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RESUMO

Com o aumento da consciéncia da humanidade com relacdo a saude e alimentacdo, a
populagdo vem procurando consumir alimentos naturais com pouco ou nenhum uso de
conservantes quimicos, mas que atendam as exigéncias de qualidade e seguranca. Com esse
viés, 0 emprego de bacteriocinas na conserva¢do do produto vem ganhando espaco nesse
nicho, principalmente no combate de micro-organismos patogénicos que Sdo 0s principais
causadores de intoxicagOes alimentares. Nesse contexto, a utilizacdo das bacteriocinas é
interessante por possuir um apelo natural e por sua ja comprovada atividade antimicrobiana
contra uma vasta gama de micro-organismos. Assim, neste trabalho objetiva-se analisar uma
bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei, isolada de salame italiano, quanto a
estabilidade com respeito ao pH e temperatura, bem como sua aplicagdo em um produto
alimenticio. Para tanto, foi feita uma analise de estabilidade da bacteriocina frente a variacdes
de pH e temperatura, através de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22. Foi
feita uma andlise in vitro com 0s micro-organismos S. aureus e E. coli, Salmonella e Listeria
monocytogenes para posterior aplicagdo no alimento. Escolheu-se como objeto da avaliagédo o
queijo Minas Frescal, dado a sua alta perecibilidade. Foram feitas 3 formulacGes de queijo,
uma adicdo da bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei, outro contendo nisina e um
queijo controle, sem adicdo de conservantes. O queijo produzido seguiu as boas praticas de
fabricacdo e para sua formulacdo optou-se por utilizar leite cru, adquirido de produtores
locais. Como resultado, através do DCCR foi possivel observar que os tratamentos 3 (pH 4,6
e T86 °C), 4 (pH 7,0 e T86°C), 6 (pH 7 e T52°C), 8 (pH5,9 e T100°C) e o ponto central 11
(pH 5,9 e T52°C) nédo apresentaram diferenca significativa com média de aproximadamente
100 % de inibicédo frente ao patdgeno Staphylococcus aureus, observou-se ainda que para esse
micro-organismo 0s pontos centrais e o tratamento 6 ndo apresentaram diferengas com
p>0,05. J& para o patdgeno Escherichia coli, os tratamentos 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11 ndo
apresentaram variacOes significativas com média de inibi¢cGes proximas a 100%. llustrando a
maior estabilidade da bacteriocina a temperaturas mais elevadas e pH mais proximos a
neutralidade. Nas andlises in vitro observou-se que o tempo de fermentacdo da BAL interfere
na concentracdo da bacteriocina, porem foi eficiente na inibicdo dos micro-organismos
testados. Quanto as analises de estabilidade microbiolégica dos queijos, a bacteriocina
utilizada no estudo apresentou acdo inibitéria diminuindo a contagem de estafilococos
coagulase positiva no primeiro dia de armazenamento em aproximadamente 78,85% da
contaminagdo inicial. Mostrando-se eficiente como conservante e sem diferencgas
significativas com p>0,05 em relacéo a utilizacdo de nisina (bacteriocina comercial). Assim,
conclui-se que a bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei isolado de salame italiano
apresenta efeito positivo na inibicdo de patégenos como S. aureus e E. coli, Salmonella e
Listeria monocytogenes. Conclui-se, ainda, que a bacteriocina tem agdo potencial para uso
como conservante natural em alimentos, como queijos, reduzindo a contagem de estafilococos
coagulase positiva em aproximadamente 78,85% da contaminagdo inicial. A bacteriocina
também apresentou estabilidade a elevadas temperaturas e pH préximo ao neutro, mostrando
que pode ser utilizada em alimentos que recebam tratamento térmico.

Palavras-Chave: Compostos bioativos; Antimicrobiano natural; Analise de Estabilidade;

Bioconservagédo de produto alimenticio.



RESUMEN

Con el aumento de la conciencia de la humanidad con relacion a la salud y alimentacion, la
poblacion viene tratando de consumir alimentos naturales con poco o ningdn uso de
conservantes quimicos, pero que atiendan a las exigencias de calidad y seguridad. Con ese
sesgo, el empleo de bacteriocinas en la conservacion del producto viene ganando espacio en
ese nicho, principalmente en el combate de microorganismos patdgenos que son los
principales causantes de intoxicaciones alimentarias. En este contexto, la utilizacion de las
bacteriocinas es interesante por poseer un atractivo natural y por su ya comprobada actividad
antimicrobiana contra una amplia gama de microorganismos. Asi, en este trabajo se pretende
analizar una bacteriocina producida por Lactobacillus sakei, aislada de salame italiano, en
cuanto estabilidad con respecto al pH y temperatura, asi como su aplicaciéon en un producto
alimenticio. Para ello, se realiz6 un andlisis de estabilidad de la bacteriocina frente a
variaciones de pH y temperatura, a través de Delineamiento Compuesto Central Rotacional
(DCCR) 22. Se realizd un analisis in vitro con los microorganismos S. aureus, E. coli,
Salmonella y Listeria monocytogene para su posterior aplicacion en el alimento. Se eligi6
como objeto de la evaluacion el queso Minas Frescal, dado a su alta perecibilidad. Se
realizaron 3 formulaciones de queso, una adicién de la bacteriocina producida por
Lactobacillus sakei, otra conteniendo nisina y un queso control, sin adicion de conservantes.
El queso producido sigui6 las buenas précticas de fabricacion y para su formulacién se opt6
por utilizar leche cruda, adquirida de productores locales. Como resultado, el DCCR mostro
que los tratamientos 3 (pH 4,6 y T86 ° C), 4 (pH 7,0y T86 ° C), 6 (pH 7y T52 ° C), 8 (pH5,9
y T100) (C) y el punto central 11 (pH 5,9 y T52 ° C) no presentaron diferencia significativa
con un promedio de aproximadamente el 100% de inhibicion frente al patogeno
Staphylococcus aureus, se observd que para este microorganismo los puntos centrales y el
tratamiento 6 no presentd diferencias con p <0,05. Para el patégeno Escherichia coli los
tratamientos 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11 no presentaron variaciones significativas con promedio de
inhibiciones cercanas al 100%. llustrando la mayor estabilidad de la bacteriocina a
temperaturas mas elevadas y pH mas cerca de la neutralidad. En los analisis in vitro se
observo que el tiempo de fermentacion de la BAL interfiere en la concentracion de la
bacteriocina, pero ésta fue eficiente en la inhibicion de los microorganismos probados. En
cuanto a los analisis de estabilidad microbioldgica de los quesos, la bacteriocina utilizada en
el estudio presentd accion inhibitoria disminuyendo el recuento de estafilococos coagulasa
positiva en el primer dia de almacenamiento en aproximadamente el 78,85% de la
contaminacion inicial. La bacteriocina, se muestra eficientes como conservantes y sin
diferencias significativas con p <0,05 en relacion al uso de nisina (bacteriocina comercial).
Asi, se concluye que la bacteriocina producida por Lactobacillus sakei aislado de salami
italiano, presenta un efecto positivo en la inhibicion de patégenos como S. aureus y E. coli,
Salmonella y Listeria monocytogenes. Se concluye también que la bacteriocina tiene accion
potencial para uso como conservante natural en alimentos, como quesos, reduciendo el
recuento de estafilococos coagulasa positiva en aproximadamente el 78,85% de la
contaminacion inicial. La bacteriocina también present6 estabilidad a altas temperaturas y pH
cerca del neutro, mostrando que puede ser utilizada en alimentos que reciban tratamiento
térmico.

Palabras clave: Compuestos bioactivos; Antimicrobiano natural; Andlisis de Estabilidad;
Bioconservacion de producto alimenticio.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, os casos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) vém
aumentando significativamente. O Ministério da Saude (MS) atribui esses dados a alguns
fatores como o crescente aumento da populacéo, o processo de urbaniza¢do desordenado e a
necessidade de producdo de alimentos em grande escala, o deficiente controle de 6rgdos
publicos e privados quanto a qualidade dos alimentos que séo ofertados a populagéo, entre
outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Essas doencas sdo infeccdes ou intoxicagdes
causadas por bactérias ou seus metabdlitos, parasitas, virus ou toxinas (COSTA, 2016). A
grande maioria dos agentes etioldgicos causadores dessas doencas ndo sao identificados,
contudo, dentre os casos que ocorreram no Brasil no periodo de 2000 a 2015 os micro-
organismos Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram os mais
comumente encontrados, com uma parcela de 28,3% dos casos apontados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016a).

A populacdo vem procurando consumir mais alimentos naturais, minimamente
processados e sem aditivos quimicos, esse fato se da pelo estilo de vida das pessoas que esta
mudando, ao maior esclarecimento do consumidor sobre 0s conservantes quimicos e a busca
por uma alimentacgdo saudavel. Sdo de conhecimento publico as alergias, as intoxicagdes e 0s
estudos sobre os efeitos dos conservantes quimicos, principalmente os carcinogénicos, além
dos casos de DTA. Assim, observa-se a necessidade de tecnologias alternativas na
conservacao de alimentos, principalmente no combate de micro-organismos patogénicos, que
apresentem a mesma eficadcia dos métodos convencionais, porém com a utilizacdo de
substancias naturais que ndo alterem as caracteristicas do alimento. Nesse contexto, a
utilizacdo de bacteriocinas é interessante por possuir um apelo natural e por sua ja
comprovada atividade antimicrobiana contra uma vasta gama de micro-organismos (SOUZA,
2010).

As bacteriocinas compreendem um diverso e amplo grupo de peptideos sintetizados
ribossomicamente por bactérias, como as bactérias acido lacticas (BAL), assim, essas tem
recebido uma atengé@o especial por se tratar de um composto naturalmente encontrado em
alguns alimentos (FILHO, 2010).

