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RESUMO

A Salmonella é uma bactéria patogénica responsavel por
gastroenterites, sendo o principal agente de doencas de
origem alimentar em varias partes do mundo, inclusive
no Brasil. Visando inibir seu crescimento, pode-se utilizar
conservantes como metabissulfito, bissulfito e benzoato
de sddio, e o sorbato de potassio, que sdo amplamente
empregados na preservagdao de alimentos. Estudos
utilizando esses aditivos para inibicdo da Salmonella
Typhimurium sdo escassos e, devido a sua importancia
para a seguranca alimentar, objetivou-se determinar a
Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) dos conservantes,
a fim de fornecer mais informacgGes sobre a resisténcia da

bactéria. Nas condi¢des do experimento, os conservantes
metabissulfito e bissulfito de sdédio apresentaram maior
atividade antimicrobiana contra a S. Typhimurium,
ambos com CIM de 1.250 pg.mL™. J4 os conservantes
benzoato de sédio e sorbato de potdassio necessitaram do
dobro da quantidade para inibi-la, apresentando CIM de
2.500 pg.mL' e 2.300 upg.mL?, respectivamente.
Concentragdes tao elevadas de conservantes se devem as
condi¢Ges do experimento, principalmente em relagdo ao
pH do meio de cultura (pH ~ 7,3), j& que estes
conservantes sdo mais efetivos em condi¢cGes acidas.
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DETERMINATION OF THE MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION OF FOOD
PRESERVATIVES TO CONTROL OF SALMONELLA TYPHIMURIUM

ABSTRACT

Salmonella is a pathogenic bacterium responsible for
gastroenteritis, being the main agent of food-borne
diseases in several parts of the world, including Brazil. In
order to inhibit its growth, preservatives such as
metabisulfite, bisulfite and sodium benzoate and
potassium sorbate can be used, which are widely used in
food preservation. Studies using these additives to inhibit
Salmonella Typhimurium are scarce and, due to their
importance for food safety, the objective was to
determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
of preservatives, in order to provide more information on

the resistance of the bacteria. Under the conditions of the
experiment, the preservatives metabisulfite and sodium
bisulfite showed greater antimicrobial activity against S.
Typhimurium, both with MIC of 1,250 ug.mL?. The
preservatives sodium benzoate and potassium sorbate
required twice the amount to inhibit it, with MIC of 2,500
pg.mL? and 2,300 pg.mL?, respectively. Such high
concentrations of preservatives are due to the conditions
of the experiment, mainly in relation to the pH of the
culture medium (Ph ~ 7.3), already these preservatives
are more effective in acidic conditions.

KEYWORDS: Microbiology, Food safety, Additives, Conservation.
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1 INTRODUCAO

Uma das maiores preocupagdes da industria de alimentos refere-se a seguranca alimentar
e, por isso, as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) sdo exigéncias minimas a serem cumpridas para que
um alimento possa ser considerado seguro. Complementarmente, a industria utiliza também os
aditivos quimicos, principalmente os conservantes, importantes no controle microbiolégico,
sobretudo quando se trata de bactérias patogénicas.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em sua resolugdao RDC n2 12 de 02 de
janeiro de 2001, estabelece rigidos padrées microbioldgicos para os alimentos, dentre estes, a
auséncia de Salmonella em 25 g (ou mL) de produto (BRASIL, 2001). Dessa forma, esta bactéria é a
gue possui o padrao microbiolégico mais rigido, indicando a severidade deste microrganismo.

A Salmonella é uma bactéria patogénica da familia Enterobacteriaceae, responsavel por
gastroenterites que tem como sintomas febre, dor de cabeca, célicas abdominais, diarreia, nauseas
e as vezes vomito. E o principal agente de doencas de origem alimentar em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil (Silva et al., 2010), e cerca de 80,3 milhdes de casos de salmoneloses de origem
alimentar sdo relatados anualmente no mundo (Majowicz et al., 2010). A toxinfeccdo causada por
essa bactéria ocasiona maior nimero de 6bitos do que aquelas causadas por outros microrganismos
(Rodrigues & Salay, 2000) devido a sua elevada endemicidade, alta morbidade e dificuldades no
controle (Santos et al., 2002).

