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Sinergismo entre Ácidos orgânicos e Sorbato de potássio no controle de 
Aspergillusflavus 

 

Bianca Rebonatto1, Janice Ruschel1, Naimara Vieira do Prado1, Elisa Yoko Hirooka2, 
Alessandra Machado-Lunkes1 e Elisabete Hiromi Hashimoto3 

 
O controle de fungos na produção de grãos requer estratégias em toda a cadeia produtiva, para prevenir 
a contaminação por micotoxinas. A substituição de fungicidas químicos por ácidos orgânicos (geralmente 
reconhecidos como seguro) desponta como uma perspectiva interessante. A pesquisa teve como objetivo 
determinar concentração inibitória mínima (CIM) de ácidos orgânicos, sorbato de potássio e respectivas 
combinações no controle de Aspergillusflavus NRRL 3251 produtor de aflatoxina B1, B2 e M1. O inóculo 
de 104 esporos.mL-1 foi calculado baseado na contaminação usual no milho e em ração animal. As 
melhores CIM in vitro foram: combinação de ácido acético (AA 83,26 mM) + propiônico (AP 6,74 
mM); AA (8,32 mM) + sorbato de potássio (SP 13,31mM) e AP (6,74 mM) + SP (33,28 mM). 
Considerando a dose comercialmente utilizada de ácido propiônico 0,5%, a combinação do ácido 
propiônico com sorbato de potássio e ácido acético poderia reduzir respectivamente cerca de 24,63 e 
70,19% o custo em conservante.  
 
Palavras-chave:Conservante. Fungo. Ácido fraco. Antifúngico.Inibição.Sinergia. 
 

 

Synergism between Organic acids and Potassium sorbate in the Aspergillusflavus 
control 

 

The control of fungi in grain production requires strategies to prevent the contamination by 
mycotoxins. The replacement of chemical fungicides with organic acids (Generally Recognized as Safe) 
emerges as an interesting perspective. This work aimed to determine the minimum inhibitory 
concentration (MIC) of organic acids, potassium sorbate and their combinations to control 
Aspergillusflavus NRRL 3251, aflatoxin B1, B2 and M1 producer. The inoculum of 104 spores.mL-1was 
calculated based on the commonly contamination in maize and animal feed. The best MICs in vitro 
were: acetic acid (AA 83.26 mM) + propionic acid combination (PA 6.74 mM); AA (8.32 mM) + 
potassium sorbate (PS 13.31 mM) and PA (6.74 mM) + PS (33.28 mM). Considering the commercial 
used dose of propionic acid 0.5% in animal feed, the combination of propionic acid with potassium 
sorbate and acetic acid could reduce the cost with preservative of 24.63 and 70.19%, respectively 
 
Keywords:Preservative. Fungus.Weak acid. Antifungal. Inhibition. Synergy. 
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INTRODUÇÃO  
 

No mundo todo, grandes quantidades 
de alimento e ração são perdidas devido à 
deterioração por fungos[1]. As matérias-primas 
de origem vegetal utilizadas na fabricação de 
rações são susceptíveis à contaminação fúngica 
desde o campo, armazenamento, até seu 
processamento. Entre os contaminantes, 
destaca-se o Aspergillusflavus, um fungo que 
pode se desenvolver durante a armazenagem e 
produtor de aflatoxina(AF). A AF é apontada 
como toxina natural de maior toxicidade com 
caráter cumulativo na cadeia alimentar, 
causando perigo à saúde humana e animal[2].  

 
A aplicação de calor na conservação de 

alimentos é a base do processamento térmico. 
A fervura, cozimento, fritura e extrusão podem 
eliminar microrganismos viáveis, no entanto 
não são capazes de eliminar completamente as 
micotoxinas[3]. Devido a termo resistência, o 
controle de aflatoxina deve ser abordado desde 
o início de desenvolvimento fúngico. 