As BAL sdo consumidas pela populagdo ha muitos anos em produtos fermentados, nos
quais sdo adicionadas para a melhora das carateristicas sensoriais e para aumento da
seguranca do produto (SCHNEIDER, 2016).
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Na fabricagdo de queijos maturados, a adicdo de culturas fermentadoras € uma etapa
essencial, pois desenvolve sabores e aromas durante a fase de fermentacdo e maturagdo que
sdo desejaveis no produto final. Além dessas, as culturas antagonistas ou culturas protetoras
sdo adicionadas com intuito de inibir o desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis,
aumentando assim a vida de prateleira do produto, porém sem alterar suas caracteristicas
sensoriais (VIEIRA, 2011).

O queijo é um meio de conservacdo do leite, pois sdo gastos em meédia 10 L para
produzir 1 kg de queijo, que ainda ¢ uma forma féacil de consumo das propriedades nutritivas
do leite. Por suas vantagens nutritivas e de alta digestibilidade, o queijo possui grande
importancia nos habitos alimentares da populacdo brasileira (MARTINS; MOURA, 2010),
porém os queijos tipo Minas Frescal, por exemplo, sdo produtos altamente pereciveis, mesmo
em condicdes de refrigeracdo porque apresentam uma altissima umidade (MAPA, 2004) e
caracteristicas nutricionais favoraveis ao crescimento microbiano. E um alimento produzido
muitas vezes de forma artesanal e varios micro-organismos como Salmonella,
Listeriamonocytogenes, Escherichia coli enteropatogénica e Staphylococcus aureus séo
comumente encontrados no produto e podem estar associados a negligéncias de préaticas de
higiene. O S. aureus é o patdgeno mais preocupante, j& que tem uma maior incidéncia em
queijos. Apesar do micro-organismo nao ser termoestavel, suas enterotoxinas A, B, C, D, E
sdo, de modo que ndo sdo destruidas durante o processo de pasteurizacdo ao qual o leite é
submetido antes da producdo do queijo. Essas toxinas podem causar acdo emética e diarreica
em humanos (MARTINS, 2012).

Para o controle desses patdgenos uma das alternativas seria a utilizacdo de culturas
starters que alterariam as caracteristicas intrinsecas do produto impedindo o seu
desenvolvimento. O Regulamento Técnico MERCOSUL de Identidade e Qualidade de
Queijos Minas Frescal (MERCOSUL, 1996a) indica a utilizag&o da bacteriocina nisina como
agente conservante, mas em baixas concentracbes do composto 0 patdgeno pode se tornar
resistente (MARTINS, 2012). Assim, justifica-se 0 estudo na busca por outras bacteriocinas
que inibam o crescimento de S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e Salmonella e que
permanecam inertes a alteragdes do alimento como alteracbes de pH, variagdes de
temperatura e concentracdes de sais, esta pesquisa se mostra uma promissora estratégia no
controle de micro-organismos e na garantia da qualidade de alimentos.

As bacteriocinas produzidas por BAL sdo uma alternativa em pesquisas com 0 uso de
conservantes naturais, pelo seu ja comprovado potencial antimicrobiano. Nessa perspectiva,

objetiva-se analisar uma bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei, isolada de salame


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=638&q=culturas+starters&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjw-tnt3ZDTAhXPqZAKHc70DjoQvwUIFygA
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italiano (pelo grupo de pesquisa) quanto a estabilidade em relacdo ao pH e a temperatura, bem

como sua aplicabilidade em um produto alimenticio. Como objetivos especificos para este

trabalho o foco serd em:

e Determinar a estabilidade térmica e de pH, empregando temperaturas e pHs utilizados
industrialmente nos processamentos de alimentos, através de um DCCR 22

e Adicionar a bacteriocina obtida como conservante durante a elaboracdo de queijo Minas
Frescal;

e Realizar o controle da carga microbiana inicial e a estabilidade microbiana dos queijos
produzidos com o uso da bacteriocina estudada neste trabalho, tendo como controles um

queijo sem adicéo de bacteriocina e outro com adicdo de bacteriocina comercial (nisina).
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2REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas transmitidas por alimentos (DTA)

As DTA sdo um problema de saude publica, pois sdo transmitidas através de
alimentos e/ou &gua e podem ser causadas por bactérias, virus, parasitas, toxinas,
prions, agrotoxicos, produtos quimicos e metais pesados. O quadro clinico varia muito
em relacdo ao agente etiologico envolvido, alguns podem causar um desconforto
abdominal ou, em quadros mais graves, levar a uma desidratacdo grave, diarreia
sanguinolenta e insuficiéncia renal aguda (MINISTERIO DA SAUDE, 2016b).

Segundo a Centers for disease control and prevention (CDC), sdo conhecidas e
ja foram descritas mais de 250 DTA, na sua maioria doencas infecciosas causadas por
variedades de bactérias, virus e parasitas. Os sintomas clinicos mais comuns sao
nauseas, vomitos e diarreias que costumam aparecer apos de 2-3 dias do consumo do
alimento contaminado, na maioria dos individuos (CDC, 2016).

O Ministério da Salde destaca alguns fatores que contribuem para o crescente
ndmero de emergéncias com DTA no mundo, tais como o crescente aumento da
populacdo, a existéncia de grupos mais vulneraveis, o processo de urbanizagdo
desordenado e a necessidade de producéo de alimentos em grande escala, o deficiente
controle de o6rgaos publicos e privados quanto a qualidade dos alimentos que sdo
ofertados a populacdo. Outro fator como um crescente aumento no consumo de
alimentos a pronta entrega (fast foods), o consumo de alimentos em vias publicas, o
aumento do uso de aditivos e a mudanca de habitos alimentares, sem deixar de
considerar as mudancas ambientais, a globalizacéo e a facilidade em deslocamento da
populacdo, podem acarretar um numero significativo de possibilidades para
ocorréncias de DTA (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Um estudo do Ministério da Saude (2016b) sobre surtos de doencgas transmitidas
por alimentos no Brasil no periodo de 2007 a 2016 ilustra que, em de 66,9% dos casos
de DTA, o alimento responsavel pela intoxicagdo ndo é identificado. Entretanto, o
Ministério aponta que alimentos mistos séo responsaveis por 8,9% dos casos, seguido
de agua, ovos e produtos a base de ovos, leite e seus derivados, (com porcentagem de
2,7%). O mesmo estudo mostra, ainda, que as regides sudeste e sul sdo as mais
afetadas com esses episodios de surtos alimentares, 43,6 e 24,6% respectivamente, dos

casos em todo Brasil.
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Dentre os dados analisados pelo Ministério da Salde nesse periodo, cerca de
90% dos casos de surtos alimentares sdo causados por bactérias, entre as quais
Escherichia coli e Salmonella, com aproximadamente 7,3%, seguidas de S. aureus
(5,7%). Contudo, em de 70,5% dos casos 0 micro-organismo causador da doenca néo
é identificado (MINISTERIO DA SAUDE, 2016b).

A producdo de alimentos seguros que atendam as exigéncias legais e as
expectativas dos consumidores vem se tornando um desafio para os produtores. As
industrias visam a producdo de alimentos indcuos e que apresentem uma elevada vida
de prateleira, é de seu interesse a satisfacdo do cliente, visto que prezam pela salde e
que sdo conscientes dos possiveis efeitos dos aditivos sintéticos que estdo sendo
utilizados para conservacdo de alimentos. Assim, a demanda por produtos de
qualidade, livres de conservantes quimicos e com uma elevada vida de prateleira, tem
se tornado uma busca cada vez mais pertinente (MACHADO; BORGES; BRUNO,
2011).

2.2 Contaminacdes microbianas em produtos lacteos

O leite e seus derivados merecem uma atencdo especial dos Orgdos de
fiscalizacdo sanitaria, porque sdo altamente pereciveis e largamente consumidos pela
populacdo, principalmente por criancas. A contaminacdo desses produtos pode ser
proveniente do leite in natura contaminado por bactérias ou ainda por contaminagdes
referentes ao transporte até a usina beneficiadora, nos entrepostos, apdés a
pasteurizacdo ou durante a manipulacdo pelo préprio consumidor. No caso de a
contaminagdo estar presente nos derivados de leite, ainda pode ser proveniente da
manipulagdo durante o processamento (BALBANI; BUTUGAN, 2001).

A utilizacdo de leite cru e sem a adicdo de fermento lacteo para a producgéo de
queijo artesanal fornece ao produto uma diversidade microbiana indesejada
proveniente da flora microbiana original da matéria-prima e mesmo das condi¢Ges
higiénico-sanitarias a que esteve submetido. Assim, caracteriza-se um perigo aos
consumidores, pois além de micro-organismos deteriorantes podem ainda estar
presentes  micro-organismos  patogénicos como  Listeria  monocytogenes,
Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp. (MENEZES et. al., 2009;
ZAFFARI et al., 2007).
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Estudos apresentam as graves causas de intoxicagdo por esses micro-
organismos como o caso ocorrido na Finlandia entre os anos de 1998 e 1999 no qual
um surto de L. monocytogenes encontrada em manteiga, causou a morte de 4 pessoas
das 80 identificadas com doenca causada pela bactéria. Assim como 0 caso nos
Estados Unidos, em 2007, em que a bactéria foi isolada em leite pasteurizado levando
a morte trés em cada cinco pessoas infectadas (BRUNO et al., 2009; SILVA et al.,
1998).

A presenca de micro-organismos patogénicos como E. coli, Salmonella,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus coagulase positiva em alimentos indica
deficiéncias de higiene no procedimento e nas etapas de poés-producdo. Nessas
condicdes, alguns produtos como manteiga e queijos sdo caracterizados como
improprios ao consumo humano, com base nos padrées microbioldgicos vigentes na
Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2001; FONSECA et al., 2016). Todavia, por
dificuldade ou falta de fiscalizacbes sanitarias os produtos continuam sendo
comercializados podendo se tornar um problema de saude plblica (APOLINARIO;
SANTOS; LAVORATO, 2014).

As bactérias do grupo coliformes, sendo totais a 35°C ou termotolerantes a
45°C (Escherichia coli), Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Staphylococcus
coagulase positiva sdo 0s principais responsaveis por contaminagdes presentes em
queijos frescos (FRANCO; LANDGRAF, 2008, APOLINARIO et al., 2014).

