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RESUMO: A bactéria Weissella viridescens é bem conhecida por causar deteriora¢do na superficie de produtos
carneos embalados a vacuo, mesmo sob condicGes refrigeradas. Para impedir a deterioracdo microbiana dos
alimentos, aditivos alimentares podem ser usados. Eles sdo utilizados com a finalidade de tornar os alimentos
mais seguros ou mais atraentes. Os conservantes sdo um tipo de aditivo alimentar adicionado aos alimentos para
prolongar a vida atil e impedir que os produtos sejam decompostos por microrganismos. Este estudo teve como
objetivo avaliar as concentragfes inibitérias minimas (CIM) de quatro conservantes alimentares contra a W.
viridescens: benzoato de sodio, metabissulfito de sddio, nitrito de sédio e sorbato de potassio. Benzoato de sddio
e sorbato de potassio foram testados em concentrac@es variando de 50.000 a 1.000 pg.mL1, enquanto nitrito de
sodio e metabissulfito de sédio variaram de 20.000 a 156 ug.mL*. O metabissulfito de sodio apresentou a maior
atividade (CIM 313 pug.mL1), seguido pelo nitrito de sodio (CIM 5.000 pg.mL1). Benzoato de sddio e sorbato de
potéssio ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas.

Palavras-Chave: Aditivos alimentares. Produtos carneos. Bactéria acido-latica.

ABSTRACT: Weissella viridescens is well known to cause deterioration on the meat surface in vacuum packed
meat products, even under refrigerated conditions. To impede microbial deterioration of foods, food additives
can be used. They are designed to do a specific job of making food safer or more appealing. Preservatives are a
type of food additive added to food to prolong shelf life and keep the products from being broken down by
microorganisms. This study aimed to evaluate the minimum inhibitory concentrations (MIC) of four food
preservatives against W. viridescens: sodium benzoate, sodium metabisulphite, sodium nitrite, and potassium
sorbate. Sodium benzoate and potassium sorbate were tested at concentrations ranging from 50,000 to 1,000
ug.mLL. Sodium nitrite and sodium metabisulphite were tested at concentrations ranging from 20,000 to 156
ug.mL2. Sodium metabisulphite showed the greatest activity (MIC 313 pg.mL™) followed by sodium nitrite
(MIC 5.000 pg.mL™). Sodium benzoate and potassium sorbate did not present any antimicrobial activity.

Keywords: Food Additives. Meat Products. Lactic acid bacteria.
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1. INTRODUCAO

Para a industria alimenticia, a qualidade e seguranca dos alimentos € objetivo
primordial a ser alcangado, seja qual for o produto elaborado. Assim, técnicas sdo utilizadas
para garantir que o produto tenha alta qualidade e caracteristicas desejaveis, sejam elas fisicas,
quimicas ou microbioldgicas. O uso de aditivos quimicos é um dos métodos utilizados para
obter tais objetivos, sendo seu uso regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). De acordo com a Portaria n° 540, da Secretaria de Vigilancia em Salde
(SVS) do Ministério da Saude (MS), aditivo alimentar ¢ “qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacgdo,
processamento, preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulacdo de um alimento” (BRASIL, 1997). Vale ressaltar que nenhum
método substitui a adocdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e, por isso, é vedado o uso
de aditivos com propdsito de encobrir falhas no processamento e/ou manipulacdo; induzir o
consumidor ao erro, engano ou confusdo; ou esconder alteraces ou adulteracdes da matéria-
prima ou do produto elaborado (BRASIL, 2020).

Dentre as diversas classes de aditivos alimentares, os conservantes sdo de extrema
importancia na garantia e controle da seguranca alimentar, uma vez que eles tém a funcdo de
inibir total ou parcialmente o crescimento e agdo de microrganismos, sejam eles patogénicos
ou ndo (FERREIRA et al., 2020). Além disso, tém a capacidade de preservar as caracteristicas
do alimento, sempre respeitando os limites estabelecidos pelas legislacdes (SOUZA et al.,
2019). Cada conservante age de forma diferente frente aos mais diversos microrganismos e,
por isso, a escolha do conservante deve respeitar, concomitantemente, a legislacdo e ter
efetividade contra o microrganismo alvo.

