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RESUMO

O consumo de hortalicas vem sendo cada vez mais incentivado no mundo atual
diante de todos os seus beneficios nutricionais conhecidos. Porém principalmente as
hortalicas folhosas constituem um importante meio de transmissdo de véarias
doencas, tendo sido reportadas como fonte potencial de microrganismos
patogénicos, contribuindo para a elevacdo dos casos de doencas veiculadas por
alimentos. A pesquisa de sanitizantes ndo toxicos eficazes na desinfeccdo de
hortalicas vem sendo amplamente desenvolvida. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia de 4 tipos de vinagres na desinfeccdo de hortalicas. Foram
testados os seguintes tipos de vinagre: alcool, maca, vinho tinto e vinho branco. Foi
testada a medida caseira usada na desinfeccdo de hortalicas. Os tipos de vinagre
foram submetidos aos testes de inibicdo in vitro de bactérias E. coli e de bactérias
mesdfilas isoladas do solo de cultivo de hortalicas. O teste de acidez foi feito em
todos os tipos de vinagre. Verificou-se que nenhum dos tipos de vinagre nas
concentragdes testadas foi capaz de inibir o crescimento de bactérias mesofilas e de
bactérias E. coli. Os indices de acidez dos vinagres foram 0s seguintes: vinagre de
alcool 4,32%, vinagre de maca 4,08%, vinagre de vinho branco 4,20%, vinagre de
vinho tinto 4,11%, teores estes de acordo com a legislacdo. Concluimos que a
medida caseira de vinagre utilizada na desinfeccdo de hortalicas ndo é eficaz para a

inibicdo do crescimento de bactérias Mesobfilas e de E. coli.

Palavras chaves: vinagre, bactéria E. coli, bactéria Mesofila



ABSTRACT

The consumption of vegetables has been increasingly encouraged in today's world
before all their known nutritional benefits. But mainly leafy vegetables are an
important means of transmission of several diseases, having been reported as a
potential source of pathogens, contributing to the rising cases of foodborne illnesses.
The search for effective non-toxic sanitizers to disinfect vegetables, has been widely
developed. This study aimed to evaluate the efficiency of four types of vinegar to
disinfect vegetables. We tested the following types of vinegar, alcohol, apple, red
wine and white wine. We tested the household measure used in the disinfection of
vegetables. Types of vinegar were tested in vitro inhibition of bacteria E. coli and
mesophilic bacteria isolated from soil cultivation of vegetables. The acidity test was
done on all types of vinegar. It was found that all types of vinegar in concentrations
were unable to inhibit the growth of mesophilic bacteria and E. coli. The indices of
acidity of vinegars were: alcohol vinegar 4.32%, apple cider vinegar 4.08%, white
wine vinegar 4.20%, red wine vinegar 4.11%, and these levels according
to legislation. We conclude that the vinegar household measure used in the
disinfection of vegetables is not effective to inhibit bacterial growth mesophilic and E.

coli.

Keywords: vinegar, bacteria E. coli, bacteria mesophytic
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1. INTRODUCAO

O consumo de hortalicas vem sendo cada vez mais incentivado no mundo atual
diante de todos os seus beneficios nutricionais conhecidos. Porém, principalmente
as hortalicas folhosas, constitui um importante meio de transmissdo de varias
doencas toxinfecciosas, tendo sido reportadas como fonte potencial de
microrganismos patogénicos, contribuindo para a elevacdo dos casos de doencas
veiculadas por alimentos (DVASs) (FDA, 1998; BUCK et al., 2003).

O consumo dessas verduras cruas desempenha um importante papel na
transmissao de varias doencas toxinfecciosas (AMORIM, 2003; BASTOS 2002). Os
riscos que afetam a seguranca dos alimentos podem estar presentes em qualquer
ponto da cadeia produtiva desde o cultivo, a colheita, a lavagem, armazenamento
transporte, comercializacdo e finalmente na mesa do consumidor (RANTHUM,
2001).

As hortalicas sdo consideradas fontes de microrganismos, sendo elas bactérias
como: Salmonella, Shigella, E. coli enterotoxigénica e E. coli enterohemorragica
(O157:H7), além de protozoarios, parasitas e virus de hepatite A (FRANK e
TAKEUSHI, 1999). Com esses problemas, bactericidas como métodos de
sanitizacao sado utilizados para a diminuicdo da presenca desses microrganismos no

alimento.

O processo de sanitizagdo das hortalicas € considerado uma etapa critica para a
seguranca do consumo de alimento e a selecdo dos sanitizantes a serem
empregados deve ser baseada ndo apenas na eficacia dos mesmos, mas também
na presenca do ponto de vista toxicologico (NASCIMENTO, 2002). O Hipoclorito de
sbédio é o agente mais comum empregado, porém além de possuir efeito limitado
sobre determinados microrganismos, pode produzir substancias denominadas
trihalometanos, comprovadamente carcinogénicas (FERRARIS et al.,, 2005;
DUNNICK e MELNICK, 1993).

Por causa desse problema, ha interesse pelas industrias de alimentos em

desenvolver novos sanitizantes que sejam mais eficazes que o hipoclorito de sodio,
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que elimine patégenos humanos e ndo possua efeitos nocivos a saude. Uns dos
sanitizantes pesquisados sdo os acidos organicos de cadeia curta, como o cido
acético presente no vinagre, que além de serem consideradas substancias seguras
a saude, tém sido uma alternativa na reducdo da populacdo bacteriana em
alimentos (SANTOS 2007).

