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RESUMO - Devido a preocupacdo com possiveis efeitos adversos a salde,
decorrente da utilizacdo de aditivos quimicos, hd& uma demanda por alimentos
seguros, que utilizem aditivos naturais. Neste contexto um bioconservador que tem
recebido atencdo sdo as bacteriocinas. Neste trabalho realizou-se a andlise de uma
bacteriocina obtida de Lactobacillus sakei, contra a micro-organismos patogénicos,
como Listeria monocytogenes (Gram-positivo) e Salmonella spp. (Gram-negativo) e
sua estabilidade quanto as concentracGes de cloreto sodio permitidas para utilizacdo
em queijos. O extrato livre de células foi submetido a concentragbes de O; 0,5; 1,0;
1,5 e 2,0% de NaCl, onde permaneceu por 1 h a uma temperatura de 7°C, o potencial
antibacteriano foi avaliado pelo método de microplacas. A bacteriocina sem nenhum
tratamento apresentou inibicao de 96,8+0,7% sob Salmonella spp. e 89,7+2,7% frente
a Listeria monocytogenes, constatando ainda estabilidade, sem alteracdo estatistica
nas concentracdes salinas testadas (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%), resultando em 96,3+0,6;
97,1+0,8; 90,2+6,3 e 97,6+0,6 para Salmonella spp. e 85,2+2,5; 85,1+0,6; 83,8+2,3 e
83,8+3,4 para Listeria monocytogenes. Apresentando-se uma bacteriocina com
alternativa viavel de bioconservante em produtos com até 2% de NaCl, maxima
concentracdo estudada até o0 momento.

Palavras-chave: Bioconservante. Listeria monocytogenes. Salmonella spp. Patogenos.
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1. INTRODUCAO

Devido a grande oferta de alimentos processados e com grande utilizagdo de aditivos
quimicos, surge a preocupacdo com possiveis efeitos adversos a saude e por consequéncia a
demanda por alimentos seguros e que ndo sejam submetidos a um processamento intenso,
visando assim uma alimentacdo saudavel e uma maior qualidade de vida (CASTRO et al., 2011).

Grande parte dos alimentos de origem vegetal e animal possuem uma curta vida de
prateleira, sendo muito suscetiveis a degradacdo microbiana. Por essa razdo em muitos produtos
sdo utilizados conservantes, os quais buscam impedir ou retardar a alteracdo dos alimentos
provocada por micro-organismos ou enzimas (BRASIL, 1997; NISINA, 2016). Em resposta a
possivel potencialidade de efeitos tdxicos de conservantes quimicos se tem a perspectiva de
substituicdo de aditivos sintéticos por naturais, que segundo Gerhardt et al., (2012) apresentam-se
como alternativas viaveis.

A utilizacdo de bactérias acido laticas (BAL) em alimentos fermentados € uma forma de
bioconservagéo devido a sua habilidade de produgdo de alguns compostos antimicrobianos como
as bacteriocinas que sdo de natureza proteica, possuindo acdo bacteriostatica ou bactericida sob
bactérias incluindo as patogénicas (DRECHSEL et al., 2011; FERREIRA, 2005;
KLAENHAMMER, 1993).

Comercialmente as Unicas bacteriocinas permitidas para utilizacdo em alimentos s&o, a
nisina, obtida a partir de Lactobacillus lactis subsp. Lactis, e a pediocina PA-1 produzida por
Pediococcus acidilactici, sendo comercializadas como Nisaplin™ e ALTA™ 2431,
respectivamente. Sendo que a nisina € a unica considerada pela FAO (Food and Agriculture
Organization) como sendo GRAS (Generally Regarded As Safe) com uso liberado como aditivo
alimentar para controle antimicrobiano. No Brasil é aprovada sua utilizacdo em preparados a base
de queijos fundidos e em queijos fundidos, e queijo pasteurizado na concentracdo maxima de
12,5 mg/kg (BRASIL, 1996; MAPA, 1997; ROSA; FRANCO, 2015).

A nisina é classificada com uma bacteriocina da classe | que se caracteriza como sendo
termoestaveil apresentando de 19 a 50 aminoacidos em sua estrutura e peso molecular inferior a 5
kDa (SILVA, 2007). Seu mecanismo de acdo se da pela despolarizacdo da membrana das células
alvo causando a formacdo de poros (LOPEZ et al., 2011). Possui especificadamente amplo
espectro bactericida para bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, ndo apresentando, contudo, atividade sob Gram-negativas, leveduras e bolores
(OLIVEIRA, 2015). No entanto, existem relatos de que estes patdgenos podem adquirir
resisténcia a esta bacteriocina uma vez que apresentam um mecanismo sinalizador da mesma e
em consequéncia um metabolismo de desintoxicacdo, com isso se tem a busca por novas
bacteriocinas, as quais apresentem um espectro de acdo mais amplo e eficaz (MARTINS, 2012).

