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Combinacgao de acido latico e ultrassom no controle de
Salmonella spp.

Combination of lactic acid and ultrasound in the control of
Salmonella spp.

RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar a combinag¢do do 4cido latico e banho ultrassénico
como uma alternativa vidvel na inibicdo do crescimento de Salmonella spp. As
concentragdes testadas de acido latico foram de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0%. Trés indculos das
cepas padrdes: Salmonella enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028), S.Enteritidis
(ATCC 13076) e S Heidelberg (ATCC 8326) foram testadas aplicando-se concentragGes de
acido latico combinada com ultrassom. Os testes foram conduzidos com tempos de
exposicdo de 5, 10 e 15 minutos. Para inibicdo das cepas isoladas a concentragdo inibitdria
minima de 4cido latico foi de 2%. A concentragdo de 1% de acido latico combinado com 45
kHz de ultrassom foi suficiente para inibir o crescimento das cepas padroes.

PALAVRAS-CHAVE: Acido ltico. Ultrassom. Salmonella spp.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the combination of lactic acid and ultrasonic
bath as a viable alternative to inhinit the growth of Salmonlla spp. The tested
concentrations of lactic acid were 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0%. Inocula of the standard strains:
Salmonella enteric serovar Typhimurium ( ATCC 14028), S. Enteritidis (ATCC 13076) and S.
Heidelberg (ATCC 8326) were tested by applying lactic acid concentrations combined with
ultrasound. The tests were conducted eith exposure times of 5, 10 and 15 minutes. For
inhibition of isolated strains the minimum inhibitory concentration of lactic acid was 2%.
The 1% lactic acid and concentration combined with 45 khz ultrasound was sufficient to
inhibit the growth of standard straind.

KEYWORDS: Lactic acid. Ultrasound. Salmonella spp.


https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2019

mh IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
.q El XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR
1 ICITE 11a 13 de Novembro | Pato Branco - PR P

CAMPUS PATO BRANCO
UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

INTRODUCAO

O mercado da avicultura no Brasil tem muita forca mundialmente, o pais se
destaca atualmente como o segundo maior produtor de carne de frango no
mundo, chegando a exportar um terco de toda carne produzida por ano no Brasil.
Devido a grande massa de producdo de carne de frango, a qualidade do produto
e a sua saude sanitaria sdo mais que desejdvel. Com a produgdo exacerbada de
carne de frango, o controle de qualidade se torna dificil e um dos seus grandes
empecilhos é a proliferagdo de microrganismos (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
PROTEINA ANIMAL, 2019).

Segundo o Ministério da Saude (2011), a carne de ave é bem suscetivel a
contaminacdo de Samonella spp, bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae, morfologicamente Gram negativa. A categoria que engloba a
maioria dos sorovares desta bactéria sdo as que ganham enfoque na
contaminacdo de alimentos por funcionarem como veiculo de sua transmissao.
No organismo humano, a Salmonella spp podem ocasionar quadros de
gastrenterite, e por isso sua importancia no controle de proliferacao.

A pesquisa utiliza acido latico, um dos principais acidos organicos formados
em processos fermentativos naturais. O 4cido latico é capaz de diminuir o pH
intracelular e aumentar a concentracdo ibnica, por ter uma boa penetragdo a
membrana celular da bactéria. Este aumento consequentemente eleva a pressao
celular interna, fazendo que uma forga contra a parede celular seja exercida e
levando a morte (ZABOT, 2016).

O ultrassom é um equipamento que produz ondas sonoras que excedem a
audicdo humana. A utilizacdo do ultrassom estd ganhando grande forca no
controle microbiolégico devido sua sustentabilidade do meio ambiente e sua
capacidade de cavitagdo, que tornam o ultrassom potencialmente capaz de
auxiliar a penetracdo de agentes quimicos nas células, como o acido latico, ou até
mesmo destrui-las. A morte celular pode acontecer, pois quando as ondas
sonoras percorrem o meio liquido, liberam alta energia por causa do colapso de
bolhas, criando ondas de choque extremamente quentes e fortes, danificando a
parede de celular daquele microrganismo (BELLO, 2003).

Tendo em vista este cenario, este trabalho teve como objetivo analisar a
eficacia do 4cido ldtico no controle de contaminagdo de Salmonella spp
combinado de banho ultrassom.

MATERIAIS E METODOS

O teste foi padronizado com trés cepas de Salmonella spp. padroes, sendo
elas: Salmonella Typhimurium(ATCC 14028), S. Enteritidis(ATCC 13076) e S.
Heidelberg (ATCC 8326) . As cepas de Salmonella spp. utilizadas no experimento
foram reativadas em caldo BHI (Brain heart infusion) em tubos de ensaio e
permaneceram em temperatura de 37°C por 24-48h, fornecendo local nutritivo
afim de intensificar seu crescimento. Em seguida as amostras foram transferidas
em placa de Petri em agar TSA (Trypticase soy Agar) nas mesmas primeiras
condicbes de temperatura e tempo de cultivo. Por meio da placa de Petri, foi
selecionada uma col6nia de cada cepa padrdo e cultivada novamente em caldo
BHI por 24-48h, agora para submeter o crescimento somente de uma col6nia.
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O indculo foi diluido até atingir absorbancia entre 0,08 e 0,100 no
espectrofotometro com 620 nm ou na escala 0,5 de Mac Farland e diluido
novamente 1:10 em liquido de BHI. Segundo a Probac do Brasil (Produtos
Bacteridlogicos) a escala de 0,5 de Mac Farland equivale aproximadamente
1,5x108 UFC/mL, porém devido a diluicdo, a concentragdo final no tubo teste 1,0
x104UFC/mL.