Uma das formas para controlar o desenvolvimento de microrganismos é através do uso de
conservantes. Estes compostos fazem parte de uma classe de aditivos alimentares capazes de
eliminar, total ou parcialmente, os microrganismos, ou mesmo criar condi¢cdes desfavoraveis ao seu
crescimento. Os conservantes assumem papel fundamental na seguranga alimentar, principalmente
em paises tropicais, onde as condi¢cdes de temperatura e umidade sdo propicias ao desenvolvimento
da maioria dos microrganismos. Além disso, as grandes distancias entre os centros de producao e
consumo, somado ao armazenamento muitas vezes inadequado, fazem dos conservantes um
grande aliado na manutencgdo da vida util dos alimentos.

Dentre os conservantes mais comumente utilizados em alimentos estdo o benzoato,
bissulfito e metabissulfito de sédio, e o sorbato de potdssio. Quando usados dentro das
recomendagdes dos érgaos competentes como a ANVISA, a Food and Drug Administration (FDA) e
a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), ndo costumam apresentar efeitos

colaterais relevantes.

Estudos utilizando estes aditivos para a inibicdao da S. Typhimurium sdo escassos e devido a
sua importancia para a seguranca alimentar, objetivou-se determinar a Concentrac¢do Inibitdria
Minima (CIM) in vitro destes conservantes, a fim de fornecer mais informagdes sobre a resisténcia
desta bactéria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella spp.

A Salmonella é uma bactéria anaerdbia facultativa, Gram negativa, ndo produtora de esporos
e tem a forma de bastonete curto (Silva et al., 2010). A maioria é mével, com flagelos peritriquos, a
excecdo da S. Gallinarum e S. Pullorum (Lazaro et al., 2008; Cardoso & Tessari, 2015). A temperatura
6tima de crescimento é de aproximadamente 38 °C e a minima de 5 °C (Jay, 2005). Como nao
formam esporos, sao relativamente termossensiveis, podendo ser destruidas a 60 °C, por 15 a 20
minutos (Forsythe, 2002). De acordo com Franco & Landgraf (2005), o pH 6timo para multiplicacdo
da Salmonella fica préximo de 7,0, e valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas.
Dependendo da natureza do acido utilizado para acidificacdo, o pH minimo pode subir para 5,5, e
concentragdes de sal superiores a 9% ndo sao toleradas por essa bactéria. A Salmonella também é
capaz de formar biofilmes, que estdo associados a maior resisténcia ao estresse ambiental
(Steenackers et al., 2012; Yang et al., 2012).

As cepas mais frequentemente envolvidas nas doengas humanas sdo as de S. enterica subsp.
enterica, que tem por habitat os animais de sangue quente e respondem por 99% das salmoneloses
humanas (Silva et al., 2010). O principal habitat das salmonelas é o trato gastrintestinal de humanos
e animais. Alguns poucos sorotipos sdo restritos a um hospedeiro, como Sa/monella Typhi, S.
Paratyphi A e C, e Salmonella Sendai em humanos; S. Abortusovis em ovinos; S. Choleraesuis em
suinos; S. Dublin em bovinos; e S. Pullorum e S. Gallinarum em aves (Lazaro et al., 2008). Quando
esses provocam doencas em humanos, o processo geralmente é invasivo e apresenta risco de
morte. A maioria dos sorotipos, entretanto, tem um espectro de hospedeiros amplos e, tipicamente,
provocam gastroenterites sem complicagbes e sem necessidade de tratamento. Os sintomas
ocorrem entre 6 e 48 horas, incluindo febre, dor de cabeca, cdlicas abdominais, diarreia, nduseas e
as vezes vomito. A duragao é de um ou dois dias, podendo prolongar-se dependendo do hospedeiro,
da dose ingerida e da cepa de Salmonella envolvida (Silva et al., 2010).

Ha divergéncias na literatura quanto a dose infectiva, mas segundo Silva et al. (2010), ela
estaria entre 15 e 20 células. Para Lazaro et al. (2008), entretanto, ela varia de 10° a 108 células,
porém em pacientes imunocomprometidos, doses menores que 103 para alguns sorovares seria
suficiente para causar a doenca. ldosos e criancas podem sofrer desidratacdo severa e pacientes
com doencgas imunodepressoras sao atingidos por salmoneloses com uma frequéncia 20 vezes
maior do que a populacdo geral, sofrendo episddios recorrentes. Em 80% dos casos, as salmoneloses
ocorrem individualmente e ndo em surtos explosivos (Silva et al., 2010).