2.2.1 Escherichia coli

Essa bactéria caracteriza-se por ser um bastonete Gram-negativo, aerébio ou

anaerdbio facultativo, ndo formadora de esporo, desenvolve-se em temperaturas de
7°C a 45°C. Conforme Jay (2005), pode ser dividida em cinco grupos com base nas
caracteristicas das doengas causadas, apresentando-se como E. coli enteroagregativas,
E. coli enteropatogénicas, E. coli enterotoxigénicas, E. coli enteroinvasivas e E. coli
enterohemorragicas. O biosorogrupo patogénico de E. coli é importante indicador de
contaminagdo fecal recente, pois ndo é considerado como integrante da microbiota
natural, mostrando assim a presenca de patdgenos intestinais nos alimentos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; GAVA et al., 2008; JAY, 2005).

As doencas causadas geralmente sdo limitadas a superficie da mucosa podendo
se disseminar pelo organismo (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Entre os principais

sintomas causados pelo consumo de alimentos contaminados destacam-se diarreias,
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vomitos, febre e eliminacdo de sangue nas fezes, o ultimo sintoma tem gerado grande
preocupacdo por ser ocasionado, grande parte das vezes, por cepas de E. coli
O157:H7, a qual pertence ao grupo das E. coli enterohemorragica, seus sintomas
podem levar a morte principalmente de criancas (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
RIBEIRO et al., 2006).

2.2.2 Staphylococcus aureus

Apresentam-se na forma de cocos Gram-positivos, podendo ocorrer sozinhos
ou agrupados em pares ou cadeias irregulares, aerdbios facultativos, coagulase
positiva, catalase positiva, oxidase negativa, redutores de nitratos, ndo formadores de
esporos, com temperatura 6tima de crescimento na faixa entre 30 a 37°C, porém
desenvolvem-se em temperaturas de 10 a 48°C e sdo capazes de se multiplicar em
concentragdes de 7,5% a 20% de cloreto de s6dio (GAVA et al., 2008).

Trata-se de uma das espécies de maior interesse na microbiologia de alimentos
por provocar intoxicacdes de origem alimentar bastante frequentes, algumas cepas tém
a capacidade de produzir enterotoxinas termoestaveis em condicBes de temperatura de
10 a 48°C, pH de 4,5 a 9,6, e desenvolvem-se ainda em valores de atividade de agua
de 0,83 e 0,99. Esse micro-organismo é comum nas mucosas nasal e oral do homem e
de certos animais, chegando ao alimento principalmente devido as falhas na higiene
pessoal e durante a manipulacdo do alimento (APOLINARIO; SANTOS;
LAVORATO, 2014; GAVA et al., 2008; NETO, 2002).

As intoxicagOes alimentares causadas por estafilococos sdo uma das principais
DTA no mundo e sdo causadas pela ingestdo de enterotoxinas pré-formadas nos
alimentos (FERREIRA, 2015). As enterotoxinas estafilococica sdo altamente estaveis
ao calor assim como sdo resistentes a acdo de proteases gastrointestinais como a
pepsina e a tripsina, 0 que garante sua integridade durante a passagem pelo sistema
gastrointestinal. Essa resisténcia a temperatura faz com que essas enterotoxinas nao
sejam destruidas com o processo de coccdo padrdo, contudo o processo de
pasteurizacdo destroi as células biologicamente ativas de S. aureus, 0 que ndo acontece
no caso das enterotoxinas ja formadas (FRANCO; LANDGRAF, 2008; ASAOQ et al.,
2003).

Os principais sintomas da intoxicacdo sdo nauseas, voOmitos, cdlicas
abdominais, diarreia, dores de cabeca e queda de presséo e, em casos mais graves, a

hipotermia e a sindrome do choque tdxico. Esses sintomas surgem cerca de seis horas
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ap6s o consumo do alimento contaminado e podem durar de 24 a 48 horas
(CHAPAVAL et al., 2008; JAY, 2005).

2.2.3 Salmonella spp

S@o bastonetes Gram-negativos, exibem motilidade, ndo esporulados, néo
encapsulados, ndo fermentam a lactose, crescem em temperatura 6tima de 37°C e pH
em torno de 7, sdo aerdbias facultativas e produzem gas durante a fermentacdo da
glicose (FRANCO; LANDGRAF, 2008; APOLINARIO et al., 2014). Esse micro-
organismo € um dos principais causadores de enfermidades causadas por alimentos
que sdo contaminados durante o processamento da matéria prima ou por mas
condicdes higiénico-sanitarias do ambiente ou ainda por contaminagdes cruzadas
através de equipamentos ou manipuladores (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005).

Dentre as subclasses da Salmonella encontra-se a subclasse entérica, na qual
estd a Salmonella typhi, que causa a febre tifoide, caracterizada por febre continua e
grave hemorragia intestinal, que se ndo for tratada pode ser fatal. De modo geral,
outros sorotipos de Salmonella causam em adultos apenas uma enterocolite, mas em
criangas apresenta efeitos mais graves (NOGUEIRA, 2009).

A legislacéo brasileira estabelece a necessidade de auséncia de Salmonella nos
alimentos (BRASIL,2001). Os estudos de Feitosa (2009) mostraram a presenca de
Salmonella em 9% das amostras de queijo coalho e 15% nas amostras de queijo
manteiga analisadas, assim a presenca dessa bactéria nos produtos os classifica como
impréprios ao consumo. Igualmente, como os estudos de Borges (1990) indicaram que
a bactéria se manteve estavel em queijos contaminados por longos periodos, o que

ressalta a importancia do controle microbioldgico desses produtos.

2.2.4 Listeria monocytogenes

Estas bactérias sdo bacilos ou coco bacilos, Gram-positivos que podem
apresentar didmetro de 0,5 a 2 um, ndo formadores de esporos, catalase positiva,
oxidase negativa, crescem em condicdes de aerobiose, anaerobiose e em condicdes de
até 10% de CO,, multiplicam-se em amplas faixas de temperatura, crescendo em
condicOes de refrigeracdo, em temperaturas entre 1 e 45°C, porém com temperatura
Otima de crescimento de 30 a 37°C. Nao apresentam alta resisténcia a tratamentos

térmicos, sendo facilmente eliminadas durante a pasteurizacdo do leite, porém fatores
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como pH e concentracOes elevadas de NaCl ndo impedem o seu desenvolvimento
(BARRANCELLLI, 2011; GAVA et. al., 2008).

A ingestdo desse micro-organismo pode levar a casos de infec¢bes alimentares,
denominadas listeriose, caracterizadas principalmente por septicemia, meningite e
meningoencefalite, nos casos mais graves com indice consideravel de mortes em casos
ndo tratados. Em casos de mulheres gravidas a listeriose pode afetar a placenta e o
feto, levando ao aborto. Assim, esse micro-organismo desperta uma atencdo especial
das autoridades responsaveis do controle sanitario e dos pesquisadores, visando novos
conhecimentos que contribuam para o controle e possivel reducdo dos casos de surtos
(KABUKI, 2004).

Esse micro-organismo ja foi encontrado em leite cru, queijo mole, carnes frescas
ou congeladas, frango, frutos do mar e produtos vegetais (JAY, 2005). Véarios casos de
listeriose no mundo j& foram relatados, dentre os quais um surto em Massachusetts
envolvendo cinco pessoas, que causou a morte de trés idosos, associado ao consumo
de leite pasteurizado (CDC, 2008). Na Suécia, em 2001, 48 pessoas apresentaram
gastrenterite ap6s o consumo de queijo fresco preparado com leite cru, foi constatada a

causa por contaminacdo por L. monocytogenes (CARRIQUEMAS et al., 2003).

2.3 Conservantes de alimentos

Os alimentos podem ser contaminados por uma enorme variedade de micro-
organismos que podem ser provenientes do solo, &gua, utensilios, do trato
gastrointestinal de homens e animais, dentre outros meios de contaminagéo.
Destacam-se 0s micro-organismos deteriorantes que podem causar alteragdes
guimicas, pois durante sua atividade metabdlica utilizam os compostos dos alimentos
como fonte de energia comprometendo a qualidade sensorial (aparéncia, odor, sabor,
textura) do produto; e 0s micro-organismos patogénicos que contaminam o alimento
por vias externas, causando no individuo que consumir o alimento contaminado
infeccdes ou intoxicagdes (OS CONSERVANTES..., [2016]).

Grande parte dos alimentos sdo naturalmente pereciveis e necessitam de algum
agente que durante o processamento, 0 armazenamento e a distribuigdo o protejam da
deterioracdo microbiana (MACHADO; BORGES; BRUNO,2011). Nesse sentido, o
uso de conservantes tem sido uma alternativa para prolongar a vida de prateleira de

muitos produtos, como por exemplo os sais de cura (como 0s nitritos e nitratos de
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sodio e de potassio) que sdo largamente utilizados no processamento de produtos
carneos, pois além de conservantes contra bactérias, auxiliam na fixacdo de cor e na
cura do produto (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005), contudo esses compostos ja
foram identificados como possiveis carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos pela
presenga das nitrosaminas formadas durante o processamento dos alimentos
(CAMARA, 2006).

Por tais motivos e por diversos casos de alergias e intoxicaces geradas por
agentes quimicos utilizados na conservacao de alimentos, estes vem recebendo aversao
por parte do mercado consumidor (MOREIRA et al., 2005). Assim, o Codex
Alimentarius estabelece para a maioria dos aditivos alimentares uma dose de ingestao
diaria aceitavel, com o objetivo de diminuir a utilizacdo de aditivos a niveis essenciais
para o efeito esperado (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011).