A maioria dos microrganismos causam deterioracdo em carnes e seus produtos, pois
fatores como pH, atividade de agua e alto teor de nutrientes favorecem o crescimento
microbiano (TEIXEIRA et al., 2021). Especificamente no caso de carnes embaladas a vacuo,
as bactérias laticas podem ser um problema, especialmente a Weissella viridescens
(MARTINS et al., 2020).

A W. viridescens é uma bactéria do grupo acido lactico (BAL), ndo patogénica, gram
positiva, ndo formadora de esporos, catalase negativa e anaerObia facultativa. Sao
heterofermentativas, produzindo diéxido de carbono, acido latico e acético a partir da
fermentacdo de acucares (MA et al., 2022). Podem ser encontradas em uma grande variedade
de habitats, desde a epiderme até na saliva ou fezes de seres humanos (MARTINS et al.,
2020). Essa bactéria possui boa resisténcia térmica, crescem na faixa de temperatura de 15 °C
a 45 °C, o que resulta em elevada capacidade adaptativa, tornando-se uma bactéria importante
para a industria de carnes (KAMENIK et al., 2015). Bactérias do género Weissella estdo
associadas a deterioracdo de produtos carneos, causando esverdeamento, off flavor e formagéo
de limo (TEIXEIRA et al., 2021), o que leva os consumidores a rejeitar esses produtos.

Diante desse problema, o trabalho objetivou determinar a sensibilidade da bactéria W.
viridescens frente a quatro importantes conservantes alimentares: nitrito de sadio,
metabissulfito de sodio, benzoato de sodio e sorbato de potéssio. Vale salientar que ndo foram
encontrados trabalhos testando esses conservantes na inibicdo da W. viridescens.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Compostos antimicrobianos

Os conservantes alimentares testados foram o sorbato de potéssio (SP), benzoato de
sodio (BS), nitrito de sodio (NS) e metabissulfito de soédio (MBS), todos fornecidos pela
Neon® (Suzano, SP) e com pureza superior a 98%. A selecdo destes aditivos foi baseada na
reconhecida eficacia contra um grande espectro de microrganismos e pelo baixo custo, além
de serem consentidos pela legislacéo brasileira para uso em alimentos.

2.2 Cepa bacteriana e meios de cultura

A cepa utilizada no estudo foi a Weisssela viridescens, gentilmente cedida pela profa.
Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli, da Universidade Federal de Lavras, MG. Para as analises
microbioldgicas foram utilizados os seguintes meios de cultura e diluentes: Agua peptonada
tamponada 0,1%, Caldo Man Rogosa e Sharpe (MRS) e Agar Man Rogosa e Sharpe (MRSA),
todos da marca Kasvi (Curitiba — PR).

2.2.1 Manutencdo e padronizacao da cepa de Weissella viridescens

A bactéria foi estocada a -18 °C em microtubos contendo meio de congelamento
[glicerol (150 mL), peptona (5 g), extrato de levedura (3 g), NaCl (5g), H20 (1.000 mL) pH
(7,2£0,2)].

Para a padronizacdo das contagens do nimero de unidades formadoras de colbnias
(UFC), foi elaborada a curva de crescimento da bactéria. Este procedimento manteve o
nimero de UFC no indculo da cultura reveladora sobre controle (10 UFC.mL™).

2.2.2 Atividade antimicrobiana in vitro dos conservantes

Apbs preparacdo do meio, conforme recomendacdes do fabricante, 0s conservantes
foram adicionados, nas concentragdes mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentraces testadas para a determinacdo da CIM de conservantes alimentares.

Conservantes Concentragéo (ng.mL™)
alimentares

Sorbato de 50.000 | 25.000 | 12.500 7.500 5.000 4.000 2.000 | 1.000
potéssio (SP)

Benzoato de 50.000 | 25.000 | 12.500 7.500 5.000 4.000 2.000 | 1.000

sodio (BS)

Nitrito de s6dio | 20.000 | 10.000 | 5.000 2.500 1.250 625 313 156
(NS)

