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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a inativagdo de Vibrio cholerae pelos dcidos citrico e acético. Na primeira
etapa foi testada a resisténcia de cepas de V. cholerae O1 Inaba, puras, cultivadas em TSB 1% NaCl, ao contacto com solugdes aquosas
desses dcidos nas concentragdes de 0,1 a 1,0%. Ndo foram recuperadas células vidveis do vibrido colérico em nenhuma das
concentragées dos dois dcidos testados. Na segunda etapa da pesquisa foram contaminadas amostras de camardes marinhos com ~107
células de dessa bactéria por mL. Posteriormente, subamostras de 25¢ de camardo foram tratadas com suco de limdo puro, vinagre
de vinho tinto, solugdo aquosa de dcido acético a 4% e dcido citrico a 7%. Decorrido o tempo de contacto dos camardes com a cultura
de V. cholerae (15 min.), foram efetuados testes de CPP em TCBS. Verificou-se que nenhuma das solugdes utilizadas pode inativar
V. cholerae enquanto contaminante de camardes.

Palavras-chaves: Vibrio cholerae, dcido acético, dcido citrico, inativagio.

ABSTRACT

This research work was designed to evaluate the inactivation of Vibrio cholerae by the citric and acetic acids. In the first
phase, the resistance of pure, O1 Inaba V. cholerae strains cultivated in TBS 1% was tested in contact with watery solutions of
the citric and acetic acids under 0.1% to 1.0% concentrations. No viable cells of V. cholerae were retrieved under any of those tested
concentrations. In the second phase samples of marine shrimps with 107 cells per ml of that bacterium were contaminated. Later,
25-g of shrimp subsamples were treated with lemon juice, red wine vinegar, and watery solutions of 4% acetic acid and 7% citric
acid. After the contact time with the V. cholerae culture (15 min.) expired, CPP tests on TCBS were made. As a general conclusion,
it was found out that none of the used solutions were effective for inactivating V. cholerae as shrimp contaminant.

Key words: Vibrio cholerae, acetic acid, citric acid, inactivation.
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INTRODUCAO

De janeiro a novembro de 1999 ja haviam sido
confirmados no Brasil , 4.500 casos de célera (Centro
Nacional de Epidemiologia, 1999) e de 1991 a 1997
foram constatados, no Brasil, 333.055 casos da doenca
(Pan American Health Organization, 1997). O
adequado cozimento dos alimentos e fervura da dgua
poderia evitar a propagacdo dessa doenga mas,
principalmente em paises orientais, onde existe uma
infinidade de pratos exoticos, esta pratica poderia
significar a perda de caracteristicas sensoriais e o
valor nutritivo dos alimentos (Novak, 1996). Isto foi,
de certo modo, comprovado em relagdo a crustaceos,
pois o tratamento térmico prolongado pode alterar
sua estrutura muscular (Vieira, 1990).

A existéncia de povos orientais vivendono Brasil,
fez com que, aos poucos, a populagdo local assumisse
seus habitos ao temperarem saladas de verduras/le-
gumes e pescados crus ou mal-cozidos com limao ou
vinagre, achando que isto, além de conferir sabor ao
prato, também protegeria o consumidor de possiveis
patogenos causadores de toxinfecgdes alimentares.

O objetivo dessa pesquisa foi testar a resisténcia
de cepas de Vibrio cholerae O1 puras e contaminantes
artificiais do camardo-sete-barbas, Xiphopenaeus
kroyeri, muito usado em pratos (de cozimento duvi-
doso), frente a solugdes aquosas de acido acético e
citrico, em concentracdes variando de 0,1 a 1,0 % ;
solucdes aquosas de acido acético e citrico a 4 e 7%,
respectivamente, e vinagre e suco de limao. Com isso
serd avaliada a efetividade dos 4cidos organicos em
questdo na inativacdo de V.cholerae.

MATERIAL E METODOS

Uma cepa de Vibrio cholerae O1, sorotipo Inaba,
isolada de fezes de paciente com célera, fornecida pelo
Laboratério Central de Satide Publica do Ceara
(LACEN-CE), foi usadanos experimentos desse projeto.

Solugdes aquosas de acido acético glacial P.A
(Merck) eacido citrico P.A (Merck) foram preparadas
nas concentragées 0,1;0,2;0,3;0,4;0,5:0,6;0,7;0,8;0,9;
e1,0%, respectivamentenasrela¢cées V/VeP/V.Apos
a medi¢do do seu pH em potenciometro Hanna,
modelo 8520, as solucdes foram esterilizadas por
filtragdo utilizando-se membrana Millipore 22 L com
auxilio de uma bomba de véacuo e, em seguida,
estocadas em temperatura ambiente e renovadas a
cada experimento.