Portanto este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de 4 tipos de vinagre
na desinfeccdo de hortalicas,Especialmente, na inibicdo do crescimento de

bactérias Mesdbfilas e E. coli.
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2. UTILIZACAO E FABRICACAO DO VINAGRE

O vinagre é utilizado no mundo inteiro como condimento e conservante de
alimentos. Além disso, é considerado um complemento indispensavel a alimentacao
humana, pela acdo nutritiva e biorregulatéria (AQUARONE et al., 2001). E produzido
por dois processos bioquimicos distintos, ambos resultantes da acdo de
microrganismos: a fermentacdo alcoolica, pela acdo de leveduras sobre matérias-
primas acucaradas e amilaceas e a fermentacdo acética, pela acdo de bactérias
aerobias do género Acetobacter (AQUARONE et al., 2001).

A fabricacdo de vinagre proporciona um meio de utilizagdo de matéria-prima
inaproveitavel dos estabelecimentos industriais de frutas e especialmente de
propriedades rurais, que de outra forma, ndo poderiam competir no mercado
(EVANGELISTA, 1989). Os vinagres de frutas sdo considerados superiores em
qualidades sensoriais e nutritivas, quando comparados a outros tipos de vinagres,
apresentando caracteristicas como sabor e aroma préprios. Sob o aspecto
nutricional, tém vitaminas, acidos organicos, proteinas e aminoacidos provenientes
do fruto e da fermentacéo alcodlica (AQUARONE et al., 2001).

Dentre os processos industriais utilizados na producdo de vinagre, o mais difundido
€ 0 que utiliza cultura submersa através de forte aeracdo, com acetificadores do tipo
Frings. O método Orleans, mais lento, € utilizado apenas nos estabelecimentos de
pequeno porte, quando o objetivo é obter um produto de melhor qualidade
(AQUARONE et al., 2001).

A producédo de um bom vinagre depende de uma série de fatores como (CASTELO,
2002):

e Alinhagem e a sele¢cdo do microrganismo;

e A matéria-prima;

e A concentragdo do alcool;

e A temperatura de fermentacao (na faixa de 20° a 30°C);

¢ A quantidade de Oz;

e O pH 6timo na faixa de 5 e 6;
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e A maturacdo e a conservacgao;
e A clarificacdo, o envase, a pasteurizacéo;

e Materiais de construcao de tubulacdes, recipientes e depaositos.
2.1 COMPOSICOES DO VINAGRE

A composicao caracteristica de um vinagre depende basicamente da matéria prima
gue o originou. Os vinagres obtidos de frutos ou de malte possuem composi¢cdo mais
complexa que o vinagre de &lcool por conter praticamente todas as substancias
sollveis existentes na matéria-prima ou que se formaram nos processo fermentativo
alcodlico e acético (AQUARONE et al., 2001).

2.1.1 Acido acético

O &cido acético (H3C — COOH), peso molecular 60, 05616 e densidade 1, 049 g/mL,
€ 0 componente principal dos vinagres quaisquer que sejam o substrato alcodlico
precedente e sua concentracdo € expressa em graus aceéticos (gramas de &cido
acético por 100 mL de vinagre) (AQUARONE et al., 2001).

2.1.2 Alcool etilico (etanol) Residual

Na fabricacdo industrial do vinagre objetiva-se alcancar o maior rendimento possivel
na transformacdo de etanol em acido acético. Porém ndo se deve chegar ao
esgotamento desse substrato, pois as bactérias acéticas, na auséncia de alcool
etilico, sdo capazes de promover a degradacdo do acido acético produzido, o que
torna o processo antiecondmico (AQUARONE et al., 2001).

No Brasil, a legislagédo estabelece um teor maximo de 1° GL de é&lcool residual para
os vinagres (BRASIL, 1990).
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2.1.3. Extrato Seco

A determinacdo do extrato seco de vinagres € uma tentativa de evitar fraudes
bastante utilizadas no passado, ja que teores muito baixos ou muito altos de extrato
seco podem indicar adulteragdes do produto (TAKEMOTO, 2000).

No Brasil, a legislagdo estabelece um valor minimo de 7 g.L-1 para vinagres de
vinho tinto e rosados e 6 g.L-1 para vinagres de vinho branco (BRASIL, 1990).

2.1.4. Cinzas

A determinacdo do teor de cinzas objetiva determinar os sais minerais contidos no
produto. As consideracdes para o teor de cinzas sdo analogas para o teor de extrato
seco dos vinagres. Um vinagre diluido e reconstituido parcialmente com acido
acético apresenta baixos valores para o teor de cinzas assim como valores muito

altos podem indicar a adicdo de substancias nao volateis (TAKEMOTO, 2000).

A legislacdo brasileira estabelece um valor minimo de 1 g.L™* (BRASIL, 1990).

2.2 LEGISLACOES E PRINCIPAIS TIPOS DE VINAGRES BRASILEIROS

Denominam-se vinagres a todos os produtos da fermentacdo acética de diversos
substratos alcodlicos, adicionando ao nome do vinagre o do substrato
correspondente. Os vinagres devem conter quantidades determinadas de acido
acético e ingredientes opcionais tais como ervas, especiarias, sal e outros, conforme
especificacdo do Codex Alimentarius, em quantidades suficientes para conferir um

sabor e aroma peculiares.

A legislacdo brasileira define que vinagre ou vinagre de vinho € o produto obtido da
fermentacado acética do vinho (BRASIL, 1900, 1988) e deve conter uma acidez volatil
minima de 40g por litro expressa em acido acético (4%). Sua graduacao alcodlica
nao pode exceder a 1° GL e deve ser obrigatoriamente pasteurizado. Um vinagre



16

com mais de 80g por litro de acidez volatil € o concentrado de vinagre usado

exclusivamente para diluicdo (BRASIL, 1990).

A legislacdo especifica ainda as seguintes caracteristicas organolépticas para os

vinagres (BRASIL, 1974).

Aspecto: liquido, limpido e sem depositos.

Cor: de acordo com a matéria-prima que |lhe deu origem.