Os conservantes quimicos ou agentes quimicos de conservacdo exercem a
funcdo de causar danos a microbiota contaminante presente com o intuito de inibir ou
retardar alteracGes provocadas por elas, por enzimas e ainda por agentes fisicos. Esses
agentes quimicos podem ser utilizados individualmente ou ainda associados a métodos
fisicos (GAVA et al., 2008). Para a escolha correta do agente antimicrobiano a ser
utilizado é necessario se levar em conta o0 espectro antimicrobiano alvo, as
caracteristicas quimicas e propriedades fisicas do alimento, as condicdes de
armazenamento e de controle da qualidade do alimento (AGENTES..., 2010).

Dentre os mais importantes conservantes quimicos destacam-se 0s seguintes:
acido benzoico e parabenos, acido sérbico e citrico, os propionatos, diéxido de enxofre
e sulfitos, nitratos e nitritos e outros (JAY, 2005). Segundo Cotter et al. (2005), o
consumo excessivo de alimentos conservados quimicamente pode provocar
perturbagdes no equilibrio fisiolégico do ser humano, por esse e por outros fatores
como o estilo de vida, a populacdo tem optado por consumir mais alimentos naturais,
ou com o minimo de processamento possivel.

Alguns alimentos, mesmo em seu estado natural, apresentam atividade
antimicrobiana pela presenga de agentes conservadores. Alguns exemplos como é o
caso do leite fresco, no qual sdo encontradas enzimas lactoperoxidases que apos
reagirem ao tiocianato na presenca de perdxido de hidrogénio formam compostos
antimicrobianos, assim como outros alimentos como peixes, ovos e leite (que contém a
lisozima, a qual causa a degradacdo da parede celular e lise celular microbiana em

solugdes hipotdnicas) e outros alimentos que apresentam compostos antimicrobianos
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naturais. Ainda podem ser considerados conservantes naturais as especiarias como
cravo da india, canela, tomilho (JACXSENS et al., 2002). Alguns micro-organismos
produzem substancias inibidoras ou letais a outros organismos que podem também
estar presentes naturalmente em alimentos, dentre as quais destacam-se as
bacteriocinas, o peroxido de hidrogénio e os acidos organicos (JAY, 2005).

Estudos apontam as bacteriocinas produzidas por BAL como um interessante
composto a ser utilizado devido a seu potencial de bioconservacdo podendo atuar no
aumento da vida de prateleira de produtos industrializados, suprindo a adicdo de
agentes quimicos que podem ser prejudiciais a salde (ONDA et al., 2003;
NASCIMENTO et al., 2008; ALEGRIA, 2010; ROSA et al., 2002a).

A Dbioconservacdo refere-se a utilizacdo de micro-organismo com acgdo
antagbnica ou de seus metabdlitos para inibir ou destruir micro-organismos
indesejaveis nos alimentos, aumentando assim a vida de prateleira e seguranca dos
produtos (CHEN; HOOVER, 2003).

2.4 Bactérias acido lacticas (BAL)

As BAL sdo caracterizadas por serem bactérias Gram-positivas ndo formadoras
de esporos, desprovidas de citocromo, catalase e oxidase negativa, anaerdbias
tolerantes, fastidiosas, tolerantes aos acidos e a concentracdes relativamente altas de
sal, com o metabolismo estritamente fermentativo com &cido lactico como principal
produto final da fermentacdo do agucar, ndo reduzem nitratos e nitritos e necessitam
de meios complexos para o desenvolvimento, além de serem dependentes da
fermentacdo de agucares para obtengédo de energia (AXELSSON, 1998; ALEXSSON,
2004).

Por ser amplamente distribuida na natureza, por exemplo, na agua, nos solos,
nas plantas e no trato gastrointestinal de humanos e animas, consequentemente é
encontrada em produtos alimenticios de origem animal (como carnes, derivados
lacteos e fermentados) em conservas de vegetais e bebidas fermentadas (BRUNO;
CARVALHO, 2009; SCHLEIFER; LUDWIG, 1995).

Dentre as BAL mais importantes destacam-se o0s géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela,
Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998).
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Essas bactérias &cido lacticas podem ser agrupadas com base no produto final
do metabolismo da glicose sendo divididas em homofermentativas e
heterofermentativas. A primeira classificacdo refere-se aquelas que produzem é&cido
lactico como unico produto da fermentacdo da glicose, producéo que é feita através da
via glicolitica ou Embden-Meyerhof formando &cido pirGvico como intermediério
importante, que origina o acido latico pela a¢do da enzima lactato desidrogenase. Ou
ainda essas bactérias podem ser classificadas como heterofermentativas, as quais
produzem quantidades molares iguais de lactato, diéxido de carbono e etanol a partir
de hexoses, a acdo que causa a degradacdo da glucose através da via oxidase das
pentoses fosfatadas, tendo como importantes compostos intermediarios, o acido
piravico e o aldeido acético (CARR et al., 2012; JAY, 2005; GAVA; SILVA; FRIAS,
2008).

As BAL podem ainda ser divididas pela temperatura 6tima de crescimento em
mesdfilas e termofilas, com temperatura Otima, respectivamente, em 30°C e 42°C
(FOX et al., 2000).

A partir de suas caracteristicas fermentativas podem ser utilizadas na
fabricagdo de alimentos com dois objetivos, como culturas starter ou fermentadoras.
Sdo empregadas na producdo de alimentos fermentados como queijos, leites
fermentados, iogurte, vinhos, paes e conservas vegetais, em que a utilizacdo de BAL
heterofermentativas nestes produtos tem, acima de tudo, o viés da producdo de
compostos flavorizantes formados durante o processo de conversdo de hexose em
pentose, produzindo substancias arométicas como os aldeido e diacetil, além do
desenvolvimento de carateristicas como textura e flavour (CARR et al., 2012;
CHARLIER et al., 2009; JAY et al., 2005).

Pode ser utilizada ainda com o objetivo de melhorar a seguranca
microbiologica e, em consequéncia, estender a vida de prateleira do produto. Isso
porque além de ocasionar o decréscimo do pH utilizando as fontes fermentesciveis
promove um ambiente in6spito ao desenvolvimento de micro-organismos
deteriorantes e/ou patogénicos. Ainda podem produzir compostos antimicrobianos,
como acidos organicos, peréxido de hidrogénio, dioxido de carbono, acidos graxos de
cadeia curta, reuterina, diacetil e algumas cepas sdo capazes de sintetizar compostos
antimicrobianos de natureza proteica, denominados bacteriocinas (GALVEZ et al.,
2007; HOLZAPFEL; GEINSEN; SCHILLINGER, 1995; SHAH; DAVE, 2000).
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Segundo a Food and Drug Administrative (FDA), os antimicrobianos naturais
utilizados como conservantes de alimentos devem ser produzidos por micro-
organismos GRAS (Generally recognized as safe) e como muitas espécies de BAL
apresentam esse status, elas tém sido extensamente estudadas para a producdo de
bacteriocinas (ROSA; FRANCO, 2002b).

2.4.1 Lactobacillus sakei

Desde 2013, o grupo de estudos do Laboratério de Microbiologia e
Toxicologia de Alimentos da Universidade Federal do Pampa vem trabalhando com
isolamento de bactérias acido lacticas de produtos alimenticios. Dentre os isolados,
observou-se que a maior producdo de bacteriocina com potencial de inibicdo contra S.
aureus e, principalmente, contra E. coli foi a isolada de salame italiano comercial. Tal
micro-organismo foi posteriormente enviado para analise de identificacdo na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologias e Agricolas e identificada pela como uma cepa de
Lactobacillus sakei.

O género Lactobacillus caracteriza-se por ser Gram-positivo, com forma de
bacilos, ndo formadores de esporos. S&o estritamente fermentativos, aerotolerantes ou
anaerobios, aciddricos ou acidéfilos e necessitam de meios complexos para seu
desenvolvimento. Dentre as bactérias presentes nesse g@énero destacamos 0
Lactobacillus sakei (BARBOSA, 2009). Rosa et al. (2002a) verificaram que uma das
bacteriocinas produzidas por “L. sakei 2a”, isolada e denominada como Sakacina 2a, é
um peptideo pertencente a classe lla (classe de ndo-Lantibidticos), apresentando
resisténcia a temperatura nas condic¢6es de 60 min a 60°C, 20 min a 100°C e 15 min a
121°C. O modo de acdo dessa bacteriocina € o0 mesmo das demais bacteriocinas do
grupo lla, formando poros na membrana citoplasmatica de células sensiveis. Portanto
esse motivo e por outras caracteristicas apresentadas, essa bacteriocina apresenta um
bom potencial como bioconservante, podendo ser utilizada no controle de Listeria
monocytogenes em alimentos.

Mortvedt et al. (1995) observaram que a producéo de lactocina S por uma cepa
de Lactobacillus sakei e a sua atividade no meio de cultura é dependente da fase de
crescimento da bactéria, do pH, da aeracdo do meio de cultura e da presenca de etanol.
Os autores observaram ainda que a sua maior atividade se da no inicio da fase

estacionaria do crescimento da cultura em temperatura de 30°C. Quando cultivado em
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fermentador com controle de pH em 5,0, observou-se a produgdo de 2000 a 3000
unidades de bacteriocinas por mL, o que representa um aumento de oito a dez vezes
em relacdo a cultura fermentada sem controle de pH.

Rosa et al. (2002a) encontraram a Sakacina 2a como produto do metabolismo
de uma cepa de L. sakei, assim como Mortvedt et al. (1995) que encontrou Lactocina S
com acdo contra Listeria monocytogenes e Roman et al. (1993) que descrevem como
bacteriocinas produzidas por cepas de L. sakei Sakacina P, Sakacina A, Sakacina M e
Lactocina S, todas com potencial de acdo inibitdria contra Listeria monocytogenes e

outros micro-organismos.

2.5 Bacteriocinas

As bacteriocinas por serem sintetizadas por bactérias presentes naturalmente
em alimentos, principalmente lacticas, apresentam um grande potencial de alternativa
tecnoldgica na substituicdo de aditivos sintéticos na conservacdo dos alimentos,
permitindo a oferta de alimentos seguros e de grande aceitabilidade pelos
consumidores (LEROY; DEVUST, 2004).