Bromberg et al., (2006) relataram ainda, que a nisina ndo se apresenta ideal como
bioconservante por apresentar uma baixa solubilidade, sendo assim ndo possui uma distribuicdo
uniforme ao produto apresentando e por consequéncia um alimento com baixa estabilidade.

Estas estruturas bioativas podem ser encontradas em bactérias Gram-negativas, como as
colicinas obtidas de Escherichia coli, as quais foram as primeiras bacteriocinas descritas em 1925
por André Gratia e em bactérias Gram-positivas representado pelos lantibidticos produzidos pelas
bactérias do &cido lacticas (NASCIMENTO et al., 2008; RILEY; WERTZ, 2002). Lima (2002),
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constatou em seus estudos a efetividade de bacteriocinas obtidas de diferentes linhagens de
Zymomonas mobilis, apresentando atividade bacteriocinogénica sob diferentes cepas de E. coli
assim como Salmonella enteritidis e S. aureus. Bromberg et al. (2006), contataram efeito positivo
de uma bacteriocina obtida de Lactococcus lactis ssp. hordniae CTC 484 contra o
desenvolvimento de Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens e Enterococcus faecalis.

Diante da necessidade de busca por novas bacteriocinas que apresentem atividade
antibacteriana contra micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos assim como
estabilidade nas condicBes dos alimentos permitidos para sua utilizacdo objetivou-se a producéo
de bacteriocina a partir de uma cepa de Lactobacillus sakei previamente isolada de salame
italiano bem como seu efeito bacteriano sob Listeria monocytogenes (Gram-positivo) e
Salmonella spp. (Gram-negativo) e sua estabilidade quanto & concentragdes de cloreto de sddio
permitidas para utilizacdo em queijos.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao do extrato livre de células

O presente trabalho foi inteiramente desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e
Toxicologia de Alimentos na Universidade Federal do Pampa campus Bagé, onde inicialmente se
realizou a ativacdo da cepa de Lactobacillus sakei, a qual havia sido previamente isolada pelo
grupo de estudos e criopreservada a -14°C, essa reativacdo foi possivel a partir da utilizacdo de
caldo Man, Rogosa and Sharpe (MRS) a uma temperatura de 32°C e agitacdo de 150 rpm por um
tempo de 24 h, apds o processo de fermentacdo fez-se a centrifugacdo por 5500 rpm/15 minutos
para remocao das células, visto que as bacteriocinas sao compostos extracelulares, obtendo assim
o extrato livre de células (ELC).

2.2 Atividade antibacteriana

O potencial antibacteriano foi realizado frente a Salmonella (isolada de um alimento) e
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) a partir da metodologia descrita na NCCLS (2003) pelo
método de microplacas, a qual descreve uma adicao de 145 pL de caldo Miiller Hinton, 135 puL.
de extrato e 20 pL de cultura microbiana contaminante padronizada com aproximadamente
1,5x108 UFC/mL em cada pogo da microplaca. O crescimento microbiano foi avaliado pela
capacidade de turvacdo do meio, onde se utilizou-se de leitora de absorbancia a um comprimento
de onda de 630 nm, as leituras foram realizadas no tempo 0 e 16 h de incubacéo. Para avaliacéo
dos resultados foi considerada a diferenca da leitura inicial com a realizada ap6s 16h, onde que os
pocos com menor variacdo de leitura indicaram possivel acdo antimicrobiana do extrato sob os
micro-organismos, a diferenca destes chamou-se de porcentagem de inibicao.
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2.3 Estabilidade a cloreto de sédio

O ELC e a amostra controle foram submetidos a concentracGes de 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%
de cloreto de sodio, onde permaneceram nestas condi¢des por 1 h a uma temperatura de 7°C
conforme Camargo (2011). As concentragdes escolhidas referem-se ao contetdo de sal utilizado
em queijos, o qual segundo Perry (2003) varia de 0,5 a 2%, tendo em vista a utilizacdo de nisina
neste produto, considerou-se essas concentragdes de estudo. Como constatacdo da resisténcia as
concentracdes testadas, foram realizadas analises antibacterianas conforme descrito no item 2.2
sob 0s mesmos micro-organismos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da metodologia empregada se alcangou os resultados apresentados na Tabela 1,
onde se constatou a inibi¢cdo no desenvolvimento de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes,
na concentracdo de 0% de cloreto de sddio, ou seja, 0 extrato sem nenhum tratamento preliminar,
apresentando uma alta porcentagem de inibicdo em ambos 0s micro-organismos testados.
Resultado promissor, uma vez que na grande maioria das bacteriocinas analisadas pela literatura,
ndo se tem resultados positivos sob as duas estruturas de parede celular conhecidas (Gram-
negativa e Gram-positiva). Barbosa (2013), por exemplo, ao utilizar uma bacteriocina produzida
por “Lactobacillus sakei MBSal” ndo observou atividade inibitoria ao desenvolvimento de
Escherichia coli em seus estudos, obtendo, contudo, resultado positivo contra diversas cepas de
Listeria monocytogenes analisadas.