 
Neste sentido, a substituição de 

fungicida químico de elevada toxicidade pela 
tecnologia preventiva vem sendo assunto 
imprescindível. As perspectivas despontam em 
conservantes comuns baseados em ácido 
orgânico, classificado entre ‘Geralmente 
Reconhecidos Como Seguro’ (GRAS), tais 
como: ácido lático, acético, propiônico e 
sorbato de potássio[4,5,6,7].  

 
O uso crescente de conservante 

baseado em ácido orgânico no setor industrial 
se deve à simplicidade, rapidez, eficiência e 
baixo custo capaz de garantir a qualidade e vida 
de prateleira[8]. Embora difundido, o emprego 
ainda se mantém restrito a determinados 
compostos, se comparado ao vasto número de 
compostos antimicrobianos disponíveis, 
gerando dúvidas na escolha[9].  

 
A eficiência dos ácidos orgânicos 

depende da constante de dissociação, atividade 
de água, pH, temperatura de armazenamento, 

entre outros[10,11]. Considerando a possibilidade 
de ação combinada no efeito sinérgico, o 
trabalho tem como objetivo avaliar diferentes 
combinações de ácido orgânico e sorbato de 
potássio no controle de A. flavus 
micotoxigênico, visando a aplicação destes 
como conservante em ração animal. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Amostras de milho e ração 

Para se definir a concentração do 
inóculo de Aspergillusflavus NRRL3251 utilizado 
nos testes in vitro foi realizada a análise da 
contaminação fúngica de milho e ração de uma 
indústria processadora local. A contagem de 
bolores e leveduras foi avaliada em milho (30 
amostras) e ração peletizada (30 amostras). As 
amostras foram coletadas no período de junho 
a agosto de 2016 na região Centro-Sul do 
Estado do Paraná. As amostras de ração 
corresponderam ao mesmo lote de milho 
destinado ao processamento. A contagem total 
de bolores e leveduras foi realizada conforme 
Silva et al.[12].  

 
As amostras de milho e ração também 

foram analisadas quanto a contaminação por 
aflatoxina. A extração foi realizada em coluna 
de imunoafinidade - Aflatest®[13]e AFB1 
quantificada por cromatografia líquida de alta 
eficiência acoplado ao espectrofotômetro de 
massas tipo triplo quadrupolo – UPLC (Acquity 
UPLC-MS/MS, modelo Xevo TDQ Waters). 
Os extratos foram aplicados em coluna C18 
(Acquity UPLC BEH; 1,7µm, 2,1mm d.i. x 100 
mm). A fase móvel consistiu de fase móvel A 
H2O + 0,1 % Ácido fórmico e Fase móvel B 
(Acetonitrila + 0,1 % Ácido fórmico). A 
metodologia foi desenvolvida utilizando padrão 
de aflatoxina (Sigma-Aldrich, Sant Louis, 
Missouri, EUA), sendo o limite de detecção de 
2 μg.kg-1de AFB1. 
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Tabela 1 – Concentrações testadas dos antifúngicos para determinação da concentração inibitória 
mínima (CIM) 

 

Composto Características do produto Concentrações % (mM) 

Ácido Acético 

 

CH3COOH 

MM: 60,05 g/mol 

Princípio Ativo: 97,70 %, 

pKa: 4,75 

0,05 (8,32); 0,1 (16,65); 

0,2 (33,30); 0,5 (83,26) 

e 0,8 (133,22) 

Ácido Lático 

 

C3H6O3 

MM: 90,08 g/mol 

Princípio Ativo: 71,35 % 

pKa: 3,88 

0,05 (5,55); 0,1 (11,01); 

0,2 (22,20); 0,5 (55,50); 

0,8 (88,80); 1,2 (133,21); 

1,5 (166,51); 1,8 (199,82) 

e 2,0 (222,02) 

Ácido Propiônico 

 

C3H6O2 

MM: 74,08 g/mol 

Princípio Ativo: 97,12 % 

pKa: 4,88 

0,05 (6,74); 0,1 (13,49); 