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados nos ribossomos da
célula de vérias bactérias e secretadas por diversas vias. Geralmente sdo resistentes ao
calor, de modo que muitas espécies desses peptideos se tornam uma das primeiras
linhas de defesa e parte da imunidade das células (CLEVELAND et al., 2001;
KLAENHAMMER, 1993). Esses peptideos antimicrobianos podem apresentar um
espectro de acdo pequeno, inibindo bactérias taxonomicamente semelhantes ao seu
micro-organismo produtor. Esse fenémeno ocorre pelo fato das bacteriocinas agirem
contra organismos que competem no mesmo nicho ecologico de sua bactéria produtora
(COTTER et al., 2005; MAROTI et al., 2011). O espectro de inibicdo das
bacteriocinas ainda pode ser bem elevado, inibindo uma grande variedade de bactérias
como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e outros micro-organismos
patogénicos (COTTER et al., 2005; MILLS et al., 2011).

Esses metabolitos ndo apresentam toxicidade a células eucarioticas e além de
possuir diferentes espectros de acdo, diferem dos antibidticos por serem agentes
proteicos de rapida digestdo pelas proteases do trato digestivo de humanos (ROSSI et

al., 2008). O mecanismo de acdo das bacteriocinas € por muitos autores discutido.
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Contudo dentre as teorias propostas, o principal é a formagdo de poros transitérios ou
canais ibnicos na membrana citoplasméatica das células de micro-organismos
susceptiveis que causam a dispersdo total ou parcial da forca motriz de prétons,
geralmente esse mecanismo ndo afeta as bactérias Gram-negativas devido a presenca
de uma membrana externa mais densa composta de lipopolissacarideos, 0 que a torna
impermeével a grande parte das moléculas (ARQUES et al., 2011).

As bacteriocinas sdo geralmente inativadas por enzimas proteoliticas externas
ou ainda as enzimas presentes no trato gastrointestinal humano (de origem
pancreatica), por exemplo a tripsina e a a-quimiotripsina, essa caracteristica as torna
bastante interessantes quanto ao seu uso como bioconservantes em alimentos visto que
ndo alteram a ecologia do sistema gastrico (HERMANNS, 2013).

Dentre as bacteriocinas ja estudadas a mais conhecida é a nisina, produzida por
35 linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis, a capacidade de produzi-la esta
geneticamente relacionada com o poder de fermentacdo da sacarose (NISINA...,
[2016]) sendo considerada uma substancia segura e ndo toxica, com uma DLso de
6,950 g/kg similar ao de cloreto de sddio quando administrada oralmente (JOZALA et
al., 2007). Sua condi¢do como GRAS foi atribuida em 1988 pelo FDA e desde entéo
tem sido aplicada largamente na indlstria de alimentos em vérios paises como
conservante natural de produtos lacteos (MELO et al., 2005; NASCIMENTO, 2007).

Essas bacteriocinas podem ser adicionadas ao alimento de trés maneiras
principais: através de adi¢do de culturas lacteas bacteriocinogénicas utilizadas como
culturas starters em alimentos fermentados em substituicdo das culturas tradicionais
utilizadas; adjunta as culturas starters tradicionais; ou ainda por aplicacdo direta como
bacteriocina purificada (NASCIMENTO, 2007; NASCIMENTO et al., 2008).

Vérias classificagbes para as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-
positivas ja foram propostas, leva-se em consideracdo neste estudo aquela proposta por
Nes et al. (2007) que descreveram quatro classes baseadas nos critérios de organismo
produtor, tamanho molecular, propriedades fisicas, estrutura quimica, modo de ag&o,
etc. Assim, sdo denominadas conforme a Tabela 1, que apresenta uma sintese da

classificacdo das bacteriocinas.



Tabela 1 — Classifica¢do das bacteriocinas.
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Classes/Subclasses Caracteristicas Exemplos
Moléculas afastadas e Nisina
la . -
positivamente carregadas Subtilina
_ I Corresponde as bacteriocinas de
I: Lantibioticos . -
(<5kDa) b cadeias glotgu_lares, com estrutura Me_rs_amdlna
mais rigida carregadas Lacticina 3147
negativamente ou sem cargas
Ic Com baixa atividade inibitdria SapB
I: la Grupo tipo pediocina Pediocina PA-1
Pe tiaeos potipop SakacinaAeP
termoesEc)éveis no- b Bacteriocinas com dois Lactococina G e
e componentes F
lantibidticos - . . .
(<10kDa) lic Bacteriocinas sem pep'gldeo sinal Enterocm_a EJ97
ld Outras bacteriocinas Enterocina B
Ii: Illa Bacterioliticas Enterolisina A
Peptideos de cadeia Enterocina Be-
longa, termolébeis b N&o bacterioliticas 48
(>30kDa)
V: Enterocina AS-
Bacteriocinas Estrutura ciclica 48
complexas Gassericina A

Fonte: Adaptado de Ldpez et al., (2011).

2.5.1 Classe I: Lantibiéticos

E composta de bacteriocinas designadas como lantibiGticos, os quais sdo
peptideos pequenos de 19-38 aminoacidos estaveis ao calor e com peso molecular
inferior a 5 kDa. As bacteriocinas que compdem essa classe sdo produzidas por uma
gama de bactérias Gram-positivas, que apos sintetizadas pelos ribossomos sofrem uma
grande modificacdo. Apresentam aminoacidos como a tionina e a metalantionina, que
sdo produzidos ap6s a desidratacdo enzimatica de serina e treonina e reacdo desses
desidratados com as cisteinas (HASSAN et al., 2012; LOPEZ et al., 2011).

A classe | ainda se divide conforme a sua estrutura quimica e atividade
antimicrobiana, em la Ib e Ic, a primeira caracteriza-se por moléculas afastadas com
carga positiva que despolariza a membrana das células alvo causando a formagéo de
poros na membrana citoplasmatica, dentre as bacteriocinas desse grupo o principal
exemplo é a nisina (LOPEZ et al., 2011). O tipo Ib corresponde as bacteriocinas de
cadeias globulares, com estrutura mais rigida e carregadas negativamente ou sem
cargas, apresentam como acdo antagonica através de alteracdes nas reacles
enzimaticas e sdo essenciais ao metabolismo celular. A ultima subclasse das

bacteriocinas lantibidticas é a Ic, é composta de peptideos com baixa atividade
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inibitéria contra outros micro-organismos (LOPEZ et al., 2011; NES et al., 2007;
PARADA et al., 2007).

2.5.2 Classe I1: Nao-Lantibiéticos

S8o caracterizados por serem pequenos peptideos catidnicos, com peso
molecular menor quelOkDa, ndo apresentam aminoécidos modificados, de carater
hidrofobico e termoestaveis. Podem apresentar de 25-60 aminoacidos, trata-se da
maior classe, dividida em 4 subclasses (LOPEZ et al., 2011).

Subclasse lla: as bacteriocinas pertencentes a essa subclasse tém geralmente
um espectro limitado de agdo microbiana, contudo apresentam uma elevada atividade
contra Listeria monocytogenes, sdo consideradas como bacteriocinas do tipo
pediocina, pois a Pediocina PA-1 € a principal representante do grupo, seguida por
sakacinas A e P, leucocina A, bavaricina MN, curvacina A, entre outras (LOPEZ et al.,
2011; MARTIN, 2012).

Subclasse Ilb: representada por bacteriocinas que necessitam dois peptideos
diferentes para apresentar acdo inibitdria, pois quando analisados separadamente
apresentam pouca ou nenhuma atividade inibitoria, assim a acdo é dependente da agdo
complementar dos dois compostos (HASSAN et al.,, 2012, LOPEZ et al., 2011;
MARTIN, 2012). Neste grupo estdo a lactococina G e as plantaricinas EF e JK e sua
acao se da por meio da formacéo de poros na membrana das células alvo (MARTIN,
2012; PARADA et al., 2007).

Subclasse llc: é composta por um grupo que ndo apresenta peptideo sinal
(sequéncia leader), ndo apresenta modificacdes pds-transcricionais (KAWAI et al.,
2004; LOPEZ et al., 2011). Conforme Martins et al. (2012), a subclasse Ilc é composta
por peptideos ativados por tiol que necessitam de residuos de cisteina reduzida para
tornar-se ativos.

Subclasse Ild: inclui todas as demais bacteriocinas lineares que ndo séo
modificadas (HASSAN et al., 2012; LOPEZ et al., 2011).

2.5.3 Classe I11: Proteinas altamente termolabeis

Essa classe tém a presenca de peptideos maiores, com peso molecular acima de
30kDa e com caracteristicas termolabeis, sdo exemplos helveticina J, helveticina V-
1829, acidofilina e lactacinas A e B (MARTINS et al., 2012). Subdividida em 1l é

composta por enzimas bacterioliticas, denominadas como bacteriolisinas, com efeito
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litico, que causam a morte de estirpes sensiveis pela lise celular. Ao contréario das
classificadas no grupo Illb que n&o apresentam acéo litica (LOPEZ et al., 2011; NES
etal., 2007).

2.5.4 Classe 1V: Bacteriocinas complexas

Ligacdes peptidicas entre as duas extremidades da molécula (N e C) formam
peptideos circulares que constituem essa classe, sdo capazes de formar grandes
complexos com outras macromoléculas. Diferentemente da grande maioria
apresentada, algumas bacteriocinas que compdem 0 grupo apresentam agao contra
uma vasta gama de bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas (NES et al.,
2007).

A biossintese das bacteriocinas ocorre durante a fase exponencial de
crescimento microbiano atingindo um méximo da sua producéo durante o0 meio ou fim
dessa fase ou ainda durante o inicio da fase estacionaria. A méxima producdo da
substancia ainda é favorecida pelo cultivo sob condicdes de crescimento menos
favoraveis, pois como o composto € uma das primeiras linhas de defesa da bactéria
produtora, ela a produz como mecanismo de defesa quando submetida a estresses em
condices como temperatura suboGtima, pH acido, presenca de compostos
potencialmente toxicos e microbiota competitiva, entre outros fatores (VUYST et al.,
1996; ZAMFIR et al., 2000).