Franco & Landgraf (2005), ao se referirem ao mecanismo de patogenicidade da Salmonella,
comentam que as infeccbes comecam na mucosa do intestino delgado e do célon. A bactéria
atravessa a camada epitelial intestinal e alcanca a lamina prdpria, onde proliferam. Em seguida sdo
fagocitadas pelos monécitos e macroéfagos, resultando em resposta inflamatdria. Ao contrario do
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gue ocorre na febre tiféide e nas entéricas, nas enterocolites a penetracdao de Salmonella fica
limitada a lamina prdpria. Nestes casos, raramente se observa septicemia ou infec¢do sistémica,
ficando a infecgdo restrita a mucosa intestinal. A resposta inflamatdria esta relacionada também a
liberacdo de prostaglandinas, que sao estimuladoras de adenilciclase, resultando em um aumento
de secrecdo de 4dgua e eletrdlitos, provocando diarreia aquosa.

A presenca de Salmonella em alimentos é um grande problema de saude publica em todo o
mundo. Ela pode estar presente em fezes contaminadas, manipuladores e equipamentos de
alimentos, insetos, roedores, além da dgua e do solo (Mattick et al., 2000; Shinohara et al., 2008).

A Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium (S. Typhimurium) é um
sorotipo ubiquitario amplamente disseminado na natureza e de grande importdncia em saude
publica (Tavechio et al., 2002). A S. Typhimurium, assim como a S. Enteritidis, estdo altamente
associadas a casos de septicemia e infec¢des localizadas, inclusive no sistema nervoso central
(BRASIL, 2011), e apresenta uma consideravel multirresisténcia a antimicrobianos (Helms et al.,
2005).

2.2 Conservantes alimentares

A Portaria n2 540, da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Saude (MS),
define aditivo alimentar como qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos,
sem propodsito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas
ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um alimento (Brasil, 1997).
Dentre as classes de aditivos, destaca-se a dos conservantes, que sdo formados por substancias que
impedem ou retardam a alteracao dos alimentos provocada por microrganismos ou enzimas.

Nos alimentos, tanto in natura como nos processados, a multiplicacdo microbiana ocorre em
funcdo do tipo de alimento e das condi¢cbes ambientais (Jay, 2005). O processo de conservagdo
baseia-se na destruicao total ou parcial dos microrganismos capazes de alterar o alimento, ou na
modificacdo ou eliminacdo de um ou mais fatores que sdo essenciais para a sua multiplicacdo, de
modo que o alimento ndo se torne propicio ao desenvolvimento microbiano (Evangelista, 2008).
Também podem ser incorporadas aos alimentos substancias inibidoras como os conservantes
alimentares.

Os conservantes, também conhecidos como agentes antimicrobianos, costumavam
prolongar o prazo de validade dos alimentos, protegendo-os contra a deterioragdo causada por
microrganismos como fungos e bactérias (Lidon & Silvestre, 2007). Entretanto, é vetado o uso de
aditivos em alimentos quando houver evidéncias ou suspeitas de que o mesmo ndo é seguro para o
consumo humano; interferir sensivel e desfavoravelmente no valor nutritivo do alimento; servir
para encobrir falhas no processamento e/ou manipula¢do; encobrir alteracdo ou adulteragdo da
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matéria-prima ou do produto elaborado; ou induzir o consumidor ao erro, engano e confusao
(Brasil, 1997).

O dioxido de enxofre e sais de enxofre, que incluem os sulfitos, bissulfitos e metabissulfitos,
de sédio e de potdssio, sdao aditivos multifuncionais, atuando na prevencdao do escurecimento
enzimatico e ndo enzimatico, no controle microbioldgico, como antioxidante e agente branqueador
(Damodaran, Parkin, & Fennema, 2010; Oliveira et al., 2008). Sulfito de sddio, bissulfito de sddio e
metabissulfito de sédio possuem as seguintes férmulas quimicas e identificacdo pelo International
Numbering System: NazSOs (INS 221), NaHSOs (INS 222) e Na2S,0s (INS 223), respectivamente. Sdo
comumente utilizados na fabricacdo de vinhos, sucos e bebidas carbonatadas, além de frutas
desidratadas por seu efeito antimicrobiano sobre bactérias acéticas, além de atuarem como agentes
inibidores de mofo e levedura (FILLA, 2016). A IDA (Ingestao Diaria Aceitdvel) ndo deve ultrapassar
0,7 mg.Kg* de peso corpdreo/dia, expressa em SO, (Favero et al., 2011).