0,2 (26,99); 0,5 (67,49) 

e 0,8 (107,99) 

Sorbato de 

Potássio 

 

C6H7KO2 

MM: 150,22 g/mol 

Princípio Ativo:98,00 %, 

pKa: 4,76 (ácido sórbico) 

0,05 (3,32); 0,1 (6,65); 

0,2 (13,31); 0,5 (33,28); 

0,8 (53,25); 1,2 (79,88); 

1,5 (99,85); 1,8 (119,82) 

e 2,0 (133,13) 

 
Para determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM) foram testados os 
ácidos propriônico, acético e lático e sorbato de 
potássio. As concentrações dos compostos 
testados estão apresentadas na Tabela 1.  

 
As concentrações testadas foram 

preparadas em água destilada estéril.  O preparo 
das soluções testes levou em consideração a 
pureza do princípio ativo presente no rótulo, e 
confirmação através de titulações dos ácidos 
para a correção do percentual real de cada 
reagente. As concentrações testadas para 
determinação da CIM basearam-se nos valores 
sugeridos em literatura, e além destas, foram 
testadas concentrações superiores e inferiores 
às recomendadas. O inoculo consistiu de 104 
esporos. mL-1de Aspergillusflavus NRRL 3251 
semeado por técnica de Pourplate (1 mL) e 
Spread plate (100 µL) empregando-se 19 mL  
 

 
de batata dextrose Agar (BDA) adicionado de 
cada agente antifúngico. 

 
Os ácidos acético, propiônico, lático ou 

sorbato de potássio foram avaliados 
individualmente e combinados. A Tabela 2 
apresenta as combinações dos compostos 
testados e suas concentrações. As 
concentrações foram determinadas com base 
nos resultados obtidos na determinação da CIM 
dos compostos testados individualmente e 
também em testes prévios realizados. Para as 
combinações do ácido acético com sorbato de 
potássio e ácido propiônico com sorbato de 
potássio, foram incluídos tratamentos 
adicionais, baseado em resultados prévios da 
CIM de cada agente. As combinações foram 
realizadas através de delineamento composto 
central rotacional (DCCR), com 3 repetições no 
ponto central utilizando o software XLSTAT, 
versão 2017. 
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Tabela 2 - Concentrações dos compostos antifúngicos em testes combinados dois a dois 
 

Concentração (%) 

AA AP AA SP AL SP AA AL AL AP AP SP 

0,025 0,025 0,025 0,25 0,40 0,40 0,025 0,40 0,40 0,025 0,025 0,40 

0,250 0,025 0,250 0,25 1,00 0,40 0,250 0,40 1,00 0,025 0,10 0,40 

0,025 0,10 0,025 1,00 0,40 1,00 0,025 1,00 0,40 0,10 0,025 1,00 

0,250 0,10 0,250 1,00 1,00 1,00 0,250 1,00 1,00 0,10 0,10 1,00 

0,137 0,062 0,137 0,625 0,70 0,70 0,137 0,70 0,70 0,062 0,062 0,70 

Adicionais 

0,250 0,10       0,10 0,10 

0,025 0,10       0,025 0,250 

        0,025 0,10 

        0,10 0,250 

AA: ácido acético; AP: ácido propiônico, AL: ácido lático; SP: sorbato de potássio 

 

As placas foram incubadas a 25 °C por 
7 dias (estufa BOD, SL-200/364, Solab) e o 
resultado expresso em Unidades Formadoras de 
Colônias (UFC). Após a determinação de CIM 
individual de cada agente, foram testadas as 
combinações dos agentes em pares. O pH do 
meio após a adição do ácido e antes do inóculo 
foi determinado em pHmetro (F20-KIT, 
Mettler Toledo) de acordo com os 
procedimentos descritos pelo Instituto Adolfo 
Lutz[14]. O índice da concentração fracionária 
inibitória (ICFI) foi determinado conforme 
descrito por Odds[15]: 
 