2.6 Estabilidade das bacteriocinas

A atividade das bacteriocinas é influenciada pela composicdo quimica e
condicBes fisicas dos alimentos, ndo sendo uniforme e constante a sua atividade. A
ligacdo de bacteriocinas com componentes dos alimentos, a sua absorcdo a células ou
proteinas, a atividade de proteases e ou outras enzimas podem vir a reduzir atividade
da bacteriocina (BALCIUNAS et al., 2013). Esses peptideos ainda podem ser afetados
por condicdes de processamento, armazenamento do produto, como o pH e
temperatura (DEEGAN et al., 2006; GRANDE et al., 2006).

Conforme estudos de Balciunas et al., (2013), os niveis de contaminacdo dos
alimentos também influenciam significativamente na eficiéncia inibitéria das

bacteriocinas, caso a contaminagdo inicial seja muito alta, a atividade inibitéria da
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bacteriocina ndo € capaz de prevenir o desenvolvimento de micro-organismos
contaminantes.

Daeschel (1992) cita como fatores que podem afetar a eficacia das
bacteriocinas na sua aplicacdo em alimentos 0s seguintes parametros:

e Micro-organismos patogénicos ou deteriorantes resistentes as bacteriocinas;
e Condicdes que podem desestabilizar a atividade biologica das proteinas:
o Enzimas proteoliticas ndo especificas;
o Oxidacéo;
o Metais pesados;
o Excessiva agitacdo, formacao de espuma;
o Descongelamento;
e Interacdo com componentes do alimento;
e Inativacdo por outros aditivos alimentares;
e Efeitos do pH:
o Solubilidade;
o Atividade 6tima em determinadas faixas de pH;
e Temperatura.

Delgado et al. (2007), afirmam que a partir da constatacdo da complexidade
dos alimentos um melhor conhecimento das interaces desses fatores com a producao
de bacteriocinas ainda é necessario.

Deegan et al. (2006) avaliaram que deve ser considerado como critério
significativo na eficiéncia das bacteriocinas, a sua resisténcia a tratamentos térmicos, o
qual € usualmente utilizado no processamento de alimentos que pode causar a perda da
atividade de peptideo bioativo. Assim como caracteristicas quimicas como pH e teor
de gorduras também podem influenciar significativamente na escolha da bacteriocina a
ser utilizada.

Nos estudos de Moreno et al. (2008) é relatado que as bacteriocinas sdo
relativamente estaveis ao aquecimento de alimentos &cidos, indicando que sé&o bem
adaptadas ao meio de desenvolvimento das bactérias produtoras, contudo, os autores
verificaram uma perda de aproximadamente 25-30% de atividade de nisina quando
analisada em alimentos de baixa acidez (pH 6,1 a 6,9) ou alta acidez (pH 3,3 a 4,5)

apos tratamento térmico de 121°C por 30 minutos.
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Hurst (1981) observou em seu estudo que a solubilidade da nisina é
extremamente dependente do pH, pois em pH 2,5 sua solubilidade é de 12%, apesar
disso quando é feito um aumento no potencial hidrogeniénico para pH 5,0 sua
solubilidade sofre um decrescimo para 4%, e é praticamente insolivel a pH neutro ou
alcalino. Quanto a estabilidade ao calor, suporta processo de esterilizacdo
(121°C/15min) em pH 2,5 sem sofrer perdas na sua atividade, porém quando o seu pH
é elevado para 5,0 ocorre uma perda de 40% da sua atividade, queda ainda maior
qguando o processo ¢ feito em pH 6,8 apresentando uma queda de até 90% da atividade
da bacteriocina (DAESCHEL, 1992). Conforme Liu e Hansen (1990), a inativacéo da
molécula de nisina em meio alcalino pode ocorrer por consequéncia de desnaturacao,

modificacdo quimica ou ambas.

2.7 Utilizag&o de bacteriocinas em produtos lacteos

Nos ultimos anos, as pessoas estdo se preocupando mais com 0S riscos que
constituem a presenca de aditivos quimicos e de micro-organismos patogénicos nos
alimentos, o que estimula o interesse por conservantes naturais (BALCIUNAS et al,
2013).

Através da capacidade das bacteriocinas em inibir o desenvolvimento de
micro-organismos, permite assim a sua aplicacdo a diversos alimentos, ja sendo
descritas diferentes aplicacdes em leite e seus derivados, vegetais e frutas enlatadas,
carnes, pescados e bebidas alcoolicas. Estes compostos bioativos podem ser
produzidos durante a fermentacdo por bactérias utilizadas como culturas starter
(ECKNER,1992).

No Brasil, a legislacdo vigente autoriza a utilizacdo de nisina como conservante
natural em queijos e requeijdo na concentracdo de 12,5 mg/kg de produto (BRASIL,
1996; MAPA, 1997; MERCOSUL, 1996a; MERCOSUL, 1996b). Na Tabela 2 €

possivel visualizar os valores maximos da utilizagdo de nisina em diversos paises.
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Tabela 2 —Niveis de nisina permitidos para adi¢cdo em alimentos

Paises Alimentos em que é permitido Nivel maximo (Ul/g)
0 uso de nisina
Argentina Queijo processado 500
Australia  Queijo, queijo processado, tomates enlatados Sem limite
Bélgica Queijo 100
Brasil Queijos, requeijdo 500
EUA Queijo processado e pasteurizado 10000
Franca Queijo processado Sem limite
Holanda Queijo industrializado, queijo processado, 800
queijo ralado
Inglaterra Queijo, alimentos enlatados, creme Sem limite
Itélia Queijo 500
México Sem descricao 500
Peru Sem descricao Sem limite
Russia Queijo processado dietético, vegetais 8000
enlatados

Fonte: Adaptado de CLEVELAND et al. (2001), Brasil(1996); Mercosul (1996a); Mercosul (1996b)

De acordo com O’Sullivan et al. (2007), as duas principais aplicacOes das
bacteriocinas na indlstria de produtos lacteos com intuito de influéncia sobre a
microbiota contaminante sdo aprimorar a qualidade dos produtos lacteos e garantir a
seguranca do alimento por meio de inibicdo de micro-organismo patogénicos.

A Tabela 3 mostra as principais aplicacGes potenciais de bacteriocinas no leite

e em produtos lacteos, considerados por Gélvez et al. (2008).
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Tabela 3 — Aplicacdo potencial de bacteriocinas em leite e produtos l&cteos.

Etapas do processo

Funcdo da bacteriocina no processo

Produtos/matéria
prima

¢ Reducdo do crescimento microbiano em leite cru;
¢ Inativacao das bactérias mesofilicas no leite em combinacao

COM 0utros processos.

Produtos
fermentado

e Inibicdo da formacdo de gas pelo C. tyrobutyricumem
queijos duros e semi-duros;

e Inibicdo das bactérias patogénicas e toxicas (L.
monocytogenes, B. cereus, S. aureus) nos queijos e na
superficie do queijo;

¢ Inativacdo das bactérias mesofilas e da formacdo de
endosporos em queijo em combinacdo com pressdo
hidrostatica elevada;

e Controle da acidificacdo no iogurte e outros produtos
fermentados;

e Uso de estirpes produtoras de bacteriocinas como
culturas starter ou adjuntas para inibir as bactérias
patogénicas e deteriorantes no queijo e em outros produtos
lacteos fermentados;

e Acelerar a cura dos queijos através da liberacdo de
enzimas intracelulares bacterianas;

e Uso de culturas starter produtoras de bacteriocinas para
inibir a  microflora  das BAL ndo  starter
adventicias/acidentais no queijo.

Produtos
processados

e Inibicdo dos produtores de endosporos em queijo
processado e em outros produtos lacteos processados;

e Inibir a L. monocytogenes nos produtos lacteos apos
contaminacdo pos-processamento.

Fonte: Adaptado de Galvez et al. (2008).

2.7.1 Queijo Minas Frescal

Como os produtos lacteos, e principalmente o queijo, sdo largamente

vinculados as intoxicagdes alimentares causadas por micro-organismos patogénicos é

preciso uma atencdo especial a essas questdes. Ja que o uso de BAL é comum na

industria de produtos lacteos, sobretudo em produtos fermentados, o uso de

bacteriocinas como conservantes naturais nesses produtos se torna muito interessante
(SIQUEIRA et al.,, 2010). Conforme Ross et al. (2002), o maior beneficio das

bacteriocinas evidenciado na industria de produtos lacteos é a eficiéncia de

bacteriocinas como a nisina, contra Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes.

O queijo Minas Frescal é um dos queijos mais populares produzidos e

consumidos no Brasil, 0 que é causado pela elaboragdo simples, pelo alto rendimento
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em relacdo a outros tipos de queijos e a grande aceitabilidade por parte do mercado
brasileiro (VIEIRA, 2011).

Entende-se por queijo Minas Frescal o produto fresco obtido por coagulacédo
enzimatica do leite com coalho e/ou enzimas coagulantes apropriadas, complementado
ou ndo com acgdo de bactérias lacticas especificas, o produto ndo é prensado, nem
maturado e seu armazenamento ndo deve ser em temperaturas superiores a 8°C
conforme Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos
(BRASIL, 1996).

Conforme Carvalho (2003), por apresentar muito alta umidade, utilizar
temperaturas de 32-35°C no processamento, ndo ser submetido a cura e apresentar
uma baixa concentracdo de sal, se torna um produto favoravel ao desenvolvimento de
patdgenos. Essas condi¢cdes podem se tornar mais favoraveis ao desenvolvimento dos
micro-organismos patogénicos e deteriorantes quando 0s queijos sdo produzidos com
leite cru, sem o emprego de tecnologia adequada e de boas préaticas de fabricacao.
Apesar da legislacdo brasileira estabelecer a utilizacdo de leite pasteurizado para sua
producdo (BRASIL, 1997), é frequente a comercializacdo dos produtos artesanais
produzidos com leite cru (ORTOLANI et al., 2009).