Apds a diluicdo do inoculo, o acido latico (peso molecular 90,08,
concentracdo 85% marca Synth) foi diluido para preparacdo de uma solucdo
estoque (6,55%) sendo este padronizado com solucdo de NaOH 0,1M o qual foi
previamente padronizado com solucdo de biftalato de potassio (IAL, 2008).

Depois da realizacdo da diluicdo da amostra e padronizacdo do dacido latico,
20uL da diluicdo foram transferidas em tubos nos quais nos quais uma solucao de
acido latico 6,55% foi diluido com agua destilada estéril e 2 mL de agua
peptonada (0,1%), afim de obter se obter as concentra¢bes finais de acido latico
de: 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0%. Para expressar a quantidade do acido latico padrdo a ser
utilizada em cada tubo, usou-se a seguinte férmula:

C1Vi=C2V2 (1)

Na equacdo (1) podemos analisar que existem dois valores de concentracgao,
sendo o primeiro correspondente a concentragdo solugao estoque (6,55%) e a
segunda concentracdo condizente do acido latico que se deseja expor o indculo.
O que queremos buscar nesta equacdo é o primeiro volume, para sabermos
guanto da solucdo estoque devemos colocar no tubo com 20 mL (V2) para
alcancar a concentragao C2.

O ultrassom utilizado no teste era da marca Eco-Sonics e modelo Q3.8/40,
cujo trabalhava em 45 kHz. Os tubos que foram testados no ultrassom foram
expostos em tempos de 0, 5, 10, 15 min. O controle sem ultrassom consistiu de
banho gelado, no qual foram dispostos os tubos pelos mesmos tempos de
exposicdo. Apds o tempo de exposi¢do ao acido latico e banho ultrassom uma
aliquota de 20 pL foram inoculadas em microplaca, contendo 150uLde caldo BHI
estéril em cada pogo. Apds este procedimento as microplacas foram incubadas a
37°C, por 24-48h. Para confirmagdo da inibicdo, uma aliquota de 100 uL dos
pogcos em que nao se observou turvagao foram inoculadas em placas contendo
agar SS estéril que foram incubadas a 37°C, por 24-48h.

Uma bateria de tubos contendo acido latico foram preparadas nas mesmas
condigbes do teste, exceto pela adi¢do de indculo, para medida de pH em
pHmetro da marca Tecnal e modelo TEC-2 mp, previamente calibrado com auxilio
de tampdes de pH 7,00 e 4,00.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A tabela 1 apresenta os valores de pH nos tubos testes contendo acido latico
em cada concentracao que variou de 1,0 a 4,0%.

Tabela 1— pH referente das solugdes de acido latico teste

Acido latico (%, m/v)

1 2 3 4
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3,01 2,88 2,82 2,72
Ph 3,02 2,87 2,77 2,72
3,01 2,86 2,76 2,69
Média + DP 3,01 £0,0047 2,87 £0,0082 2,78 £ 0,0262 2,71+£0,0141

Fonte: produgdo prépia

A variagao do pH nas concentragdes obtiveram-se numeros préximos e
concordantes entre si, analisando o desvio padrdao. O maior desvio padrdo foi
calculado na concentracdo de 3% (0,0262), ja nos demais o desvio padrdo a
estabilidade foi maior, sendo 4% (0,0141), 2%(0,0087) e o menor 1% (0,0047).

De acordo com a literatura, os valores mostrados na tabela estdo todos
adequados a uso para teste, por estarem abaixo do pKa do acido latico que é
3,86. O pKa quantifica a acidez e a basicidade de uma solucdo. A razdo de
caracterizarmos se o agente estd mesmo em sua forma acida é porque a acidez
desempenha uma importancia na acdo antimicrobiana, de maneira que podem
interferir no metabolismo de crescimento microbiano, o diminuindo-o, realizando
a lise celular e liberando seu material citoplasmatico, por isso o crescente
aumento de acidez ajuda na inibicdo microbiana. (VIEIRA, 2016)

A tabela 2 ilustra o efeito do acido latico nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0 e
4,0% na agdo antimicrobiana de Samonella spp nos tempos de exposi¢ao 0, 5, 10
e 15 minutos em agua gelada.