 
 

Onde: CA1 e CA2 = menor concentração 
da combinação dos agentes A1 e A2 com 
atividade antimicrobiana; CIMA1 e CIMA2 = 
CIM de agentes A1 e A2 separadamente. A 
interação entre os agentes combinados foi 
analisada, considerando: FICI ≤ 0,5 efeito 
sinérgico; 0,5 < FICI < 4 indiferente; e FICI ≥ 
4 antagonismo[15]. 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A Tabela 3 apresenta o nível de 
contaminação de A. flavus em relação à 

contagem de bolores e leveduras em milho e 
ração peletizada. As amostras de milho 
apresentaram contagem de A. flavus atingindo 
4,7 Log UFC.g-1e em ração a contagem máxima 
foi de 3,3 Log UFC.g-1. Considerando o 
tratamento térmico durante a peletização que 
pode variar de 70-115 oC[16] e que o milho 
representa em torno de 40% da formulação da 
ração, uma redução da contagem microbiana já 
era esperada no produto final[17].  

 
Tabela 3 - Contagem total de bolores e 
leveduras em amostras de milho e ração 
peletizada. 
 

Contagem 
(Log UFC.g-1) 

Amostras contaminadas (N) 

 Aspergillusflav
us 

  Bolores e 
leveduras 

Milho Ração  Milho Ração 

n.d.-2 24 29  - 23 
3 -3,9 4 1  13 6 
4-4,7 2 0  17 1 

N =60, sendo: milho n=30, ração n=30. 
 

O tratamento térmico exercido durante 
a peletização da ração auxilia na redução dos 
níveis de contaminação fúngica e de 
micotoxinas. A diminuição irá depender de 
alguns fatores como temperatura, tempo de 
condicionamento, umidade e nível de 
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contaminação[17]. As aflatoxinas resistem altas 
temperaturas, requerendo faixas de 267 a 306 
ºC para sua inativação, temperaturas muitas 
vezes inviáveis ao processamento de 
alimentos[18]. Milaneet al (2014)[19] avaliaram o 
efeito do processamento térmico para redução 
dos níveis de contaminação inicial de 
aflatoxinas (71,3 µg.kg-1) em amostras de 
milho, e através da peletização 82 ºC por 60 
segundos. Após a peletização, os níveis de 
aflatoxinas foram reduzidos em 78 % na ração 
final em relação à contaminação inicial.  

 
Embora a aflatoxina seja considerada 

termo resistente, a AFB1 não foi detectada em 
nenhuma amostra de ração. E somente 3 
amostras de milho apresentaram contaminação 
por AFB1 em níveis de 2 a 15 μg.kg-1. Embora 
tenha sido analisada somente o análogo AFB1, 
em 59 amostras analisadas (98,3%), os níveis 
detectados foram inferiores aos limites 
máximos estabelecidos pela legislação nacional 
de 20 μg.kg-1e internacional de 10 μg.kg-1para 
aflatoxinas (B1+B2+G1+G2)

[20,21]. Os resultados 
indicam boa qualidade da matéria prima. 
Outrossim, salienta-se a importância do 
controle de armazenamento pós-processamento 
térmico, visto que o produto pode sofrer 
contaminação posterior[22].  

 
Além de apresentar os resultados da 

contaminação de milho e ração na indústria, os 
dados da Tabela 1, forneceu parâmetros para o 
teste in vitro. Baseado na contagem máxima de 
colônias de A. flavus (~4 Log UFC.g-1) nas 
amostras analisadas (Tabela 3), foi definido a 
concentração de 104 esporos.mL-1para o 
inóculofúngico nos testes in vitro.  

 
A Tabela 4 apresenta as concentrações 

inibitórias mínimas (CIM) dos compostos 
testados e o pH do meio de cultura na CIM 
frente ao A. flavus NRRL 3251. 
 

 
 
 

 
Tabela 4 - Concentração inibitória mínima 
(CIM) de ácidos antimicrobianos contra A. 
flavus NRRL 3251 e pH. 
 