Cheiro: caracteristico

Sabor: acido.

No Brasil, ndo é permitido a fabricacdo e venda de vinagre artificial, isto €, vinagre

produzido a partir da diluicdo do &cido acético obtido a partir da sintese do etileno ou

da destilacdo seca da madeira (Brasil, 1990).

Na tabela 1 estdo os tipos de vinagres mais consumidos no Brasil:

Tipo de vinagre Caracteristicas

. : : Produzido através da fermentacdo acética do
Vinagre de vinho tinto . )

vinho tinto
Vinagre de vinho Produzido através da fermentacdo acética do
branco vinho branco
. ~ Produzido através da fermentacdo acética do
Vinagre de maca . ~

vinho de maca
. . Produzido através da fermentacdo acética do
Vinagre de alcool Alcool

Tabela 1: Classificac&do dos vinagres brasileiros (In: BELMONT, 2002, p-

20).
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3. CONTAMINACAO DE HORTALICAS

A alimentacao tem sido motivo de preocupagdo em varios paises do mundo (WHO,
2003) e adequar a producédo de alimentos & demanda crescente da populagcdo tem
sido um grande desafio. Entretanto, este desafio ndo se resume apenas em atender
a essa nova demanda, mas também em oferecer alimentos satisfatorios e livres de

agentes contaminantes para o consumo humano (BALBANI e BUTANI, 2001).

Com o numero de surtos de DVAs ocasionado pelo aumento do consumo de
hortalicas in natura. Ao longo da década esses alimentos tém sido considerados
como uma fonte de microrganismos patogénicos sendo o0s principais: Salmonella
SSP, Campylobacter jejuni e Escherichia coli do tipo enterohemorragica (OMS,
2000).

Com esses problemas muitos paises fiscalizam as condicGes higiénicas sanitarias

nos locais de produc¢ao, insumos e manipuladores de hortalicas.

Como hortalicas sdo produzidas sob diferentes condicBes climaticas e prética
agricola diferentes pressupfe-se que 0s perigos microbioldgicos variem entre esses
sistemas que vai do cultivo até a mesa do consumidor. Portanto todos o0s
procedimentos devem ser conduzidos sob condicdes higiénicas e estruturais
satisfatérias, visando minimizar os riscos potenciais a saude do consumidor (FDA,
1998).

Durante o cultivo as fontes potenciais de contaminacdo devem ser identificadas.
Freqlentemente observam-se irregularidades com a agua utilizada, o adubo, o
saneamento basico, a presenca de animais nos locais de producdo além de outras
deficiéncias na infra-estrutura dos locais de producéo e manejo agricola (MORETTI,
2003).

Para aumentar a produtividade e melhorar o cultivo, os agricultores optam muitas
vezes pelo uso de adubos organicos, como por exemplo, o esterco animal, pelo
baixo custo e pela sua eficacia como fertilizantes (EMBRAPA, 2001). Essa fonte de

adubo indevidamente tratado pode conter patdgenos e contaminar as hortalicas
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como, por exemplo, a Escherichia coli O157: H7, que pode sobreviver por até 70

dias nas fezes destes animais (TAUXE, 1997).

Terras que foram usadas para outras atividades, como solos que anteriormente
serviram como depdsitos de lixo podem apresentar contaminacdo por bactérias
patogénicas, pois contém matéria organica em decomposicdo e possivelmente
matéria fecal (EMBRAPA, 2001).

A area de cultivo quando situada em regides ingremes favorece o escoamento de
aguas superficiais contaminadas e que se agrava com residéncias que nao dispdem
de drenagem para as aguas servidas e animais em volta da horta podem contaminar
as hortalicas com suas fezes (MORETTI, 2003).

A saude e a higiene pessoal dos trabalhadores que entram em contato com o
alimento devem ser monitoradas. Funcionarios com gripe, diarréia ou ferimentos na

pele podem veicular microrganismos para os alimentos (SILVA Jr, 2001).
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4. SENEANTES UTILIZADOS EM HORTALICAS

O risco de toxinfec¢cbes humanas por patdégenos de origem alimentar pode ser
reduzido prevenindo-se a contaminacado dos alimentos, através de lavagem e do uso
de sanitizantes podendo controlar o crescimento dos microrganismos patogénicos
(BEAUCHAT, 2004 apud Santos 2007).

E preferivel na prevencdo da contaminagdo das hortalicas o uso de agentes
quimicos antimicrobianos, mas isso nem sempre é alcancado pelas falhas no
controle que antecedem o consumo, por isso a higienizacdo dos alimentos, é o
processo que através dos quais os alimentos se tornam higienicamente e
sanitariamente adequados para 0 consumo, utlizando-se varias técnicas de
processamento, dentre estas os produtos para limpeza e desinfecgdo dos alimentos
(Silva Jr, 2001).

A lavagem em &gua corrente de boa qualidade pode reduzir em até 74% a carga
microbiana dos vegetais (LEITAO et al.,1981), n&o sendo o suficiente para manter
a contaminacdo em niveis seguros, sendo necessario & aplicacdo de agentes
sanitizantes (LEITAO et al.,1981; TAKEUSHI e FRANK, 2001 apud Santos 2007).

A pré-lavagem em agua corrente € um requisito essencial para retirada de matéria
organica na superficie das hortalicas, mas é necessario o0 uso de agentes
sanitizantes, porque apenas a lavagem em agua corrente ndo € suficiente para
diminuir a carga microbiana a niveis seguros (NASCIMENTO, 2002). Para BRENES
(2002), agentes sanitizantes sao substancias quimicas que podem destruir ou
reduzir substancialmente a populacdo de microrganismos presentes na agua de
lavagem e resfriamento, reduzindo a contaminacdo, como também pode reduzir,

mas nao eliminar os patdégenos da superficie dos produtos.

