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Avaliacao do potencial de Glucona-Delta-Lactona (GDL) no
controle de Staphylococcus aureus em leite

Survey of Glucona-Delta-Lactona (GDL) in Staphylococcus aureus
control in milk
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~ Resumo

*A composicao do leite faz com que ele tenha destaque entre os alimentos mais nutritivos para o ser humano. Esta condigio
¢ também o torna favoravel ao desenvolvimento de varias espécies de microrganismos patogénicos, que podem contamina-lo
‘através das mas condi¢des de higiene durante sua obtengdo e processamento. Leite e seus derivados frequentemente estao
envolvidos em toxmfecgoes alimentares, que variam desde pequenos distdrbios _gastrointestinais, com possiveis nauseas,
" cefaléia e prostragéo, até casos de sérias infecgdes com morte. Quando a manipulagdo excessiva e descuidada predomina
~“em conjunto .com a falta de rigor higiénico-sanitario durante a elaboragdo, estes produtos, com muita freqiiéncia, estdo
: enyolyldos‘em surtos de intoxicagdo alimentar provocada por Staphylococcus aureus. A inibicao destes microrganismos
_causadores de toxinfecgdes alimentares pode ser feita através do controle de pH e acidez do produto. O efeito inibidor dos
acidos organicos sobre Staphylococcus aureus, em leite e em produtos de laticinios, tem sido demonstrado em trabalhos de
~'pesquisa. Ja foi comprovado que, com acidez entre 0,5 e 0,7% (expressa em &cido latico), dependendo do tipo de produto, o
desenvolvimento de S. aureus cessa € as contagens comegam a reduzir. Um sal denominado Glucona-Delta-Lactona (GDL),
-.precursor.do -acido gluconico, vem sendo testado na elaboragdo de alguns tipos de queijos e na inibigdo do desenvolvimento
. de varios microrganismos nestes produtos. O presente trabalho objetivou verificar a possibilidade da utilizagdo de Glucona-
. :Delta-Lactona como gerador de acido gluconico, bem como o seu efeito inibidor sobre o S. aureus. Procurou-se avaliar o efeito
lnIbIdOI' de GDL em diversas concentragdes (0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% e 2,5%) sobre o S. aureus FRI A-100 em leite. Verificou-
©se -que o GDL inibiu S. aureus em leite, efetivamente, a partir da concentragao de 2,0%, onde o pH atingiu 4,0, o que
' _correspondeu a acidez de aproximadamente 1,72% em acido glucénico.

R ’Pa/aVrac;chave: Staphylococcus‘ aUreus, acidez/pH, Glucona-Delta-Lactona (GDL),acido glucénico.

Abstract

" The milk composition makes it one of the most nutritious foods for the human being. Due to this condition, the growth of
pathogen microorganism is favored, which can contaminate it through the bad conditions of hygiene during its acquisition and
processing. Milk and its derivatives are frequently involved in alimentary intoxication, which very from a slight digestive disorder
with possible headache, sickness and exhaustion to serious infections and death. When the excessive and neglected
manipulation prevails, together with the absence of rigid hygienic and sanitary control during the elaboration, these products are
often involved with alimentary intoxication outbreak provoked by Staphylococcus aureus. The inhibition of this microorganism
can be held by controlling the product’s pH and acidity. The inhibitor effect of organic acids on Staphylococcus aureus , in milk
and dairy products, has been demonstrated in research projects. It is proved that when the acidity rate is between 0, 5% and
0,7% (expressed in lactic acid), depending on the type of product, the Staphylococcus aureus development ceases, and the
counting starts to reduce. A salt named Glucona-Delta-Lactona (GDL), precursor of gluconic acid, has been tasted in the
elaboration of some types of cheese and in the growth inhibition of some microorganism in these products. This research was
undertaken to check the possibility of utilization of GDL as a producer of gluconic acid, as well its inhibition effect to Staphylococcus
aureus. The researches aimed to estimate the inhibition effect-on Staphylococcus aureus FRI-A 100, provoked by different
concentrations of GDL (0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%; 2,5%) in milk. It was verified that the GDL inhibited Staphylococcus aureus in
milk as from the concentration rate. of 2,0%, where the pH reached 4,0, which corresponded to an acidity of, approximately,
1,72%.in glucomc acid.
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Introducgao

Pesquisadores afirmaram que o Staphylococcus aureus tem
sido o patégeno mais freqientemente isolado nas mastites
bovinas em todo o mundo (Ferreiro,1980; Araujo, 1984; Froeder
et al., 1985), verificando, inclusive, que mais de 30% dos ca-
sos desta patologia em vacas que produzem leite destinado
as industrias de queijos ocorre por agao do citado microrga-
nismo (Abbar et al., 1986).