Acido orgânico 
(pKa) 

CIM % (mM) pH 

Ácido acético 
(4,75) 

0,5(83,26) 4,14 ± 0,020 

Ácido propiônico 
(4,88) 

0,2(26,99) 4,59 ± 0,010 

Ácido lático (3,88) >2,0 (222,02) 3,35 ± 0,009 
Sorbato de 

potássio (4,76) # 
2,0 (133,13) 7,04 ± 0,008 

Inóculo de A. flavus NRRL 3251: 104esporos.mL-1. 
# pKa referente ao ácido sórbico. 

 

Os compostos antimicrobianos em 
alimentos e ração são aplicados industrialmente 
misturados na matriz alimentar. Mas há de 
considerar que a contaminação fúngica pode se 
dar por matéria prima contaminada ou por re-
contaminação após o processamento. Para 
avaliar estas condições foram testadas duas 
técnicas de inoculação: 1 mL em profundidade 
misturados ao meio de cultura (Pourplate) e 100 
µl na superfície do ágar BDA (Spread plate). As 
concentrações inibitórias mínimas (CIM) dos 
compostos testados (Tabela 4) foram as 
mesmas independente da técnica de inoculação. 

 
Entre os ácidos testados, o ácido 

propiônico (pKa = 4,88) apresentou menor 
CIM contra A. flavus NRRL 3251 (26,99 Mm) 
com valor de pH 4,59, um pouco abaixo de seu 
pKa. O valor de CIM para o ácido acético (de 
pKa 4,75) foi de 0,5% (83,26Mm) no pH 4,14. 
O ácido lático (pKa 3,88) não apresentou 
atividade inibitória mesmo na maior 
concentração testada (222,02 mM, pH 3,35) 
(Tabela 4).  

 
A capacidade de inibição dos ácidos é 

relacionada ao valor do pH do meio que deve 
ser menor que o pKa do ácido em questão, pois 
a ação antimicrobiana é atribuída a forma não 
dissociada do ácido[23].  
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Devido a baixa solubilidade do ácido 
sórbico de 0,25g em 100 mL de água a 30 oC[24], 
neste experimento foi testado o seu sal, sorbato 
de potássio que apresenta solubilidade 58,2 
g/100 mL de água à 25 oC[25]. A CIM do sal de 
sorbato para inibir a cepa NRRL 3251 foi de 
113,13 mM (2,0%). Considerando o pKa do 
ácido sórbico, 4,76, o pH 7,04 do meio BDA 
(Tabela 4) interferiu diretamente na ação do 
sorbato de potássio, que se manteve dissociado. 
Em um experimento utilizando massa de pão 
acidificada com ácido cítrico (pH 4,5), este 
ácido favoreceu a protonação do sal. Nestas 
condições 0,3% do sorbato de potássio foram 
suficientes para controle de 106 esporos. mL-1de 
Aspergillus sp. na massa de pão[26]. 

 
A avaliação da contaminação fúngica no 

alimento que se pretende aplicar determinado 
agente antimicrobiano é importante para 
determinação da CIM. Além disso, os testes in 
vitro, deve simular também a forma de aplicação 
pretendida do composto. Dependendo da 
concentração do inóculo e forma de aplicação 
diferentes concentrações de CIM são relatadas 
para controle de A. flavus.Pelaezet al. (2012)[27] 
avaliaram de A. flavustoxigênicas e não 
toxigênicasa CIM apresentada pelo ácido 
acético variou de 38,1 mM (pH 4,69) a 41,6 
mM (pH 4,62), sendo as cepas toxigênicas mais 
sensíveis[27]. O maior valor, ou seja, a CIM para 
cepas não toxigênicas correspondeu a metade 
da CIM apresentada para controle de A. flavus 
NRRL3251 (83,26 mM, Tabela 2). No entanto 
Peláezet al.[27] inocularam 102 esporos por placa 
(10 µL de 104 UFC.mL-1), menor número (103 
) de esporos que a cepa NRRL 3251 (100 μL de 
104 esporos.mL-1) sendo necessário então uma 
concentração maior de ácido acético para inibir 
seu crescimento (Tabela 4). Por outro lado, em 
suporte sólido (disco de papel) o inóculo de 5,0 
x 105UFC.mL1 de A. flavus foi inibido com 
0,35% (57,85 mM) de ácido acético[28]. 