A sanitizagdo de vegetais, sob o ponto de vista de seguranca alimentar, &
considerada etapa critica do processamento, assim também como 0s aspectos de
higiene pessoal na manipulacdo do produto. Estatisticas de paises industrializados
revelam que 60% das intoxicacbes alimentares sdo atribuidas & manipulagéo

incorreta de alimentos, sugerindo um indice ainda mais elevado para 0s paises em
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desenvolvimento, em func¢do das precarias condi¢cbes de infra estrutura e educacgéo
dos seus habitantes (NASCIMENTO et al., 2002).
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5. AGENTES SANITIZANTES NA ELIMINACAO DE PATOGENOS

A lavagem dos vegetais é a pratica mais comum para se obter um produto mais
seguro, a eficdcia da operacdo de lavagem pode ser aumentada acrescentando
solucdes sanitizantes, objetivando a eliminacdo de microrganismos presentes nestes
alimentos (BERBARI et al., 2001).

A sanitizacdo utilizada na indudstria de alimentos depende de varios fatores:
concentracdo, tempo, pH, solubilidade, concentracdo de matéria orgéanica, tipo de
superficie e espécie e populacdo de microrganismos (BEUCHAT et al.,, 2001;
BRENES, 2002).

Segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995), um sanitizante
para ser considerado eficaz devera reduzir 99, 999% da agéo bacteriana. Varios
agentes sanitizantes vém sendo utilizados na higienizacdo de frutas e hortalicas,

sendo os mais utilizados aqueles a base de cloro (BRENES, 2002).

Segundo alguns pesquisadores, em adicdo ao limitado efeito da lavagem com
hipoclorito, o0 sistema pode produzir substancias carcinogénicas como
trihalometanos (FERRARIS et al., 2005, DUNNICK e MELNICK, 1993).

Com os problemas do hipoclorito ha um grande interesse das industrias de
alimentos em desenvolver novos sanitizantes, para reduzir os patdgenos, que nao

causem efeitos nocivos ao organismo humano (NASCIMENTO et al., 2003).

Neste aspecto destacam-se os &cidos organicos de cadeia curta, que embora nao
sejam considerados sanitizantes, tém sido muito utilizado em estudos de reducéo de
populacao bacteriana em alimentos (FDA, 2001 e NASCIMENTO et al., 2003).

Os acidos organicos de cadeia curta sdo produzidos a partir do metabolismo natural
das frutas e hortalicas, entre estes se destacam: os acidos acéticos, benzoico,

citrico, malico, sorbico, succinio e tartarico (FDA, 2001).

Os acidos organicos sao classificados como conservadores ou como acidulantes
pela legislagdo brasileira no Decreto n° 55871 de 23/06/1965 (BRASIL 1965),
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definido como substancia que adicionadas ao alimento para impedir a acgao

microbiana ou enzimatica, protegendo o alimento contra a degradacdo.

A eficiéncia dos acidos organicos no controle de patdogenos depende do agente
quimico utilizado, da concentracdo do agente, da forma de aplicacdo da
temperatura, do tempo de contato e da analise de resultados (VASCONCELOS et
al., 2002).

Sao trés os fatores responsaveis pela acdo antimicrobiana dos acidos organicos: o
efeito do pH, dissociacdo do acido e a especificacdo da molécula de &cido
(ANDERSON et al., 1970).

Os &cidos organicos tém maior eficiéncia como inibidores em condi¢fes de baixa
temperatura, e maior efeito bactericida com o0 aumento de temperatura
(CHICHISTER e TANNER, 1972).

Quanto mais acido o meio, maior sera a capacidade de inibicdo e uma diminuicéo de
uma unidade do pH implica em um aumento de até 10 vezes do efeito inibitério
(CANHOS e DIAS., 1983).

O efeito antimicrobiano dos acidos organicos depende do seu pKa e do pH do meio
externo. A medida que se diminui o pH do alimento, aumenta-se a proporcao de
moléculas de &cido na forma ndo dissociada e, conseguintemente, sua eficiéncia
como agente microbiano (CHICHISTER e TANNER, 1972).

Os acidos fracos sédo mais eficientes que os &cidos fortes, visto que os acidos fracos
sdo capazes de acidificar o interior da célula. Os acidos comestiveis sofrem
dissociacdo em sistema aquoso, os ions de H+ livres e 0s componentes nao
dissociados da solucdo podem ser fatores decisivos na atividade antimicrobiana
desses compostos (DICKSON e ANDERSON, 1992).
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6. Escherichia coli

Escherichia coli € um membro da familia Enterobacteriacea, tendo como principal
habitat a microbiota intestinal dos mamiferos. Caracteriza-se por ser um bacilo gram-
negativo, anaerobico facultativo, podendo causar infeccbes entérricas (diarréia,
desistiria, colite hemorragico, sindrome urémica hemolitica e doencas de Edema)
(NATARU & KAPER , 1998; Kaper et al ., 2004).

A Escherichia coli distribui-se a partir das fezes, habitat especifico ou primario
alcancando o solo e sendo veiculado principalmente através da agua até os vegetais
(AMANCIO et al., 2003).

Uma das principais contribuicbes para a caracterizacdo da E. coli foi o
estabelecimento dos métodos soroldgicos por Kauffamam (1947) que permitiu um
grande conhecimento sobre, epidemiologia, ecologia e patogénese deste
microrganismo. Esse autor propds que amostras de E. coli fossem identificadas
tendo-se como base seus principais antigenos de superficie. Estes foram
denominados de O e H representando, respectivamente, o lipopolissacarideo (LPS)
termoestavel da membrana externa da parede celular de bactérias gram-negativas e
a proteina do flagelo. A estes se somam o0s antigenos capsulares que foram
denominados de antigenos. Os pat6tipos de E. coli tendem a ser grupos clonais que
definem os sorogrupos (somente antigenos O) ou sorotipos (onde o antigeno H deve
ser pesquisado, O:H) (BLANCO et al ., 1994).