Tabela 2 — Crescimento de Salmonella spp em concentragGes de acido latico

Tempo de Acido latico (%, m/v)
exposigdo (min) 10 20 30 20
0 SH/ST/SE SH/ST/SE SH/ST/SE SH/ST/SE
5 SH/ST ST ST ND
10 ST ST ST ND
15 ST ND ND ND

Fonte: produgdo prépia. Onde SE, ST e SH representa que houve crescimento de
Samonella spp, sendo SE:S. Enteritidis, ST:S. Typhimurium, SH:S. Heidelberg.ND:
crescimento ndo detectado.

A diminuicdo da presenca de Salmonella spp com o aumento da
concentracdo de acido latico é justificavel, pois quanto maior, mais puro o acido
estd presente na solugdo, conseguindo atuar com maior facilidade na bactéria.
Podemos ver que na concentragdao mais alta de 4% houve inibicdo total das 3
Salmonella spp. em todos os tempos de exposicdo, ja na concentracdo de 2,0 e
3,0% a inibicdo aconteceu nos 15 minutos de exposicdo, isso significa que o
tempo de exposicdo também é importante para controle da proliferagao, quanto
maior o tempo que a bactéria estd em contato com o acido, maior a chance dele
conseguir penetrar na membrana da célula e mexer na estrutura interna.

Na concentragao de 1,0% a S. Typhimurium cresceu em todos os tempos,
essa bactéria resistiu nas outras concentragdes com exce¢cdo de 4,0%, se
apresentando como a cepa mais resistente ao acido latico. A S. Enteritidis foi a
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mais sensivel ao 4cido latico, ndo crescendo em contato a qualquer concentragao
do acido e a S.Heidelberg cresceu apenas no tempo 5 com concentracdo de 1%.

O 4cido latico é um dos acidos mais potenciais para a¢do antimicrobiana.
Este acido atua na bactéria com efeito bactericida e bacteriostatico. O efeito
bacteriostatico atua na bactéria, neste caso Salmonella spp, dificultando a
multiplicacdo bacteriana, grandes partes desses agentes sdo inibidores de sintese
proteica. J4 a acdo do acido latico como bactericida faz dele capaz inibir enzimas
que sdo fundamentais que mantém o microrganismo vivo (AGENTES
ANTIMICROBIANOS QUIMICOS E NATURAIS, 2010).

A tabela 3 representa a atuacdo da concentracdo de acido latico no
controle de Salmonella spp combinado de banho de ultrassom.

Tabela 3 — Crescimento de Samonella spp em acido latico combinado com ultrassom

Tempo de Acido latico (%, m/v)
exposicao(min) 10 20 3.0 240
0 SH/ST/SE SH/ST/SE SH/ST/SE SH/ST/SE
5 SH/ST ND ND ND
10 ND ND ST* ND
15 ND ND ND ND

Fonte: produgdo prépia. Onde SE, ST e SH representa que houve crescimento de
Samonella spp, sendo SE:S. Enteritidis, ST:S. Typhimurium, SH:S. Heidelberg.ND:
crescimento ndo detectado. ST* crescimento da S. Typhimurium na placa com SS agar.

A presenga do ultrassom teve uma diferencga significativa na proliferacdo
microbiana, podemos ver que um acido latico de menor concentragdo, desde 2%,
quando combinado de um banho de ultrassom tem a mesma eficiéncia
comparada ao acido latico de 4% representado na tabela 2, onde s6 havia a
presenca de acido. O auxilio do ultrassom facilita muito na inibi¢do microbiana, ja
gue assim é preciso de um gasto menor de acido latico na sanitizagdo de aves.

O ultrassom aumenta a efetividade de inibigdo, pois consegue fragilizar e
afinar a membrana celular da bactéria. Suas ondas mecanicas facilitam a
penetracdo do 4acido latico, além disso, foi comprovado que o ultrassom
consegue desnaturar enzimas quando submetido a alta intensidade. Ha fatores
que influenciam na eficacia do ultrassom, como o tempo de exposicdo, amplitude
de suas ondas, temperatura e composicdo da bactéria, de maneira que as
bactérias gram-negativas, como Salmonella spp, sdo mais frageis que as gram-
positivas, devido a parede celular ser mais espessa (ULTRASSOM NA INDUSTRIA
DE ALIMENTOS: APLICACOES NO PROCESSAMENTO E CONSERVACAO, 2018).

CONCLUSAO

Os resultados mostram que houve uma sensibilidade maior de Samonella
Enteritidis com dacido latico e ultrassom, ao contrario de Samonella Typhimurium
que apresentou mais resisténcia ao teste. O uso do ultrassom com 4cido latico
teve uma eficicia bem maior do que somente o uso de 4cido latico. O
experimento agrega vantagens ndo somente na salde publica como também
econdmicas. A abordagem do método utilizado tras atribuicdes as pesquisas que
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sdo direcionadas a acharem, assim como este, métodos mais eficazes e novos
para aplicacdo industrial. A pesquisa tem como objetivo de continuar, agora
testando a resisténcia das amostras de origem de carcacas de frango de um
frigorifico da regido situada no oeste de Santa Catarina.
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