Primeira fase

Esta fase trata da resisténcia de V. cholerae ao
contato direto com as solu¢des acidas, de acordo com
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as seguintes etapas: (a) preparo do inéculo; (b) resis-
téncia de V. cholerae ao contato com solugdes dos
acidos acético e citrico.

A cepade V. cholerae, mantida em TSA 1% NaCl,
era repicada em 20 mL de Caldo Triptona de Soja
(TSB) 1% NaCl e incubada por20ha 37° C. O inéculo
era quantificado através do teste de Contagem
Padrdo em Placas (CPP) e pela técnica spread plate
(ICMSF,1978). O Agar Tiossulfato-Citrato-Bile-
Sacarose (TCBS) foi utilizado como meio de contagem,
incubado por 18 h a 37°C.

De cada uma das concentra¢des dos &acidos
acético e citrico foram transferidos 10 mL para um
conjunto de 10 tubos de ensaio estéril, sendo que em
um tubo a parte foram colocados 10 mL de &gua
destilada estéril como controle do experimento. Cada
umdos 11 tubosrecebeulmL doindculode V. cholerae,
mantido em contato com os 4cidos por 15 min., apds
o que eram efetuadas as dilui¢des em solugdo salina
0,85% estéril (10,10%107%). Procedia-se entdo ao
plaqueamento empregando-seatécnicadeinoculagdo
spread plate e o Agar TCBS como meio de contagem,
sendo as placas incubadas a 37°C/18 h. A contagem
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) foi
feita com um contador de colénias Phoenix, modelo
EC-550A. Este experimento foi repetido cinco vezes.

Segunda fase

Esta fase trata da resisténcia de cepas de V.
cholerae contaminantes de camardo ao contato com os
acidos organicos, de acordo com as seguintes etapas:
(a) preparo do camardo a ser contaminado; (b) tra-
tamento da cepa de V. cholerae; (c) contaminacdo do
camardo; (d) resisténcia de V. cholerae contaminante
de camar&o ao contato com as solugdes acidas.

Para esta fase do experimento foram utilizadas
10 amostras do camardo-sete-barbas, Xiphopenaeus
kroyeri, adquiridas na feira de pescado do Mucuripe
(Fortaleza-Ceara), no periodo de marco de 1999 a
marco de 2000. As amostras (cerca de 800 g) eram
transportadas até o laboratério em caixa isotérmica
com gelo, onde eram limpas de quaisquer contami-
nantes macroscopicos e transferidas para um Erlen-
meyer de 2.000 mL. Os camardes eram lavados por
duas vezes com adgua destilada e sobre eles eram
jogados 100mL de 4gua fervente onde posteriormente
eram aquecidos até ebulicdo, por mais 2 min. Apds
esse tempo a 4dgua era drenada e procedia-se a
contagem de UFC/g de uma amostra de camarao (25 g)
através do teste de CPP, utilizando-se a técnica do
spread plate sobre TCBS.

A cultura pura de V.cholerae era repicada em
10mL de TSB 1%NaCl e incubada a 37°C/24h . Ap6s
a incubagdo a cultura era transferida para um
erlenmeyer contendo 90 mL de TSB 1% NaCl e



novamente incubada por 20 h, tempo suficiente para
a obtencdo do indculo desejado, ou seja 107 células /
mL Esteinéculo era quantificado através da contagem
(CPP)em TCBS.

O camaraolivre de contaminacao por Vibrio spp.
era artificialmente contaminado com uma cultura de
V.cholerae previamente quantificada. O tempo de
contato da cultura com a amostra de camarao era de
5 min. e, ao final, a amostra era dividida em onze
fragdes de 25 g e acondicionadas em recipiente estéril
com tampa.

As amostras de camardo contaminadas foram
colocadas em contato com as soluc¢des aquosas dos
acidosacéticoe citriconas concentracdes mencionadas
anteriormente. O tempo de contato foi de 15 minutos
ap0s os quais as amostras eram homogeneizadas em
225 mL de solugdo tampao fosfato pH 7,2 (Porto &
Uboldi Eiroa, 1997) e diluido até 10°. As dilui¢bes
eram entdo plaqueadas, em TCBS, em duplicata,
através da técnica de espalhamento, e incubadas a
37°C/18 h. No controle do experimento, as amostras
eram colocadas em contato com dgua destilada estéril.
Foram feitas cincorepeti¢des doensaio. A recuperacao
de células de V. cholerae em camarao foi feita através
do teste de CPP e os procedimentos utilizados para os
experimentos com ambas as solugdes 4cidas foram
idénticos.