As intoxicagdes estafilocécicas envolvendo produtos lacteos

constituem um sério problema para a Saude Publica a nivel
mundial, havendo um grande nimero de surtos relatados em
varios paises (Bryan, 1983). No Brasil, as autoridades de
Saude Publica vém dedicando mais atengdo a este tipo de
envenenamento alimentar, e varios surtos tém sido investiga-
dos (Carmo e Bergdoll,1990).

Ja foi comprovado que é necessdria uma contagem de, no
minimo, 10° UFC de S.aureus por grama de produto, para que
haja produgdo de toxina suficiente para causar doenga
(Jonhson et al., 1990). Por serem termoestaveis, um leite
pasteurizado adequadamente pode conter enterotoxina
estafilocécica, desde que tenham sido sintetizadas pelo agen-
te antes do tratamento térmico (Bryan, 1983). '

O efeito de seis acidos organicos sobre o crescimento e a
producdo de enterotoxinas por cepas de S. aureus FRI-100,
FRI-472, FRI-137 e S6. Observaram que dentre os acidos
latico, citrico, ascérbico, acético, propidnico e piravico, o ulti-
mo foi o mais eficiente no controle do desenvolvimento da
cépa FRI-100. O acido latico foi o mais eficiente na inibigao da
sintese de enterotoxinas, enquanto os acidos acético e citrico
tiveram quase nenhum efeito sobre este aspecto (Domenech
et al., 1992). Foram realizadas pesquisas sobre a concentra-
¢ao minima de varios acidos organicos capaz de inibir o cres-
cimento de diversos microrganismos, entre eles o S. aureus,
em meio com pH entre 4 e 7, concluindo-se que os acidos

malico, tartarico, gluconico e citrico possuem fraca atividade

inibitoria sobre todos os microrganismos avaliados, porém
os resultados desta pesquisa sugeriram-que todos os &ci-
dos organicos estudados possuem alguma atividade
antimicrobiana (Matsuda et al., 1995). :

J& que Glucona-Delta-Lactona é rapidamente hidrolizada em
acido gluconico quando em presenga de agua, conforme foi
observado por Stecher (1968), a presente pesquisa visou
possibilitar o uso desta substancia no controle de S. aureus
em leite, oferecendo, assim, mais uma opgao tecnoldgica na
prevencdo de toxinfecgdes alimentares de origem
estafilocécica em laticinios. .

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério do Ministério da
~ Agricultura e Reforma Agraria — MARA, situado na Rua Mata
- Machado, n® 250, Maracana — Rio de Janeiro. Empregou-se a
cepa de Staphylococcus aureus FRI-A-100 (Food Research
Institute A-100, produtor de enteroxina estafilocécica tipo A-
EEA).
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Em condigbes assépticas, foi-inoculada em cada um dos
seis erlenmeyers, contendo 300 mL de leite esterilizado cada
um, uma aliquota predeterminada da suspensao de S. aureus
crescida em caldo nutritivo, de forma a obter-se concentrac;ao

‘em torno de 10%células viaveis/mL de leite.

Em cada erlenmeyer utilizou-se uma concentragao dlferente-

de GDL, a saber: 0,0 (branco) e 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5%. Os.
frascos foram mantidos, apés homogenelzagao a 25°C tt

3°C. .

Procedeu-se a leitura direta para avaliagéo de pH das amos-
tras liquidas de cada um dos seis recipientes, desde imedia-

tamente apés a adigdo de GDL até a sexta hora, de 30 em 30

minutos, e depois disto, de seis em seis horas,: ate a 242

- hora, e também na 482 hora.