Pela presenca destes antigenos, a identificacdo sorolégica tem permitido
estabelecer a correlacdo de amostras de E.coli com algumas doencas
principalmente com as enteropatias (ORSKOV & ORSKOV ., 1992).

Apesar de a Escherichia coli exercer um efeito benéfico sobre o organismo e
suprimindo a multiplicagdo de bactérias prejudiciais e sintetizando algumas
vitaminas existem algumas cepas que desenvolveram a habilidade de causar
doencas. Estas cepas patogénicas de E. coli podem ser divididas em pelo menos
seis categorias diferentes com esquemas patogénicos distintos (SILVA et al ., 2003 ,
NATARO & KAPER, 1998).
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Entre as linhagens de E. coli patogénicas as mais estudadas sdo: Escherichia coli
enteroxigénicia (ETEC), Escherichia coli enteroenvasia (EIEC), Escherichia coli
interopatogénica (EPEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC ou VTEC),
Escherichia colienteroagregativa (EaggEc). (AMANCIO et al ., 2003).

A E. coli enterotoxigénica (ETEC) estd relacionada a diarréia nos paises em
desenvolvimento sendo conhecido também como diarréia do viajante. A E. coli
enteropatogénica (EPEC) e a E. coli enteroinvasiva (EIEC) infectam principalmente
criancas menores de dois anos, nos paises em desenvolvimento, sendo que a
EPEC, tem sido reportada como causa da diarréia no recém nascido (BALBANI &
BUTUGAN., 2001). A Escherichia coli enteroagregativa (EaggEc) ela ndo dispde de
muitos dados e sua patogenicidade parece estar relacionada com a mucosa

intestinal podendo causar diarréia aquosa (LANOGRAF., 1996).

A E. coli anterohemorragica (EHEC), caracteriza pela producdo de shiga-Toxinas.
Em adicdo a linhagem de EHEC também contém a ilha de patogenicidade que
modidifica o sistema de secrecdo, homdélogo ao sistema produzido pela EPEC.
EHEC estéa associado a epidémica e grave sindrome clinica como colite hemorragica

e sindrome urémica hemolitica (Kobauashi, 2001).
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7. BACTERIAS MESOFILAS

A contagem destas bactérias € empregada para indicar a qualidade sanitaria dos
alimentos. Mesmo com esses patdgenos ausentes e ndo tendo ocorrido alteracfes
nas condi¢des organolépticas dos alimentos, um nimero elevado de microrganismos
indica que o alimento é insalubre (FRANCO; LANDGRAF, 2006).

Para uma alta contagem de aerobios mesofila, € necessario temperaturas 6timas de
crescimento préximas ao do corpo humano em torno de 35°C ( Leite Junior et al
2000).

A contagem elevada desse grupo de bactérias nos alimentos ndo pereciveis indica o
uso de matéria-prima contaminada ou insatisfatoria, sob o ponto de vista sanitario
(Franco e Landgraf et al .,2006)
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8. USO DO VINAGRE COMO SANITIZANTE

O vinagre contendo &acido acético € usado como flavorizante e acidificante para
saladas de vegetais e pode ser considerado como sanitizante alternativo para
remover ou reduzir a carga de patdogenos nao causando riscos a saude do
consumidor (SEGUN e KARAPINAR, 2004). Esse produto ganhou aceitacdo no
comércio internacional tanto em funcéo das controvérsias de toxidade do cloro em
alimentos, como também por ser considerado tdo eficaz e seguro quanto o cloro
(NASCIMENTO, 2002).

Os acidos acéticos e lacticos empregados como acidulantes, também exercem efeito
conservador. Entre eles o acido acético é o mais eficiente. Algumas bactérias sao
tolerantes a esse acido entre alas o Acetobacter, certas bactérias lacticas e bolores
e leveduras (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

A atividade antimicrobiana do &cido acético em substrato acidificado a pH 3,0 é de

10 a 100 vezes superior a de qualquer outro acido (LUCK, 1981).

O &cido acético e seus sais sdo bastante eficientes e largamente usados como
acidulantes e conservantes nos alimentos. Sua acdo conservadora é atribuida a
queda de pH provocado no meio, e sua atividade microbiana inicia—se em

concentracdes superiores a 0,5% (PARDI et al., 1994).

SEGUN e KARAPINAS (2004) Avaliaram a eficacia do suco de liméo, vinagre e a
mistura de limdo com vinagre na eliminacdo de Salmonella typhimurium inoculado
artificialmente em rdcula e cebola, conseguindo reducdes significativas

principalmente na mistura do vinagre com o limé&o.

VEJAYAKIMAR e HALL (2002) testaram solucfes diluidas de vinagre de maca,
vinagre de vinho branco e suco de limédo na eficiéncia da solu¢cdo da contagem de E.
coli e bactérias Mesodfilas. Constataram em seu trabalho que o vinagre de vinho
branco a 35% foi o mais efetivo na redugdo de E. coli ( reducdo de 5 ciclos

logaritmos, depois de 5 minutos com agitacdo e 10 minutos sem agitacdo) e na
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reducdo da contagem de Mesofilas (reducdo de 2 ciclos logaritmos depois de 10

minutos de agitacao.

EIROA e PORTO 1995 apud Santos 2007 testaram o efeito bactericida de diferentes
desinfetantes a base de cloro e vinagre contra linhagens Vibrio cholerae inoculados
em alface e concluiram que o vinagre foi o melhor dos produtos avaliados, seguido
em ordem decrescente de eficiéncia pelos compostos a base de dicloroisocianurato

de sédio e hipoclorito de sédio.
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9. AULA DE ACIDEZ DO VINAGRE EM ENSINO MEDIO

A quimica tem uma importancia muito grande no contetudo escolar, porque além de
ser uma matéria fundamental, praticamente em tudo existe quimica como, por
exemplo, a 4gua que bebemos, o ar que respiramos, ou seja, em tudo ela esta

presente.