 
O ácido lático um ácido fraco de cadeia 

curta (CH3-CHOH-COOH) é considerado um 
eficiente antimicrobiano, sendo sua ação mais 

relatada para o controle de bactérias[29]. O 
controle de bolores por sua vez, requer 
concentrações mais elevadas de ácido lático. 
Concentrações de 405,4 mM em pH 2,69 foi 
necessária para inibir cepa toxigência de A. 
flavus AFUNL1[27], ou seja, o dobro da maior 
concentração testada frente à cepa NRRL 3251 
(Tabela 4), sendo esta resistente a 222,2 mM de 
ácido lático. Os dados indicam que para a 
atividade antifúngica é necessário que o ácido 
esteja predominantemente na sua forma não 
ionizada. 

 
Um estudo sobre o efeito do pH na 

determinação CIM dos ácidos propiônico, 
acético e lático demostrou uma maior 
efetividade destes ácidos em pH 3,0 quando 
comparado à pH 5,0 e 7,0 para controle de 
bolores. Em pH 7, todos os ácidos requereram 
concentrações ≥ 500 mM para a inibição das 
cepas Aspergillusfumigatus J9 e A. nidulans 
J283. Em pH 5,0 os valores de CIM para ácido 
propiônico e acético foram 50 e 80 mM, 
respectivamente, e acima de 500 mM para ácido 
lático. Em pH 3, os valores de CIM foram de ≤ 
20 mM para ácido propiônico e acético, e ≥ 200 
mM para o ácido lático[30]. Os resultados 
atestam a importância da forma não dissociada 
na ação antimicrobiana de ácidos orgânicos. 

 
Outros mecanismos de ação dos ácidos 

orgânicos podem ser em decorrência do 
estresse oxidativo e perturbação na membrana 
plasmática[31,32]. Os ácidos fracos podem inibir a 
glicólise, uma vez que uma enzima chave da 
glicólise, a fosfofrutoquinase é sensível a 
valores baixos de pH[33]. A análise da atividade 
enzimática de A. niger, sugere uma redução 
substancial na atividade enzimática à medida 
que o pH reduz para valores inferiores a 6,0 as 
enzimas mais sensíveis ao pH são a 
hexoquinase e a fosfofrutoquinase[34].  

 
A interação de ácidos orgânicos pode 

apresentar um efeito sinérgico, tornando a 
membrana das células mais permeáveis a outros 
ácidos. A sinergia é detectada quando a 
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combinação de dois compostos é mais eficaz 
do que o composto sozinho, quando a inibição 
é superior a individual ou quando ocorre uma 
redução de 1 Log em comparação ao composto 
sozinho[35,36,37]. Uma medida para avaliar a 
sinergia é a determinação do índice da 

concentração fracionária inibitória (ICFI), que 
calculado a partir da CIM dos agentes isolados e 
combinados[15]. A Tabela 5 apresenta a CIM, 
pH e os valores do ICFI dos ácidos 
combinados sobre A. flavus NRRL 3251. 

 
 
Tabela 5 - Concentração inibitória mínima (CIM) e índice da concentração fracionária inibitória (ICFI) 
para controle de A. flavus NRRL 3251 e pH. 