Terceira fase

Esta fase trata da esisténcia de V. cholerae con-
taminante de camardo ao contato com solug¢des acidas.
As amostras de camardo (com procedimento
semelhante a segunda fase) eram colocadas em contato
com as seguintes solugdes: suco de limao galego,
vinagre de vinho tinto, solugdo de acido citrico a 7%
(P/V)esolucaodeacidoacéticoa4% (V/V).Otempo
de contacto foi de 15 min. e, em seguida, as amostras
eram homogeneizadas com 225 mL de uma solucio
tampao fosfato pH 7,2 e diluido até 10?. As diluicdes
eramentdo plaqueadasem duplicata,em TCBS, através
da técnica de espalhamento, incubadas por 37°C/
18h e contadas através do teste de CPP. O controle era
semelhante ao usadono experimento dasegunda fase.

Analise estatistica

Avariavel Nimero de Unidades Formadoras de
Colbnia, representada por UFC/g foi submetida a
transformagcdo logaritmica, tendo em vista a grande
dispersdo dos valores obtidos, antes de se aplicar o
teste da Anélise de Variancia, ao nivel de o = 0,05,
considerando-se cinco repeti¢des da variavel para as
10 concentragdes utilizadas, separadamente para os
acidos acético e citrico. Deve-se ressaltar que apenas
a segunda fase dos experimentos foi considerada
adequada para se proceder a essa andlise. Tendo em

vista a possibilidade de haver influéncia significante
da concentracdo das solugdes aquosas sobre o grau
decontaminag¢do docamardopor V. colerae, foi também
aplicado o Teste de Tukey, que tem a capacidade de
discriminar quais concentragdes diferem entre si com
significancia estatistica, também ao nivel de a. = 0,05
(Centeno, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultadosrelativosaolog donidmerode UFC/
mL de V.cholerae apds o contato direto com solugdes de
acido acético e 4cido citrico, nas diferentes
concentragdes usadas, foram sempre <1enquantoque,
parao controle (agua estéril + cultura) variaram de log
de 5,46 a log 5,69 UFC/ mL. A inativacdo da bactéria
ja era esperada, uma vez que nessas concentragdes o
pH médio apresentou valores de 3,20 e 2,30 para os
acidos citrico e acético, respectivamente, e as cepas do
vibrido colérico sdo muito sensiveis a pH acido
(Organizacdo Pan Americana de Satde, 1993).

Os resultados dos primeiros experimentos
concordam com os encontrados por D’ Aquino & Teves
(1994), que testaram a eficiéncia do suco de limédo
diluido de 1/10 a 1/100 contra cepas puras de V.
cholerae em 4gua, e sempre houve inibi¢do do vibrido
pelo é4cido citrico contido no liméo.

Omesmondoaconteceuquando cepas dabactéria
contaminavamamostrasdecamardo. A Tabelalmostra
que a reducdo no nudmero de células de V. cholerae
contaminante de camardo, em contato com solugdes
doséacidos acéticoe citrico, é diretamente proporcional
as concentragdes usadas dos acidos. Uboldi Eiroa &
Porto (1995 e 1996) utilizaram dilui¢des de vinagre de
vinho tinto (2%, 4% e 6%) equivalentes a 0,08%, 0,16%
e 0,24% de acido acético frente a cepas de V.cholerae
contaminantes de folhas de alface e observaram que,
mesmo na maior concentracdo usada de acido acético
(0,24%), ainda era possivel recuperar cepas vidveis da
bactéria. As dilui¢des aquosas de dcidoacéticoecitrico,
quehaviamsido efetivasna inativagdo de célulaspuras
de V.cholerae, mostraram-se incapazes de eliminar essa
bactéria quando atuando na qualidade de contami-
nantes de camarao (Figura 1).

Sousa (1999) observou o mesmo resultado
quandotrabalhoucom V. cholerae em solucdes aquosas
de cloro e, posteriormente, com a bactéria contami-
nando camarao. A imitagao do presente experimento,
as bactérias puras foram eliminadas quando em
contato com a solugdo aquosa de cloro, o mesmo néo
acontecendo quando o Vibrio contaminava o crustaceo.
Esse resultado pode levantar a suspeita de que exista
um fator de interferéncia.

A Tabela II mostra que cepas de V. cholerae O1
contaminantes de camardo, quando expostas a suco
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de limdo puro, vinagre de vinho tinto, solugdo de
acido acético a 4% (V/V) e solucédo de acido citrico a
7% (P/V), ndo séo efetivamente eliminadas. Nossos
resultados diferem daqueles encontrados por Porto &
Uboldi Eiroa (1997), que testaram suco de limao puro,
vinagre de vinho tinto e vinagre de dlcool em filés de
merluza (Merluccius hubbsi) e ndo conseguiram
recuperar nenhuma célula viadvel do vibrido colérico.