Metabissulfito | 20.000 | 10.000 | 5.000 2.500 1.250 625 313 156

de s6dio (MBS)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pela técnica
de microdiluicdo em placa de microtitulacdo estéril contendo 96 pocos, de acordo com o
NCCLS M7-A6 (NCCLS, 2003), com modificagdes. Um volume de 200 pL de meio de
cultura MRS contendo os conservantes foi colocado nos micropogos das placas. Em seguida
foram adicionados 10 pL do inéculo padronizado (10** UFC.mL™). Também foram realizados
os controles negativo (200 uL de meio de cultura MRS sem conservante ¢ sem indculo) e
positivo (200 puL de meio de cultura MRS sem conservante ¢ com 10 pL do indculo
padronizado). As placas de microtitulacdo foram incubadas a 35 °C por 24 h, com posterior
leitura visual para determinacdo da CIM. O teste foi realizado em triplicata. O micropogo com
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menor concentracdo do conservante que ndo apresentou turvacdo do meio, ou seja, sem
crescimento visivel, foi considerada a CIM. A fim de confirmar o resultado, uma aliquota das
suspensdes contidas nos micropogos foi semeada por meio de estrias em placas de Petri
contendo Agar MRS, seguida de incubacdo a 35 °C/24 h. A auséncia de crescimento de
coldnias visiveis nas placas confirmou a efetividade do conservante alimentar testado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que, dos quatro conservantes analisados, apenas o nitrito de sodio e o
metabissulfito de sodio inibiram a bactéria W. viridescens, nas concentragdes 5.000 pg.mL™* e
313 pg.mL?, respectivamente. O sorbato de potassio e o benzoato de sodio néo inibiram a
bactéria em nenhuma das concentracdes testadas.

Favero et al. (2011) relata que o metabissulfito de sodio pode causar danos a
membrana celular dos microrganismos devido a penetracdo do SO na parede celular, com a
inativacdo da replicacdo do DNA, além de causar rupturas nas enzimas relacionadas com a
membrana citoplasmatica.

O nitrito de sédio também apresentou efetividade, porém em concentracdo superior
aquela apesentada pelo metabissulfito de sddio. De acordo com Amin e Oliveira (2006),
baixas concentragdes de nitrito de sddio fixam a cor dos produtos carneos curados, porém ndo
produzem um efeito antibacteriano significativo, sendo necessarias concentracfes maiores.
Foi observado que o nitrito de sddio precisa de uma alta concentracdo para inibir
microrganismos, o que pode explicar os resultados encontrados. Concentracdes superiores a
200 pug.mL? de nitrito de sodio exercem acdo bacteriostatica, especialmente sobre os
anaerdbios, que é o caso da W. viridescens (AMIN; OLIVEIRA, 2006). Embora os nitritos
tenham sido usados por muitos anos, a formacéo de nitrosaminas potencialmente cancerigenas
a partir de nitritos € uma das principais causas de preocupacdo (SUBRAMANIAN;
KAGLIWAL,; SINGHAL, 2014).

Os conservantes sorbato de potassio e benzoato de sodio, nas concentracGes testadas,
ndo foram eficazes na inibicdo dessa bactéria. Uma possivel explicacdo pode ser o pH do
meio. O pH do MRS, sem adi¢cdo de conservantes, é aproximadamente 5,84; entretanto este
elevou-se para proximo da neutralidade (pH 6,23) quando adicionado sorbato de potassio na
maior concentragdo testada (50.000 pug.mL™). E sabido que os sorbatos apresentam maior
eficiéncia em pH mais acidos (HWANG et al., 2015) e, portanto, a atividade antimicrobiana
do sorbato de potassio diminui com o aumento do pH extracelular (WANG et al., 2018).

A atividade antimicrobiana do benzoato de sddio ocorre quando ele esta na forma ndo
dissociada, passando através da membrana e liberando prétons no citoplasma bacteriano
(SOUZA, 2019). O pH é decisivo para a acdo antimicrobiana do benzoato de sodio pois ele é
mais efetivo em meio acido devido a prevaléncia do acido benzoico, sua forma néo
dissociada. Ao adicionar o benzoato de sodio na maior concentragdo (50.000 ug.mL™), o pH
do meio elevou-se para 5,87, 0o que pode explicar a baixa efetividade do conservante. De
acordo com Oliveira e Reis (2017), pH acima de 5 pode reduzir a atividade do benzoato.

4. CONCLUSAO

Os conservantes sorbato de potassio e benzoato de sodio ndo inibiram a cepa
bacteriana em nenhuma das concentragdes testadas, comprovando a importancia do pH do
meio para sua efetividade.

Conclui-se que, dentre os conservantes testados, o mais eficiente foi o metabissulfito
de s6dio por necessitar de uma menor concentracdo para causar inibi¢do da W. viridescens.
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