Atualmente, os sorbatos sdo o terceiro maior grupo de conservantes antimicrobianos nas
industrias alimenticia e farmacéutica, atras apenas dos parabenos e benzoatos (Nemes et al., 2020).
O sorbato de potassio (INS 202), assim como o acido sérbico (INS 200), sdo conservantes utilizados
nos mais diversos tipos de alimentos tais como bebidas (sumos de fruta, vinho e sidra), pastelaria e
padaria parcialmente cozida, queijos, frutas e legumes em conserva ou cristalizadas, azeitonas,
compotas e geleias, dentre outros (Silva & Lidon, 2016). Na quantidade comumente utilizada ndo
costuma apresentar efeitos colaterais relevantes, porém foram descritas possiveis alergias,
geralmente urticaria (ABDULMUMEEN et al., 2012). Sua férmula quimica é C¢H7KO>, e a IDA do sal
de potdéssio ndo deve ser superior a 25 mg.Kg™* (FAO, 2016).

O benzoato de sddio (INS 211) é um conservante alimentar obtido a partir da neutralizacao
do acido benzoico por hidréxido de sédio, e apresenta a férmula quimica CéHsCOONa. Embora o
acido benzoico ndo dissociado seja o0 agente antimicrobiano mais efetivo, usa-se preferencialmente
o benzoato de sddio por ser cerca de 200 vezes mais solivel em agua. Por conferir um gosto forte e
apimentado, seu uso é restringido a certo numero de produtos, sendo as bebidas carbonatadas sua
principal aplicagao (FIB, 2011). Também é usado em salada de frutas, geleias, doces, margarinas,
balas, tortas de frutas e molhos. Este conservante estd listado entre os aditivos considerados GRAS
(Generally Recognized As Safe) pela FDA, podendo estar presente em alimentos com uma
concentrac¢do de até 1000 ppm (Chipley, 2005). O acido benzoico e seus sais ndo apresentam efeitos
téxicos, apesar de raramente intolerancias como asma e urticdrias ja terem sido relatadas. De
acordo com as estimativas fornecidas pelo Comité Conjunto da FAO/OMS sobre Aditivos
Alimentares, a IDA do benzoato de sédio ndo deve exceder 5 mg.Kg?, expresso em acido benzoico
(WHO, 2016).
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3 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisico-quimica/Microbiologia de alimentos do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sertdao Pernambucano, campus Salgueiro.

3.1 Compostos antimicrobianos

Os conservantes alimentares testados foram o sorbato de potdssio, benzoato de sddio,
bissulfito de sddio e metabissulfito de sédio. Todos os conservantes fornecidos pela Synth® (Sao
Paulo, SP) e com pureza superior a 98%. A escolha destes conservantes se deveu a reconhecida
eficiéncia contra um grande espectro de microrganismos e pelo baixo custo, além de serem
permitidos pela legislagao brasileira para uso em alimentos.

3.2 Cepa bacteriana e meios de cultura

A cepa utilizada foi a Salmonella Typhimurium S$190, cedida pelo Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras. Para as analises microbioldgicas
foram utilizados os meios Tryptic Soy Broth (TSB) e Tryptic Soy Agar (TSA) da HiMedia® (Mumbai,
india), 4gar Rambach da Merck® (Darmstadt, Alemanha) e dgua peptonada tamponada da Kasvi ®

(Sdo José do Pinhais, Parana).

3.2.1 Manutenc¢do e padronizagdo da cepa de Salmonella

A manutengdo e padronizagdao da cepa de S. Typhimurium S 190 foi realizada conforme
Oliveira, Soares & Piccoli (2013). 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 manter a cultura viavel, foram realizadas durante o experimento repicagens,
nas quais aliquotas foram transferidas de microtubos para tubos, contendo caldo TSB e incubados
por 24 horas a 37 °C. Apds o cultivo, 1 mL da cultura foi novamente acondicionado em microtubos
estéreis e centrifugados a 5000 rotagbes por minuto (rpm) durante 5 minutos. Retirado o
sobrenadante, o conteludo foi novamente recoberto com meio de congelamento e acondicionado a
-18 °C.

Para a padronizacdo das contagens do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC),
foi elaborada a curva de crescimento da cultura bacteriana. Aliquotas da cultura de S. Typhimurium
foram transferidas para erlenmeyers contendo caldo TSB e incubadas a 37 °C, com a monitoracdo
do crescimento a cada hora, por meio de espectrofotometria (600 nm) e plagueamento em meio
TSA. O procedimento foi repetido até que as leituras dos valores ficassem constantes, garantindo,
assim, a fase estacionaria, e determinando o log UFC/mL. Este procedimento manteve o nimero de
UFC no indculo da cultura reveladora sobre controle.