Tabela 1 — Porcentagem de inibicdo do ELC submetido a diferentes concentrac@es de cloreto de sédio
frente a microbiota testada

0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0%
Salmonella spp. 96,8+0,7% 96,3+0,6° 97,1+0,8* 90,2+6,3* 97,6+0,6%
Listeria monocytogenes  89,7+2,7% 85,2+2,5* 85,1+0,6 83,8+2,3% 83,8%£3,4%
controle Né&o apresentou indicios de inibicdo

Nota: Letra iguais na linha representam valores de inibicdo sem diferencas significativas com p<0,05, em
teste Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autores (2018).

Pegoraro et al. (2016), avaliaram o espectro de acédo de bacteriocinas produzidas por 36
diferentes cepas de BAL isoladas de 6 diferentes queijos coloniais, sendo que apenas 5 das
bacteriocinas analisadas apresentaram inibicdo sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
simultaneamente. Rosa (2001) analisou a atividade de uma bacteriocina produzida por uma cepa
de Lactobacillus sake 2a, isolada de linguica frescal, onde constatou o efeito bactericida contra
Listeria monocytogenes porém ao analisar seu efeito sob Escherichia coli O157H7 ndo obteve
resultados satisfatorios.

Assim como ilustrado na Tabela 1, pode-se perceber que o extrato ndo apresentou
alteracdo estatistica na porcentagem de inibicdo de ambos micro-organismos quando submetido
aos tratamentos, constatando que a bacteriocina se mostrou resistente as concentracoes de cloreto
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de sddio usadas, ndo alterando sua efetividade. Percebe-se também que a amostra controle (caldo
MRS nas concentraces de NaCl analisadas) ndo apresentou indicios de inibicdo, o que vai de
acordo com Hoffmann (2001) que relata que Listeria monocytogenes e Salmonella spp.
conseguem se desenvolver em concentracdes em média de até 15% e 8% de cloreto de sddio
respectivamente, ressaltando que a concentracao de sal utilizada por si s6 ndo acarretou para com
0s resultados obtidos, sendo responsabilidade apenas da ag¢éo do ELC.

Camargo (2011) também obteve resultados satisfatorios quanto a resisténcia de 7 isolados
de BAL produtoras de bacteriocina nas concentragfes de 0, 1, 2, 3, 4 e 5% de NaCl, nas mesmas
condicdes de tempo e temperatura apresentadas neste trabalho. Poffo e Silva (2011) analisaram
BAL isoladas de pescado marinho quanto a resisténcia em diferentes concentragdes de sal,
constatando que Lactobacillus homohiochii e Lactobacillus mesenteroides resistiram a
concentragOes de 5% de NaCl no meio e Lactobacillus intestinalis tolerou uma concentragéo de
7,5%, evidenciando que ndo somente algumas bacteriocinas obtidas de Lactobacillus como
também os proprios micro-organismos produtores destas, apresentam-se com tolerancia a meios
salinos, podendo assim ter uma atuacdo no prolongamento da vida atil de alimentos desta
natureza.

O estudo de resisténcia a concentracdo de sal é relevante devido ao crescimento
microbiano se manter muitas vezes afetado em determinadas concentracGes, sendo importante a
estabilidade de micro-organismos produtores de bacteriocinas assim como as proprias, pois
devem permanecer na sua forma viavel durante o periodo de armazenagem do alimento, uma vez
que alguns micro-organismos patogenos, podem se desenvolver em algumas concentracdes
salinas, os bioconservantes devem se apresentar estdvel a estas concentracfes para que
permanecam atuando como inibidores (FURTADO, 1991).

Sendo assim a bacteriocina obtida no presente trabalho apresenta grande potencial
antagbnico ao desenvolvimento das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa testadas,
apresentando-se como uma alternativa viavel de bioconservante em produtos com até 2% de
NaCl, méaxima concentracdo estudada até 0 momento.

4. CONCLUSAO

Através das andlises realizadas constatou-se que a bacteriocina obtida da cepa de
Lactobacillus sakei estudada, apresenta-se como uma boa alternativa de bioconservante, uma vez
que exibe atividade antibacteriana frente a micro-organismos patdgenos, tanto Gram-negativo
como Gram-positivo, exibindo uma inibicdo de 96,8+0,7% sob Salmonella spp. e 89,7+2,7%
frente a Listeria monocytogenes. Foi constatado ainda a estabilidade, sem alteracdo estatistica nas
concentracdes salinas testadas (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%), resultando em 96,3+0,6%; 97,1+0,8%);
90,2+6,3% e 97,6+0,6% para Salmonella spp. e 85,2+2,5%; 85,1+0,6%; 83,8+2,3% e 83,8+£3,4%
quando o extrato foi analisado sob Listeria monocytogenes, constatando assim o potencial da
bacteriocina em atuar como bioconservante em produtos com até 2% de NaCl, que é a maxima
quantidade permitida para adicdo em queijos.
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