Neste trabalho possui um assunto que pode ser abordado pelo professor para

aprimorar o conhecimento e interesse dos alunos pela disciplina de quimica.

O vinagre abordado neste trabalho pode ser muito utilizado pela sua propriedade
estrutural, sua acidez, beneficios no organismo humano e a sua producdo. Esse
assunto aborda varios temas de quimica sendo um 6timo assunto a ser trabalhado

em sala de aula.

Para elaborar algo diferente uma aula pratica pode ser utilizada. Determinando a
porcentagem de acido acético presente no vinagre através de uma titulacao.

O acido acético € um &cido carboxilico fraco de cadeia curta de forma molecular
CH3COOH com ponto de fusédo de 17°C e ponto de ebulicdo de 118°C, tendo cheiro
caracteristico, sabor acido e representa cerca de 4% da composicdo do vinagre

sendo utilizado também na eliminacéo de bactérias.
Procedimento Experimental da aula:

A titulacdo é um processo simples que consiste em pipetar 10 ml de vinagre em um
baldo volumétrico e diluir até a marca com agua destilada. Depois transferir 25 ml

dessa solugdo em um erlenmeyer de 250 ml e diluir com 25 ml de agua destilada.

Depois se utiliza uma bureta de 25 ml com solugdo de NAOH a 0,1 M adicionando
ao erlenmeyer 3 gotas do indicador fenolftaleina e depois adicione gota a gota a
solucdo de NaOH da bureta no erlemneyer até a mudanca de cor. Pelo volume

gasto calcula-se a concentracdo do acido acético presente nas amostras.
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Figura 1 — Férmula estrutural do acido acético
Nesse processo de titulagdo ocorre a seguinte reacao

NaOH +CH,COOH —» H,0 + CH,COONa

O procedimento para calcular a percentagem de &acido acético no vinagre esta
apresentado abaixo:

Tomando-se como exemplo que os volumes gastos foram o0s seguintes:

V=17 mL

V,=18 mL

Calcula-se a média do volume gasto:

V4V, 17+18

v
f 2

=17,5mL de NaOH

Utilizando a formula da molaridade calcula-se o numero de mols na reacéo:

M= —01M=—2"_" —1n=0,00175 mols de NaOH
v, 00175 L

Fazendo a estequiometria ha equacao da reacao padrao:
NaOH + CH,COOH <« H,0 + CH,COONa
1 - 1
0,00175 - x
X =0,00175 mols de CH3;COOH

Calculou-se que foram necesséarios 0,00175 mols de CH3;COOH para ocorrer a
reacao. Substituindo esse valor na equagao obtemos a massa de CH3;COOH.

n=—""_000175mols=— " —m=0105g de CH,COOH
PM 60,0 g/mol



0,105g - 25mL
X - 100 mL

x =0,42 g de CH3COOH

0,42g - 100 mL

X - 10mL

X =0,042 g x 100 = 4,2 % de &cido acético no vinagre
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10. MATERIAIS E METODOS

10.1. MATERIAIS E REAGENTES

Os reagentes utilizados para os experimentos estédo dispostos a seguir:

(PCA) Standard Methods Agar —Acumedia (A Subsidiary of Neogen Agar)
(EMB) Levine Emb Agar - Merck

Bacto Peptone - Enzimatic Digest of Protein

Tryptone

Reagentes de Kovacs

Hidroxido de sédio 0,1 M

Fenolftaleina 1%

10.2. EQUIPAMENTOS
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Os equipamentos que foram utilizados para 0s experimentos encontram-se a seguir:

Estufa bacteriolégica MA 032 Marconi

Estufa Fanem SP Brasil modelo 502c

Balanca Analitica - Equilibrador Balancas LTDA

Autoclave Vertical — Phoenix Equipamentos Cientificos

Fluxo Laminar série 1341 — Trox Technik

Balangca Semi Analitica — Diagtech Comércio e Importagéo LTDA
Banho Maria — Quimis Aparelhos Cientificos LTDA

Estufa de Secagem e Esterilizacdo modelo 315 SE



10.3. VINAGRES

Os tipos de vinagres utilizados nos experimentos foram:

Vinagre de Alcool — (Fortaleza) Castelo Alimentos SA Engarrafamentos
Vinagre de Vinho Branco — (Saboroso) Fabricado por Rapacci & Cia Ltda
Vinagre de Vinho Tinto — (Saboroso) Fabricado por Rapacci & Cia Ltda

Vinagre de Maca - (Saboroso) Fabricado por Rapacci & Cia Ltda

10.4. MICRORGANISMOS UTILIZADOS
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Os microrganismos utilizados nos experimentos foram as bactérias Escherichia coli

da colecdo de cultura do CEPECI — Centro de Pesquisa em Ciéncias da FEMA e

bactérias mesoéfilas foram isoladas em amostras de solos utilizadas nos cultivos de

hortalicas.
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11. METODOS

11.1. DETERMINACAO DA ACIDEZ DO VINAGRE

Pipetou-se 10 mL de vinagre para um baldo volumétrico de 100 ml e diluiu-se a
marca com 4gua destilada.

Misturou-se intimamente e pipetou-se uma aliquota de 25 ml para um erlenmeyer
de 250 ml. Adicionou-se 25 ml de agua destilada e 2 gotas de indicador fenolftaleina.
Adicionou-se corretamente uma bureta de 25 ml com a solucdo padronizada de
NaOH.