3.2.2 Atividade antimicrobiana in vitro dos conservantes

A determinagdo da concentra¢do inibitéria minima (CIM) dos conservantes sobre a S.
Typhimurium foi realizada empregando-se a técnica de microdiluicdao em caldo em microtubos
estéreis, de acordo com o NCCLS M7-A6 (NCCLS, 2003), com modificacdes. O meio de cultura TSB
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foi preparado e esterilizado em autoclave de acordo com as recomendac¢des do fabricante, e em
seguida os conservantes foram nele diluidos (p/v), obtendo-se as concentra¢des apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1: Concentragdes testadas para a determinacdo da CIM de conservantes alimentares.

Conservantes alimentares Concentragio (ug.mL?)
Sorbato de potassio 2.500 | 2.300 | 2.100 | 1.900 | 1.700 | 1.500 | 1.300
Benzoato de sddio 2.500 | 2.300 | 2.100 | 1.900 | 1.700 | 1.500 | 1.300

Metabissulfito de sédio 1.250 | 1.150 | 1.050 950 850 750 650

Bissulfito de sédio 1.250 | 1.150 | 1.050 | 950 850 750 650

Um volume de 1.000 pyL do meio de cultura com os conservantes nas diferentes
concentragdes foram acondicionados em microtubos e, em seguida, foram adicionados 67 plL do
indculo padronizado (102 UFC.mL?) de S. Typhimurium, com excecdo do controle, que continha
apenas o meio de cultura com os conservantes, sem o indculo. Os microtubos foram incubados a 37
°C por 24 h e analisados quanto a presenga ou ndo de turvagao no meio TSB. Assim, o microtubo
contendo a menor concentracdo do conservante no qual ndo havia crescimento visivel (SCV), ou
seja, sem turvacdo do meio, foi considerado a CIM (Figura 1). O experimento foi feito com trés
repeticdes sendo as amostras realizadas em triplicata.

Figura 1: Teste de determinagdo da CIM. Da esquerda para
a direita: microtubo sem crescimento visivel (SCV) e com
crescimento visivel (CV) apds incubagédo a 37 °C/24h.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta o resultado da CIM dos conservantes testados. Observa-se que todos
os conservantes inibiram o crescimento da S. Typhimurium em pelo menos uma das concentracgdes
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testadas. Observa-se que os conservantes do grupo dos sulfitos (metabissulfito e bissulfito de sédio)
foram os mais efetivos na inibicdo da S. Typhimurium, ambos apresentando CIM de 1.250 pg.mL™.
Jay (2005) relata que a acao bactericida dos sulfitos em microrganismos ocorre em concentragdes
acima de 200 ug.mL?, o que corrobora com os resultados encontrados. A acdo antimicrobiana dos
sulfitos é dependente da penetracdo do SO; através da parede celular do microrganismo, podendo
causar ruptura da membrana citoplasmatica, inativacdo da replicacdo do DNA e de enzimas
vinculadas a membrana citoplasmatica, ou reacdes individuais com componentes de vias
metabodlicas (Favero et al., 2011).

Tabela 2: Resultado das concentragdes testadas para a determinagdo da CIM de conservantes alimentares

Conservantes Concentragdo dos conservantes (pug.mL?)
2.500 | 2.300 | 2.100 | 1.900 | 1.700 | 1.500 | 1.300
Sorbato de Potassio SCV SCV cv cv cv cv cv
Benzoato de sédio SCv cv cv cv cv Ccv Ccv
Conservantes Concentrag¢do dos conservantes (pug.mL?)