De acordo com a Portaria n°® 352 de 04 de setembro de 1997do MAPA,
posteriormente alterada pela Instrugdo Normativa n° 4, de 1 de margco de 2004 do
MAPA, o queijo Minas Frescal é classificado como um queijo semi-gordo, com teores
de lipideos variando de 25,0 a 44,9%, de muito alta umidade (superior a 55%), a ser
consumido fresco (BRASIL, 1997; BRASIL, 2004). Produto de massa crua e vida de
prateleira curta, preferencialmente deve ser consumido em até 28 dias apds a
fabricacdo (PREZZI, 2014; REZENDE et al., 2011).

Segundo Furtado (1999), o pH do produto obtido por coagulacdo através da
utilizacdo de fermentos esta entre 5,0 e 5,3 ou um pH de 6,1 a 6,3 para o produto
obtido pelo uso de acidificacdo com acido latico.

Segundo essas caracteristicas, esse tipo de queijo mostra-se um excelente meio
para o desenvolvimento de micro-organismo, principalmente o grupo dos coliformes
totais e termotolerantes, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella
spp, sendo geralmente o veiculo de surtos alimentares causados por infec¢bes ou
intoxicagOes alimentares (BASTOS et al., 2001; KOMATSU, 2008). De acordo com a
Resolugdo n° 12 de 2001 da ANVISA (BRASIL, 2001), que estabelece padrfes

microbiologicos, 0s queijos com alta umidade como o Minas Frescal, devem
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apresentar contagem maxima de 5,0x102 NMP de coliforme de origem termotolerantes
por grama, 5,0x102 UFC de estafilococos coagulase positiva por grama e ainda
auséncia de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em 25g de amostra.

Como muitos surtos de doencas vinculadas a alimentos investigadas no pais
envolvem produtos lacteos e dentre esses foram associados principalmente ao
consumo de queijo do tipo Minas Frescal, Minas padrdo e de queijo coalho (BORGES
et al.,2008), assim, observa-se a necessidade de um controle dos contaminantes pois
além de gerar perdas econémicas para as industrias, apresentam risco a satde publica
(FEITOSA et al., 2003). Portanto, a utilizacéo de técnicas mais eficientes no controle
desses patdgenos se torna essencial no processo de producédo de queijo Minas Frescal e
0 uso de bacteriocinas como conservantes naturais se mostra interessante além do
apelo do conservante natural atualmente demandado pelos consumidores, esses
compostos apresentam eficiéncia no controle de patdgenos em queijos (VOULGARI
et al., 2010).
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3SMETODOLOGIA

3.1 Obtencéo da bacteriocina

Para a obtengdo da bacteriocina foi utilizada uma bactéria &cido lactica isolada
de salame italiano pelo grupo de pesquisa e identificada como Lactobacillus sakei,
pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologias e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Esse micro-organismo é produtor
da bacteriocina de interesse no estudo e seu cultivo foi feito em meio liquido de caldo
Man, Rogosa and Sharpe (MRS) proprio ao desenvolvimento de bactérias &cido
lacticas.

Para esse fim, primeiramente a BAL criopreservada a -14°C em tubo com 2,5
mL de meio MRS com 20% de glicerol (v/v) foi descongelada e entdo feito um
aumento de escala para 10 mL do mesmo caldo em tubo de ensaio. O contetdo foi
mantido a temperatura de 32°C em estufa bacteriolégica por 24 horas para
desenvolvimento das células. Apos esse tempo foi feito um novo aumento de escala
para um frasco Erlenmeyer de 250 mL com aproximadamente 200 mL de caldo
MRS.O frasco foi mantido a 32°C por mais 24 horas em agitador orbital com agitacéo
de 150 rpm (SOUZA et al., [2016]).

Durante a fermentacdo do caldo a bactéria produz alguns compostos como
acido lactico, que causa a diminui¢cdo do pH do meio e bacteriocinas produzidas como
meio de defesa.

Para garantir que o extrato a ser utilizado ndo apresente células de BAL ¢
necessaria sua remocao, o que foi feito por centrifugacdo a 5500 rpm por 15 min a
4°C. Apds esse tempo o sobrenadante foi separado e denominado de “Extrato livre de
células” (ELC) e o precipitado foi descartado. O extrato bruto foi denominado por ndo
receber nenhum tratamento e ser obtido apenas da remoc¢édo das células do extrato
fermentado. Todo o material, exceto o extrato, utilizado nas analises foi esterilizado

em autoclave vertical, por 15 min a 121°C.

3.2 Delineamento composto central rotacional 22 (DCCR)

Para uma analise mais completa do extrato obtido, foi realizado um

delineamento composto central rotacional 22 (DCCR) conforme Rodrigues e lemma
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(2005), no qual os pardmetros analisados foram a temperatura e o pH e a variavel
resposta foi a inibicdo causada pela bacteriocina frente aos micro-organismos E. coli e

S. aureus. Esses experimentos estao apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Matriz para Delineamento Composto Central Rotacional 22.

Variaveis independentes

Tratamentos H T(°C
Cod?ficado PH Real Codfficzda T(°C) Real.

1 -1 4,5 -1 18
2 +1 7,0 -1 18
3 -1 459 +1 86
4 +1 7,0 +1 86
5 -1,41 4,0 0 52
6 +1,41 75 0 52
7 0 5,9 -1,41 4

8 0 5,9 +1,41 100
9 0 59 0 52
10 0 5,9 0 52
11 0 5,9 0 52

Fonte: Autora, 2017.

O extrato bruto proveniente da fermentacdo da bactéria acido lactica apresenta
um baixo pH (aproximadamente 4,5), proporcionado por uma producdo de &cido
lactico durante a fermentacdo, assim, foi testada a resisténcia da bacteriocina a
degradacdo por variacdes de pH pelo método descrito na AOAC (2006) através de
adicéo de HCI (1M), ou NaOH (1M) para ajustar o pH do meio a valores variando de
pH 4,0 a 7,5, valores que foram escolhidos pela proximidade ao pH inicial do extrato e
0 pH da neutralidade, com ajuste em pHmetro de bancada com bulbo esterilizado por
alcool 70%. O extrato foi mantido no pH estudado por 24 horas com posterior ajuste
para neutralidade (pH 7,0), para que o pH muito &cido ndo causasse a inibicdo dos
micro-organismo durante as analises antimicrobianas.

Para as variacOes de temperatura, o extrato bruto foi submetido a variacGes de
4°C (temperatura de armazenamento de produtos refrigerados) até a temperatura de
100°C. Todas as condi¢6es foram mantidas por 24 horas em estufa bacteriolégica.
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3.3 Anélises antimicrobianas

3.3.1 Analise antimicrobianas do DCCR 22

Para obtencdo dos resultados de inibicdo dos micro-organismos patogénicos em
relagdo a acdo da bacteriocina no teste do delineamento experimental foram realizadas
analise em microplacas conforme metodologia descrita pela NCCLS (2003), na qual
descreve que para cada pogo da microplaca devera ser adicionado de 145 pL de caldo
Mdiller Hinton, 135 puL de extrato a ser analisado e 20 pL de cultura microbiana
contaminante, para o delineamento foram utilizadas as cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 12598 e Escherichia coli ATCC 11229, como patdgenos contaminantes.
Para comparativo de crescimento total da microbiota contaminante foi feita uma
triplicata de pocos denominados branco, nos quais o extrato foi substituido por caldo
MRS, mesmo meio de cultura ao qual a bacteriocina dos extratos estava dispersa.

As leituras foram feitas em leitora de microplacas em absorvancia na faixa de
630 nm, no tempo de 0 hora (logo ap6s a inoculacdo dos micro-organismos), e apés 16
horas, durante esse tempo a microplaca foi mantida em estufa bacteriolégica a 35°C.

A porcentagem de inibi¢do do micro-organismo contaminante foi calculada em
relagdo ao branco (100% de crescimento), assim, quanto maior a porcentagem de

inibicdo, maior sera a eficiéncia do composto bioativo em relacdo ao contaminante.

3.3.2 Analises in vitro

Outra analise em microplacas realizada no estudo foi a analise em vitro da acédo
da bacteriocina aos micro-organismos que a legislagdo brasileira exigem para queijos
do tipo Minas Frescal, assim antes da aplicagéo das bacteriocina nos queijos, foi feita
esta andlise in vitro na qual foi testada a acéo inibitdria contra os micro-organismos do
grupo coliformes termotolerantes (representado pela Escherichia coli ATCC 11229,
neste teste) do grupo dos estafilococos coagulase positiva (representado pela cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 12598), da Salmonella (isolada de um alimento) e da
Listeria monocytogenes ATCC 7644. Essas analises foram realizadas com o extrato

bruto. Realizadas conforme a mesma metodologia utilizada no item 3.3.1.
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3.4 Aplicacédo de bacteriocina na producéo de queijo

A producdo de queijo Minas Frescal com leite cru e com adi¢do ou ndo de
bacteriocinas foi feita baseada no fluxograma de processo apresentado na Figura 1.
Inicialmente foram produzidos 3 queijos teste, todos com uso de leite cru como base
lactea, dos quais um queijo controle sem a adicdo da bacteriocina, um queijo com
aplicacdo da bacteriocina e um ultimo para comparacfes com aplicacdo de Nisina
(Globalnisin na marca Globalfood) na concentracdo de 12,5 mg/g de queijo. Para
confirmagdo dos resultados, baseados no mesmo processo de producdo, foram
elaboradas uma triplicata de queijos com bacteriocina e uma triplicata sem a aplicacao

da bacteriocinas para novas analises de estabilidade microbioldgica.

3.4.1 Etapas de producao de queijo Minas Frescal

A seguir estdo apresentadas as etapas do processo produtivo dos queijos e uma

descricdo mais detalhada de cada etapa do processo, ilustradas da Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma de processo de fabricacdo de queijo Minas Frescal
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Fonte: Adaptado de FELICIO (2013).
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3.5.1.2 Etapas do processo produtivo
Leite Cru: O leite foi obtido de um leiteiro local da cidade de Bagé, mantido
sob refrigeracdo até 0 momento do uso.