Adicionou-se ao erlenmeyer a solucao de NaOH, gota a gota até a mudanca de cor
do indicador.Pelo volume gasto calculou-se a concentracdo do acido acético

presente nas amostras.
11.2. DILUICAO DOS VINAGRES

Cada um dos 4 vinagres utilizados foram diluidos numa proporcao de 1 colher e 2
colheres de sopa de vinagre para 1 litro de agua destilada em frascos de ambar
tendo no total 8 frascos 4 com uma colher de vinagre e 4 com 2 colheres de vinagre

por litro.

11.3. ISOLAMENTO DAS BACTERIAS MESOFILAS

Foram isoladas 2 amostras de solo de hortalicas em sacos de polietileno estéreis.
Pesou-se 10 g do solo diluiu-se em 90 mL H20 peptonada tamponada. Inoculou-se
1mL da solucdo em Plate Cont Agar — PCA para a contagem de bactéria Mesdfila.

As placas foram utilizadas nos testes de inibicdo de bactérias mesdfilas.
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11.4. TESTE DE INIBICAO DA BACTERIA MESOFILA

Para a inibicdo de bactérias mesoéfilas foi realizado o método de difusdo em Agar.
Primeiramente foi feita a preparacdo dos meios de cultura, conforme instrucdes de
preparo do rétulo. Apds a preparacdo os meios foram autoclavados em 1 atm de
pressao por 15 minutos.

Na Agua Peptonada foi adicionada 10 g de solo de horta isolado contendo a bactéria
mesdfila, pipetou-se 1 mL dessa solucdo em placas de Petri e adicionou-se 25 ml do
meio PCA para o cultivo da bactéria em seguida foi adicionado 1 ou 2 mL de
solucdo de vinagre diluido conforme a medida caseira. Em cada placa foi

adicionado um tipo diferente de vinagre para a inibicéo.
Apods o procedimento as placas foram levadas em uma estufa de 32°C por 48h.

Outro teste realizado foi 0 de inibicdo em poco que consiste praticamente no mesmo
método, mas ao invés de adicionar o vinagre junto com o meio de cultura em estado
liquido , esperou-se que o meio endureceu-se em agar solido e o vinagre foi
adicionado em um furo feito no centro do PCA. As placas foram incubadas a 32°C/

48 horas sem inverter.

11.5. TESTE DE INIBICAO DA BACTERIA Escherichia coli

Para o teste de inibicdo da bactéria E. coli também foi utilizado o teste de difusdo em
Agar, preparou-se o meio de cultura EMB, conforme instru¢cbes do rotulo e
autoclavado a 1 atm de presséo por 15 minutos.

ApoOs a autoclavagem foi adicionado em placas de Petri 25 mL de EMB para o
crescimento da E.coli em seguida pipetou-se 1 mL de caldo positivo de E. coli
contido em tubos de (EC) e adicionou-se 1 ou 2 mL de solug&o de vinagre diluido
conforme a medida caseira dentro das placas. Em cada placa foi adicionado um tipo

diferente de vinagre para a inibigé&o.
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Depois as placas foram levadas em estufa de 37°C por 48 horas.

O teste de inibicdo em poco também foi utilizado sendo praticamente o mesmo
procedimento, mas ao invés de adicionar o vinagre no EMB liquido, esperou-se a
solidificacdo do meio sendo feito um furo no seu centro e no local do furo foi

adicionado o vinagre.

11.6. TESTE DE INDOL

No teste do indol foi utilizado 48 g de Tryptona em 48 mL de agua destilada e

pipetou-se 4 mL da solugéo em 11 tubos de ensaio.

Foram transferidos para os tubos de Caldo Tryptona in6culos da cepa de E.coli
através de alca de platina inoculou-se os tubos por 24 horas em banho Maria 42°C
apos esse tempo adicionou-se 3 gotas de Reagente de kovacs. E observou-se a
formacdo de anel de cor vermelha (reacdo positiva). As cepas de E.coli sdo indol

positivas.
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12. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados de acidez dos vinagres utilizados neste trabalho comprovaram que os
vinagres estdo de acordo com a legislacdo brasileira que determina de 4 a 5% de

acidez acética. Os valores encontrados estdo na tabela 2.

Tipos de vinagre % de acido acético
Alcool 4,32
Vinho Tinto 4,11
Vinho Branco 4,20
Magca 4,08

Tabela 2 — Acidez acética encontrada nos tipos de vinagres utilizados nos

experimentos.

A cepa de E. coli foi inoculada em caldo EC. Para verificar a viabilidade das cepas,
foi realizado o teste de indol. A figura 2 mostra o resultado do teste de indol, formou-
se halos vermelhos ( teste positivo para E. coli ) apés a adicdo do reagente de
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Figura 2- Teste de Indol

Kovacs.
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Nos testes de inibicdo das bactérias e mesdfilas utilizando o vinagre como inibidor
através dos métodos de difusdo em Agar e teste de inibicdo em poco nenhuma das

placas de petri apresentaram inibicao.

A figura 3 mostra o teste de inibicdo de bactérias mesofilas utilizando vinagre de

alcool.

Figura 3- Teste de inibicdo de bactérias mesoéfilas: 3A-Vinagre de élcool 1
colher/L, 3B- Vinagre de alcool 2 colheres/L, 3C-Controle.

Pode-se verificar na figura 3 que as placas Al e A2 contendo vinagre de alcool
apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem adi¢cédo
de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactérias mesobfilas, a

medida caseira de vinagre de alcool foi ineficiente na eliminacao dessas bactérias.

A figura 4 mostra o teste de inibicdo de mesdfilas utilizando o vinagre de vinho tinto.

