles pode ser
associado a acdo dos outros acidos utilizados no estudo.
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Figura 1 - Percentual de crescimento de E. coli (a), S. choleraesuis (b), S. aureus (c) e L. monocytogenes (d) em
presenca de diferentes concentragdes de &cido ascorbico em relagdo ao controle.
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Com excecdo de S. aureus (Figura 1c¢), maiores tempos de contato propiciaram maiores reduc¢des no crescimento
dos microrganismos, na maioria das concentracdes avaliadas, como esperado.

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que o &cido ascorbico apesar de ser
considerado um bom agente antioxidante, ndo possui boas caracteristicas antimicrobianas, considerando o0s
microrganismos E.coli, S. choleraesuis, S. aureus e L. monocytogenes. A concentragao efetiva minima foi de 2,00% para
E.coli, S. aureus e L. monocytogenes e 2,50% para S. choleraesuis, sendo esses valores altos para possiveis usos
industriais, além de ter ocorrido uma baixa reducdo logaritmica em relacdo ao controle negativo. Dessa forma, outros
4cidos organicos podem ser estudados ou combinagBes entre dois ou mais acidos visando aumentar o potencial
antimicrobiano.
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