1.250 1.150 1.050 950 850 750 650
Metabissulfito de sédio SCvV cv cv cv cv cVv cv
Bissulfito de sadio SCV cv cv cv cv cv cv

CV — Crescimento visivel
SCV —Sem crescimento visivel

Por outro lado, a S. Typhimurium foi mais resistente a agdo dos conservantes sorbato de
potassio e benzoato de sddio, o que refletiu em uma CIM significativamente maior, chegando a
2.300 pg.mL-1 e 2.500 pg.mL-1, respectivamente. Estes resultados representam o dobro da
concentracdo requerida para os sulfitos. Uma possivel explicacdo para a baixa atividade
antimicrobiana destes dois conservantes estd no pH do meio de cultura utilizado, que era
aproximadamente 7,3. De acordo com Wang et al. (2018), com o aumento do pH extracelular, a
acdo antimicrobiana dos sorbatos diminui, pois apenas a forma ndo ionizada pode entrar nas
células. Assim, a eficacia do sorbato de potassio diminui com a elevagao do pH (Hwang et al., 2015).
O mesmo ocorreu com o benzoato de sddio, ja que ele é mais efetivo contra microrganismos
patogénicos em pH acido (Chen & Zhong, 2018).

Apesar do mecanismo de agdo antimicrobiana dos sorbatos n3ao ser bem conhecida,
considera-se que ela seja baseada na acidificagdo intracelular dos microrganismos (Bagar et al.,
2009; Plumridge et al., 2004). Apds penetrar na membrana celular, ele libera um préton que acidifica
o citosol, levando a interrupg¢do das vias catabdlicas (Mira, Teixeira, & Sa-Correia, 2010). Outro
possivel efeito do sorbato é a possibilidade de causar estresse celular, resultando em aumento da
producdo de toxinas (Fodil et al., 2018).
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Ja 0 mecanismo de acdo do benzoato de sddio estd relacionado a sua conversao em acido
benzoico. Como esse acido possui pKa de 4,2 (Chipley, 2005), estima-se que apenas 0,16 % de
benzoato (base molar) estejam presentes como acido benzoico em pH 7,0 (Chen & Zhong, 2018). O
fato de a atividade antimicrobiana de acidos fracos depender da quantidade de moléculas de acido
ndo idnico capaz de penetrar livremente através da membrana plasmatica (Brul & Coote, 1999) fez
com que uma maior quantidade de benzoato de sddio fosse requerida para inibir a bactéria. Assim,
para manter o pH intracelular neutro, as bactérias precisam bombear prétons extras para fora da
membrana, o que consome ATP e resulta em danos ou morte celular (Chen & Zhong, 2018).

Lépez et al. (2009), testando os conservantes metabissulfito de sédio, sorbato de potdssio e
benzoato de sédio obtiveram inibi¢do da S. Typhimurium nas concentracdes (ug.mL?) de 75, 1.250
e 1.000, respectivamente. A disparidade entre estes resultados e os aqui observados pode ser
atribuido as diferencas na metodologia da CIM e as especificidades de cada cepa. Estes autores
determinaram a CIM em meio sélido e acidificado, o que pode ter propiciado uma maior acdo
antimicrobiana dos conservantes, inclusive do metabissulfito e bissulfito de sddio. De acordo com
Jay (2005), a teoria de que o SO, molecular ndo dissociado é um dos responsaveis pela atividade
antimicrobiana é sustentada pela alta eficiéncia desse composto em baixos valores de pH.

De acordo com a legislagao brasileira, a quantidade maxima permitida para cada aditivo varia
conforme a aplicacdo e o tipo de alimento. Como os conservantes avaliados nesta pesquisa sdo
muito utilizados em produtos de origem vegetal, devem seguir os limites maximos estabelecidos
(LME) pela RDC n2 08, de 8 de marc¢o de 2013 (BRASIL, 2013). Segundo a resolucdo, o LME, expresso
em g.100 gt ou mL?, é de 0,01 (como SO, residual) para metabissulfito e bissulfito de sédio, de 0,1
(como acido sérbico) para o sorbato de potdssio, e de 0,1 (como acido benzoico) para o benzoato
de sddio. Observa-se que a legislacdo tem o cuidado de expressar o LME em funcao da quantidade
do composto ativo do conservante, e ndo da concentragdo do conservante em si. Como a
concentracdo do composto ativo varia em fung¢do das caracteristicas intrinsecas do alimento, tais
como pH, potencial Redox, atividade de dgua e composicao quimica. Dessa forma, a utilizacdo da
CIM nos alimentos deve estar condicionada a tais caracteristicas.

5 CONCLUSAO

- Os conservantes alimentares inibiram o crescimento da bactéria S. Typhimurium, nas condi¢des
testadas.

- Metabissulfito e bissulfito de sédio foram os conservantes mais eficientes na inibicdo da S.
Typhimurium, com CIM de 1.250 pg.mL™.

- As caracteristicas intrinsecas do alimento devem ser levadas em consideragdo no momento de
utilizar um conservante.
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