Figura 4- Teste de inibicdo de bactérias mesofilas: 3A- Vinagre de vinho tinto 1
colher/L, 3B- Vinagre de vinho tinto 2 colheres/L, 3C- Controle.
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Pode-se verificar na figura 4 que as placas T1 e T2 contendo vinagre de vinho tinto
apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem adicao
de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactérias mesdfilas, a
medida caseira de vinagre de vinho tinto foi ineficiente na eliminacdo dessas

bactérias.

A figura 5 mostra o teste de inibicdo de mesdfilas utilizando o vinagre de maca.

Figura 5- Teste de inibicdo de bactérias mesoéfilas: 3A- Vinagre de maca 1
colher/L, 3B- Vinagre de maca 2 colheres/L, 3C- Controle.

Pode-se verificar na figura 5 que as placas M1 e M2 contendo vinagre de maca
apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem adicédo
de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactérias mesdfilas, a

medida caseira de vinagre de maca foi ineficiente na eliminacéo dessas bactérias.

A figura 6 mostra o teste de inibicdo de mesdfilas utilizando o vinagre de vinho

branco.

Figura 6- Teste de inibicdo de bactérias mesoéfilas: 3A- Vinagre de vinho
branco 1 colher/L, 3B- Vinagre de vinho branco 2 colheres/L, 3C- Controle.

Pode-se verificar na figura 6 que as placas B1 e B2 contendo vinagre de vinho
branco apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem

adicdo de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactérias mesobfilas,
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a medida caseira de vinagre de vinho branco foi ineficiente na eliminagdo dessas

bactérias.

Nos testes de inibicdo das bactérias e E. coli utilizando o vinagre como inibidor

através dos métodos de difusio em Agar ndo foram eficientes.

A figura 7 mostra o teste de inibicdo bactérias E. coli utilizando o vinagre de alcool.

9]
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Flgura 7- Teste de |n|b|gao de bactérias E. coli: 3A- -Vinagre de alcool 1 colher/L,

3B- Vinagre de alcool 2 colheres/L, 3C-Controle.

Pode-se verificar na figura 3 que as placas Al e A2 contendo vinagre de alcool
apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem adi¢cao
de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactérias E. coli, a medida

caseira de vinagre de alcool foi ineficiente na eliminagdo dessas bactérias.

A figura 8 mostra o teste de inibicdo de E. coli utilizando o vinagre de vinho branco.

Flgura 8 Teste de inibicdo de bactérias E. coli: 3A- Vinagre de vinho branco 1
colher/L, 3B- Vinagre de vinho branco 2 colheres/L, 3C- Controle.

Pode-se verificar na figura 8 que as placas B1 e B2 contendo vinagre de vinho
branco apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem

adicdo de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactérias E. coli, a
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medida caseira de vinagre de vinho branco foi ineficiente na eliminacdo dessas

bactérias.

A figura 9 mostra o teste de inibicdo de E. coli utilizando o vinagre de maca.

’ Cosroela ‘

Figura 9- Teste de inibicdo de bactérias E. coli: 3A- Vinagre de macga 1 colher/L,
3B- Vinagre de magéa 2 colheres/L, 3C- Controle.

Pode-se verificar na figura 9 que as placas M1 e M2 contendo vinagre de maca
apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem adi¢cédo
de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactéria E. coli, a medida

caseira de vinagre de maca foi ineficiente na eliminacao dessas bactérias.

A figura 10 mostra o teste de inibicdo de E. coli utilizando o vinagre de vinho tinto.

‘

Figura 10- Teste de inibicdo de bactérias E. coli: 3A- Vinagre de vinho tinto 1
colher/L, 3B- Vinagre de vinho tinto 2 colheres/L, 3C- Controle.

Pode-se verificar na figura 10 que as placas T1 e T2 contendo vinagre de vinho tinto
apresentaram crescimento de bactérias, assim como no controle (placa sem adi¢céao
de vinagre). O teste mostrou que ndo houve inibicdo de bactérias E.coli, a medida

caseira de vinagre de vinho tinto foi ineficiente na eliminacdo dessas bactérias.
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Para ter um parametro de inibicdo um teste foi realizado com o0 mesmo procedimento
e mesmas concentracdes com hipoclorito de sédio. Os resultados mostraram que o
hipoclorito de sddio inibiu as cepas de bactérias Mesdfilas e E. coli contidas nos

meios.

VIJAYAKUMAR & WOLF HALL obtiveram bons resultados de reducdo de contagem
de bactérias mesdfilas e de E. coli ( 2 e 5 ciclos logaritmos respectivamente)
utilizando vinagre de vinho branco em alface, porém utilizavam uma concentragcao
de 35%.

Ja Santos (2007), obteve uma reducao de 1,51 ciclos logaritmicos para a cepa de E.

coli utilizando vinagre de alcool.

Segundo a literatura o acido acético é eficaz na reducdo de contagem de bactérias
mesofilas e E. coli, mas conforme discutido neste trabalho, a medida caseira 1 ou 2

colheres em 1 litro de agua nao é eficiente.
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13. CONCLUSAO

Os resultados de acidez dos vinagres utilizados mostraram que 0s teores estdo de
acordo com a legislacdo. O vinagre de alcool apresentou acidez de 4,32%, o vinagre
de vinho branco 4,11%, o vinagre de vinho tinto 4,20% e o vinagre de maca 4,08%.

Nos resultados de inibicdo os vinagres testados (maca, alcool, vinho branco e vinho
tinto) nas concentracdes de 1 e 2 colheres por litro de agua nao foram eficientes

para inibir o nascimento de bactérias mesobfilas e de E. coli.

A mesma medida utilizando hipoclorito de soédio foi eficiente na inibicdo das

bactérias mesdfila e E. coli.

Conforme a literatura, o vinagre pode reduzir o0 crescimento de bactérias
dependendo da concentracdo, mas conclui-se com este trabalho que isso ndo é

possivel nas medidas caseiras.
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