A acidez foi avaliada em 10 mL do contetdo de cada um dos
seis erlenmeyers, por titulagdo com NaOH O, 1N, tendo
fenolftaleina 1% como indicador. Os resultados foram expres-
sos em porcentagem de acido latico e gluconico. ‘

Tanto a determinagdo do pH quanto da acidez seguiram as '
técnicas recomendadas pelo Laboratério Nacional de Refe-
réncia Animal- — LANARA (Brasil, 1981).

As andlises bacteriolégicas seguiram as técnicas recomen-
dadas pelo Laboratério Nacional de Referéncia Animal —
LANARA (Brasil, 1981), sendo direcionadas a contagem de S.
aureus. Para isto foram realizadas diversas diluigdes deci-
mais em solugao salina peptonada 1% esterilizada, a partir
do conteudo liquido de cada um dos seis erlenmeyrs utiliza-
dos. Foram, entao, inoculados 0,1 mL de cada uma das dilui-
¢oes em placas de Petri contendo o meio Agar para Conta-
gem Padrao (APC). O plaqueamento foi feito em duplicata,
seguindo a técnica do espalhamento em superficie, desde

“imediatamente apds a adigao de GDL . até a 242 hora, de seis .-

em seis horas. A incubacgao foi realizada em estufa incubado- -
ra a 37°C = 1°C por 24 horas, apds o que foram realizadas -
contagens das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC)
amarelas lustrosas, convexas, com diametro entre 1 e 5 mm,
caracteristicas da cepa empregada. ‘

Resultados e discussao

Os valores resultantes deste experimento induzem  a con-
cluir que o desenvolvimento do S. aureus FRI-A-100 pode
ser restringido quando a acidez atinge um nivel médio de
0,70-0,85% em &cido latico, correspondendo a 1,44-1,72%
em &cido glucdnico, atingindo um pH em torno de 4,0 nestes
casos, o que corresponde a concentragao de 1,5-2,0% de
GDL no leite.

O resultado da analise estatistica mostrou haver significancia
(p < 0,01) para as concentragdes de GDL, para o tempo de-
corrido apés a adigao de GDL e para a interagdo tempo vs
concentragdo de GDL.

Para todos os tempos a regressao linear mostrou-se alta-
mente significativa (p < 0,01), indicando diminui¢do da conta-
gem bacteriana em fungdo do aumento da concemragao de
GDL, o que é possivel observar no Grafico 1.
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de GDL, em diferentes tempos, com
dados muitiplicados por 10*.

O decréscimo nas contagens de S. aureus de acordo com a
elevagdo da acidez e queda de pH que pdde ser observado
nesta pesquisa também foi constatado por Barbosa (1990).
Neste, a queda nas contagens comegou a ser efetiva quando
a acidez atingiu 0,68% em &cido latico, sé que neste caso o
pH foi de 6,1, pois estavam trabalhando com queijo parmesé&o.
Porém, nesta pesquisa, este grau de acidez foi atingido em
torno do 46° dia de maturagdo daquele queijo, enquanto no
presente trabalho este valor pdde ser observado em horas de
experimento com leite.

Os resultados observados neste experimento sdo semelhentes
aos encontrados por Gomez-Lucia et al. (1992) que, em pes-
quisa com o queijo Manchego, verificaram, em gréfico, que as
curvas dos parametros de contagem de S. aureus vs pH do
produto eram paralelas, ou seja, diminuindo-se o pH, ocorria
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queda na contagem do referido microrganismo.

O efeito inibidor do acido glucénico sobre o S. aureus que foi
observado neste trabalho também o foi por Matsuda et al.
(1995) que, inclusive, constataram a agao antimicrobiana de
diversos acidos orgénicos sobre varios microrganismos.

Conclusoes

A acidez capaz de exercer o controle sobre o desenvolvimento
de Staphylococcus aureus no leite, expressa em acido
glutamico, foi entre 1,04% e 1,86%, sendo mais efetiva ao
nivel de 1,66%, o que corresponde, em &cido latico, a faixa
entre 0,50% e 0,90%, sendo considerado étimo a 0,80%. O
pH correspondente a esta acidez encontrou-se entre 5,3 e
3,9, sendo 6timo a 4,1.
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