Ácido combinado (mM) CIM %  pH ICFI 

AA (41,63) + AP (3,37) 0,25 + 0,025 4,29 ± 0,005  0,62 

AA(4,16) + SP (6,65) 0,025 + 0,1 5,45 ± 0,010  0,09 

AL (44,40) + SP (26,62) 0,4 + 0,4 4,22 ± 0,020  - 

AA (41,63) + AL (44,40) 0,25 + 0,4 3,81 ± 0,010  - 

AL (44,40) + AP (13,49) 0,4 + 0,1 3,81 ± 0,010  - 

AP(3,37) + SP (16,64) 0,025 + 0,25 5,81 ± 0,010  0,25 

Inóculo de A. flavusNRRL 3251: 104 esporos.mL-1. 
AA: ácido acético (pKa:4,75); AP.: ácido propiônico (pKa: 4,88), AL: ácido lático (pKa: 3,88); SP: sorbato de 
potássio (pKa: 4,76 ácido sórbico). 

 
Os valores de ICFI indicaram que o 

efeito sinérgico (IFCI<0,5) foi detectado na 
combinação de sorbato de potássio com ácido 
acético (ICFI= 0,09, pH 5,45) e com ácido 
propiônico (ICFI= 0,25, pH 5,81). 
Isoladamente o sorbato de potássio apresentou 
CIM (133,13 mM) em pH 7,04 (Tabela 2), mas 
a sua ação antifúngica é mais efetiva se aplicado 
em condições ácidas[26]. Quando combinado o 
sorbato de potássio apresentou atividade em 
pH que variou de 4,22 a 5,81 em concentrações 
de 6,25 a 26,62 mM, para ácido acético e lático, 
respectivamente (Tabela 5). 

 
Em condições ácidas há o predomínio 

do ácido sórbico (pKa 4,76), indicando a 
contribuição direta do ácido lático para este 
efeito. Considerado o ácido mais forte entre os 
testados (pka 3,88), o ácido lático não 
apresentou atividade antifúngica isoladamente 
(Tabela 4), mas foi capaz, quando combinado 
de inibir o A. flavus NRRL 3251 na 
concentração de 44,40 mM, contribuindo para 
ação dos sorbato de potássio e demais ácidos. 

 
O pH do citoplasma é considerado 

neutro, assim o ácido sórbico (pKa 4,76), além 
de reduzir o pH intracelular, exerce ação no 

metabolismo[32]. As enzimas 
sulfidrílicasfumarase, aspartase e 
succinatodesidrogenase são inibidas pelo ácido 
sórbico, impedindo a assimilação oxidativa da 
glicose, acetato, succinato e fumarato[38].  

 
A permeabilidade na membrana 

depende da lipofilicidade do composto e 
contribui para a ação antimicrobiana. A 
concentração do ácido propiônico combinado 
com ácido lático (13,49 mM) e acético (3,37 
mM) foi, respectivamente duas e oito vezes 
inferior (Tabela 5), quando comparado com a 
sua CIM isoladamente (26,99 mM, Tabela 4). 
Considerando os coeficientes de partição (Log 
P), entre os ácidos testados, o ácido propiônico 
é o mais lipofílico Log P = 0,33, já os ácidos 
lático (Log P = -0,72) e acético (Log P = -0,17) 
são considerados hidrofílicos[39]. Assim a 
combinação com o ácido lático e acético 
contribuiu para a forma não ionizada do ácido 
propiônico e favorecendo a sua permeabilidade 
na membrana.  

 
A principal atividade dos ácidos é 

atribuída às moléculas não dissociadas, que 
ocorre em valores de pH baixos. O predomínio 
da forma não dissociada de ácidos lipofílicos 
favorece a sua permeabilidade na membrana 
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plasmática por difusão. No citoplasma, com o 
pH próximo a 7,0 as moléculas de ácido são 
dissociadas se acumulam dentro da célula, 
diminuindo o pHi (pH intracelular), 
acidificando-o e inibindo o metabolismo, 
especialmente as enzimas glicolíticas[32,40]. A 
interferência no metabolismo provocadas por 
ácidos orgânicos, reduz da taxa de crescimento 
e estende a fase de declínio microbiano[27,41]. 