Watterman & Small (1998) utilizaram acido
cloridrico (HCI) para acidificar carne contaminada
com V. cholerae e concluiram que, quando o pH era
reduzido para 4,0, a bactéria ndo sobrevivia. Este
resultado discorda daqueles obtidos na presente
pesquisa, uma vez que solugdes de acido acético em
concentracdo de 1,0% e pH de 2,86 proporcionaram a
recuperagiode células vidveis de V. cholerae. E possivel
que o HCI, sendo um é&cido inorganico forte,
prejudique mais a célula viva do que os acidos
organicos acético e citricousados nesses experimentos.
Poroutrolado, V. cholerae produz quitinase, podendo
colonizar superficies que contenham quitina, como a
carapaca do camardo e de outros crustaceos, o que os
protegeria da agdo de qualquer agente prejudicial a
célula (Tarsi & Pruzzo, 1999).

Os trabalhos de Nalin et al. (1979) e Amako et
al.(1987) mostraram, respectivamente, que a presenca
de quitina protege o V.cholerae O1 contra os efeitos do
pH acido e de baixas temperaturas. O vinagre é capaz
deinibir V.cholerae quando utilizado diretamente sobre
as cepas puras, mas perde essa eficiéncia quando elas
estdo associadas com o camardo quando revestido de
sua carapaga.

O decréscimo no ntimero de células da bactéria
é mais dréstico quando se utiliza dcido acético do que
acido citrico. Os resultados da Analise de Variancia
e do Teste de Tukey mostram que a utilizagdo de 0,6%
de acido acético produz uma reducdo de UFC/g de

Tabela I — Logaritmo no nimero de Unidades Formadoras de
Colénias (UFC) de V. cholerae /g contaminante do camario-
sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri, ap6és o contato direto (15
min.) com solugdes dos acido acético e acido citrico, em dife-
rentes concentragdes.

Concentragao Log do ntimero de UFC/g
de 4cido acético Repeticdes

(%) I 1 I v \%
0,1 474 | 4,67 | 445 | 438 | 453
0,2 4,72 | 446 | 438 | 432 | 443
0,3 460 | 438 | 415 | 405 | 441
0,4 449 | 412 | 385 | 393 | 426
0,5 443 | 3,76 | 3,66 | 3,82 | 410
0,6 438 | 353 | 359 | 3,63 | 392
0,7 4,01 | 320 | 342 | 349 | 385
0,8 388 | 311 | 334 | 343 | 3,71
0,9 3,84 | 3,08 | 326 | 340 | 3,67
1,0 3,64 | 295 | 311 | 327 | 3,54

Controle 574 | 557 | 543 | 536 | 5,51

Concentragao Log do ntimero de UFC/g
de &cido citrico Repeticdes

(%) I II 1T v v
0,1 551 | 562 | 550 | 549 | 548
0,2 538 | 558 | 530 | 541 | 543
0,3 533 | 554 | 525 | 531 | 533
0,4 532 | 551 | 524 | 527 | 529
0,5 505 | 545 | 515 | 524 | 5,18
0,6 486 | 531 | 503 | 499 | 501
0,7 483 | 524 | 493 | 485 | 491
0,8 472 | 499 | 485 | 472 | 476
0,9 457 | 4,81 | 451 | 4,69 | 458
1,0 4,49 | 4,62 | 441 4,23 | 4,28

Controle 560 | 563 | 560 | 556 | 553

Figura 1 - Variagdo do nimero de
Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC/g) de Vibrio cholerae em camarao-
sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri, apds
contato com solugdes de acido acético
e acido citrico.

LOG DO NO. DE UFC/g
o

—e—Acido citrico

——Acido acéico

03 0,4 0,5 06 0,7 0,8 09 1
CONCENTRAGAO
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V.cholerae estatisticamente semelhante quando se
utiliza a concentracdo de 1%. Em se tratando do acido
citrico, as reduc¢des de UFC/g da bactéria sdo
estatisticamente semelhantes em contato com as
concentragdes de 1% e 0,8%. Esses resultados nos
levam a afirmar que, por razdes econdmicas, a melhor
solucdo a ser utilizada é aquela com concentracgdo de
0,6% de acido acético.

Aimportancia dos resultados desta pesquisa foi
demonstrar que o usodelimao e vinagre em pratos de
camardo e/ousaladas, uma pratica comum no Brasil,
apesar de terem como componentes importantes os
acidos citrico e acético, respectivamente, ndo é
suficiente para eliminar o Vibrio cholerae.

Tabela II — Logaritmo no nimero de Unidades Formadoras de
Coloénias (UFC) de V. cholerae /g contaminante do camaréo-
sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri, apdés o contato direto (15
min.) com suco de limdo puro, vinagre de vinho tinto, solucdo
de 4cido acético a 4% (V/V) e solugdo de &cido citrico (P/V).

Solucao acida Log. do ntimero de
UFC/g
Suco de limao puro 2,04
Vinagre de vinho tinto 2,11
Acido citrico a 7% 2,44
Acido acético a 4% 2,39
Controle 5,48
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