 
Com os resultados obtidos in vitro é 

possível propor a indústria testes in loco, em 
concentrações mais baixas de ácidos orgânicos 
em relação às concentrações recomendadas 
pelos fornecedores de agente antifúngico 

comercial. Exemplificando, atualmente é 
recomendado para rações melaçadas, o uso de 
ácido propiônico na concentração de 0,5 % 
(67,49 mM) no melaço. Considerando o preço 
destes agentes, o ácido acético (80%) é o de 
menor custo (US$ 1,43 / kg), seguido do ácido 
propiônico (US$ 3,51 / kg, 65%), ácido lático 
(US$ 5,68/kg, 85%) e sorbato de potássio (US$ 
7,45 / kg, 98%). Considerando o valor do ácido 
propiônico comumente utilizado pelas 
indústrias, calculou-se o custo relativo das 
combinações (Tabela 6)  

 
 

 

 

Tabela 6 – Custo relativo da combinação entre ácidos orgânicos e sorbato de potássio em relação ao 
ácido propiônico comercial. 

Compostos comerciais *  
(US$.kg-1) 

Concentração  
(%) 

Custo relativo** 
 (%)  

AP comercial (5,40) 0,5  

AA (1,79) + AP (5,40) 0,25 + 0,025 -78,42 

AA (1,79) + SP (7,60) 0,025 + 0,1 - 70,19 
AL (6,68) + SP (7,60) 0,4 + 0,4 +111,55 
AA (1,79) + AL (6,68) 0,25 + 0,4 -1,03 
AL (6,68) + AP (5,40) 0,4 + 0,1 +18,96 

AP (5,40) + SP (7,60) 0,025 + 0,25 -24,63 

* preço considerando 100% do produto; ** custo relativo ao AP comercial 

 
Devido a maior concentração requerida 

e maior custo, as combinações com ácido lático 
se revelaram as mais caras. Mas as demais 
combinações apresentariam menor custo que o 
ácido propiônico utilizado industrialmente 
isoladamente. Embora o sorbato de potássio 
seja o mais caro a combinação com ácido 
propiônico poderia reduzir 24,63% do custo 
deste último sozinho. Destaca-se ainda a 
combinação do ácido acético e sorbato de 
potássio, que representaria uma economia de 
70,19% para a indústria. Economia ainda mais 
vantajosa de 78,42% seria possível se aplicada a 
combinação de ácido acético e propiônico. O 
uso de compostos antimicrobianos em 
alimentos é resultante primeiramente de testes 
obtidos in vitro onde as condições do 
experimento são controladas. Há de considerar 

que estes valores são estimados e na escala 
industrial os ajustes são necessários, mas ainda 
assim, os valores são expressivos.  

 
Para aplicação de ácidos orgânicos 

como agentes antifúngicos em rações, há de se 
considerar os constituintes da ração que 
poderão interferir para que não haja a mesma 
redução de pH obtida nos testes in vitro.  O 
crescimento de bolores em alimentos depende 
de diversos fatores como a composição do 
produto, pH, atividade de água, temperatura, 
umidade relativa, presença e concentração de 
conservantes, bem como tempo de 
armazenamento[42]. Se armazenadas em locais 
com temperaturas e umidade relativa elevadas, a 
ração absorverá a água do ambiente, elevando 
sua atividade de água e umidade, 
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proporcionando condições favoráveis a 
proliferação fúngica. O uso de conservantes 
com ação antifúngica, poderá servir então de 
barreira para o controle dessas condições de 
armazenamento. 

 
 

CONCLUSÃO 
 

Os ácidos acético e propiônico 
apresentaram sinergismo in vitro quando 
combinados com sorbato de potássio no 
controle de Aspergillusflavus. As determinações 
da CIM e do ICFI se destacam, pois revelaram 
menores concentrações necessárias para 
controle fúngico, com possiblidade de redução 
de custos quando comparados a dose de ácido 
propiônico comumente aplicado na indústria.  
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