Adicdo de cloreto de calcio: Mesmo ndo tendo sido utilizado o leite

pasteurizado, o cloreto de célcio foi adicionado para auxiliar na formagdo do coagulo,
na proporc¢éo de 0,03%.

Adicdo de coagulante liquido: Para adi¢cdo do coagulante no leite foram

seguidas as recomendacdes do fabricante do coagulante (Enzima quimosina
microbiana — Arpergillus niger var. awamori da marca HA-LA): para cada litro de
leite utilizado foi adicionado 8 mL de coagulante. Tomou-se o cuidado para adicionar
0 coagulante apenas quando o leite estivesse na faixa de temperatura entre 30-35°C
(temperatura 6tima de atuacdo), acrescentando-o aos poucos e com agitacdo leve e
constante para homogeneizacdo. Ap6s adicionar o coagulante o leite foi mantido em
repouso absoluto por 40 min até 0 momento do teste do coagulo.

Coagulacdo: A coagulacdo completa do leite apds a adicdo do coagulante
enzimatico foi obtida apds 40 min, decorrido esse tempo o leite, antes liquido, havia
adquirido uma consisténcia mais sélida e formando uma massa que se separa do soro.
Apos esse periodo foi feito o teste do coalho, com auxilio de uma faca fez-se um corte
na massa coagulada e, na base do corte a faca foi inserida na transversal do corte e a
massa foi forcada para cima, apresentando a formacdo de uma fenda retilinea sem
fragmentacdo da massa. Apds esse teste foi feito entdo o corte da massa.

Corte da massa: O corte da massa formada foi feito na diregdo vertical e

horizontal com auxilio de uma faca (na substituicdo de liras) formando cubos de
aproximadamente 1,5 a 2 cmz.

Mexedura: Foi feita logo ap6s passar 3 min de repouso da massa cortada, feita
para quebra dos cubos do coalho para obtencéo de dimensdes menores que auxiliem na
saida do soro da massa. Assim, foi feita a agitacdo durante 1 min, a cada 10 min de
processo até atingir a completa precipitagdo dos globulos de massa formado, esse
processo durou aproximadamente 40 min a temperatura de 41°C, ajustada e mantida
em banho termostatico.

Dessoragem: Essa etapa baseia-se na separac¢do do soro da massa de granulos
coagulados. Assim, foi separado a maior quantidade de soro possivel da massa no
canto do pote utilizado para coagulacdo. Nesse momento, adicionou-se o cloreto de

sodio e o conservante quando conveniente.
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Adicdo de cloreto de sodio: A adi¢do do cloreto de sddio na massa foi feita na

sequéncia da dessoragem, pois se adicionado em etapas anteriores haveria perda do sal
junto ao soro. Foi adicionado 2% de sal para a quantidade de massa de queijo obtida,
que foi bem distribuido pela massa do queijo e entdo adicionado o conservante natural.

Adicdo da bacteriocina: Foi produzido um queijo controle (sem adicdo da

bacteriocina), outro com a adicdo da bacteriocina produzida pelo Lactobacillus sakei e
por Gltimo um queijo com adicao da bacteriocina nisina para comparacao ja que esta é
a unica bacteriocina permitida pela legislacdo brasileira para utilizacdo em alimentos.
Foi adicionada 10 mL de ELC contendo a bacteriocina produzida pela BAL. Ja para a
adicdo da nisina utilizou-se 12,5 mg/L (concentragdo permitida pela Legislacdo
brasileira, para aplicacdo em alimentos), de nisina liofilizada, assim para melhor
homogeneizacdo na massa, essa foi dissolvida em 10 mL do mesmo leite utilizado na
producdo dos queijos e adicionada a massa da mesma forma que o volume de extrato
bruto adicionado no outro queijo.

Enformagem: A enformagem da massa dos queijos foi feita em formas nas
quais foram adicionadas aproximadamente 150 g de massa e prensada levemente para
saida do soro. Apds a dessorarem 0s queijos atingiram um peso aproximado de 80 g
cada.

Viragem: A viragem foi feita até completar 30 min de enformagem e feita a
cada 10 min. Os queijos foram mantidos a 4°C durante o0 processo.

Embalagem: Apds 3 horas de enformagem os queijos foram embalados em
sacos de polipropileno proprio para suportar pressdes de vacuo. Foi feita a
identificacdo das embalagens e o0 armazenamento sob refrigeracao.

Armazenamento sob refrigeracdo: Para aumento da vida de prateleira do

produto o mantivemos sob refrigeracdo a 4°C, para simular o processo comercial de

armazenamento.

3.5 Analises microbiolégicas do queijo

Para a avaliagdo da estabilidade dos queijos, feitas no 1° 14° e 30° de
refrigeracdo foi feita uma confirmagdo dos resultados com a producdo de uma
triplicata de queijos controle e triplicata de queijos com adi¢do de bacteriocina para
validacdo dos resultados encontrados, nos quais foram feitas as mesmas analises dos

queijos teste.
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As anélises microbioldgicas dos queijos foram baseadas na RDC 12/2001 da
ANVISA que descreve as analises necessarias e os limites maximos de micro-
organismo para produtos como queijo de alta umidade: umidade 55%, incluindo os
queijos de coalho com umidade correspondente, Minas Frescal, Mucarela e outros,
elaborados por coagulacdo enzimética, sem a agdo de bactérias lacticas. Essa resolucdo
prevé que 0s micro-organismos que devem ser analisados para o produto sao:
Coliformes termotolerantes (45°C), Listeria monocytogenes, Salmonella e
Estafilococos coagulase positiva.

e Andlises de Coliformes totais e termotolerantes foram feitas baseadas no
método da American Public Health Association (APHA) do ndmero mais provavel
(NMP) (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

e Anélises de Listeria monocytogenes e Salmonella feitas através do método da
Food and Drug Administartions (FDA) descrito no Bacteriological Analitycal Manual
(BAM) (ANDREWS; HAMMACK, 2007; HITCHINS, 2003).

¢ Os testes de Estafilococos coagulase positiva feitos pelo método de contagem
direta em placas da APHA (LANCETTE; BENNETT, 2001).

3.6 Analises Estatisticas

Com a matriz construida para o delineamento experimental, foram feitas as
analises de ANOVA do modelo e a avaliacdo dos efeitos das varidveis propostas sobre
a resposta da bacteriocina. Para uma andlise desses efeitos foram construidos graficos
de Pareto, perfil de resposta e superficies de resposta, para um nivel de confianca de
90% para os dois micro-organismos propostos. As respostas de porcentagem de
inibicdo do delineamento experimental foram submetidas a teste Tukey com 95% de
confianca entre os resultados para os dois micro-organismos testados.

Para as analises dos queijos foram avaliados os resultados através de teste Tukey com
95% de confianca.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analises de Estabilidade da bacteriocina (DCCR 2?)

Para andlise da estabilidade da bacteriocina as diferencas de pH e temperatura
do meio foram realizados os ensaios da matriz do delineamento ilustrada na Tabela 4
no item 3.2. Na figura 2, esta ilustrada a analise de microplacas realizadas para o
delineamento experimental na qual se observa que a coloracéo dos extratos submetidos
a elevadas temperaturas foi modificada, provocando uma caramelizacdo dos agucares

presentes no caldo MRS.

Figura 2 - Andlise de estabilidade da bacteriocina contra (G+: S. aureus; G-: E. coli)

Wl oo w

Fonte: Autora, 2017
A mudanca na coloracdo dos extratos pode proporcionar mudangas na
coloracgéo dos produtos produzidos com a adicdo desse extrato. Necessitando assim de

uma extracdo do composto proteico do meio de cultivo (caldo MRS).

4.1.1 Sensibilidade da bacteriocina e sua acdo inibitéria frente Staphylococcus

aureus
A Figura 3 mostra o grafico de Pareto, gerado apds construcdo da matriz do
modelo em programa para analise estatistica.
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Figura 3 - Grafico de Pareto da inibi¢do de S. aureus, e estimativa dos efeitos
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Fonte: Autora, 2017

O grafico de Pareto gerado permitiu avaliarmos que as variaveis de
temperatura quadratica e a interacdo entre as variaveis ndo sdo significativas no
processo, a um nivel de significancia de 90% para esse nivel de significAncia a
variavel de temperatura apresenta maior efeito sobre a variavel resposta. A partir da
constatacdo das variaveis significativas ou ndo no estudo, as que ndo interferem da
resposta foram desprezadas para construcao da equacdo do modelo, que esta ilustrada
na Equacdo 1 e utilizada para célculo da porcentagem da inibicdo estimada pelo
modelo. Esse modelo gerado ap0s os parametros serem desconsiderados, apresenta um
Rz de 0,81176, assim o modelo é capaz de explicar 81% do comportamento do
experimento e efeitos significativos para todos os parametros da equacao, porém o pH

quadratico apresenta efeito negativo sobre a porcentagem de inibicé&o.
% Inibicdo = 87,904 + 12,067 (pH) — 6,837 (pH?) + 14,033(temperatura) (1)
Na Tabela 5, é possivel ver que a porcentagem de inibicédo real, encontrada no

experimento e a porcentagem de inibicdo estimada pelo modelo matematico, assim

como o desvio padrdo percentual entre os dados.
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Tabela 5 - Varidveis respostas do experimento com 0 micro-organismo S. aureus

Tratamentos Variavel dependente .
) —— — - Desvio Relat. (%)
(pH; T) Inibicdo (%) Real  Inibic&o (%) Estim.
1(4,5; 18) 57,2 £2,82 54,96 +1,65
2 (7,0; 18) 74,2 +3,4° 79,10 5,46
3 (4,5; 18) 100,0+4,8° 83,03 +16,96
4 (7,0; 86) 100,0+4,6° 107,16 17,16
5 (4,0; 52) 46,4 6,12 57,29 126,51
6 (7,5; 52) 97,0+1,6% 91,32 18,67
7(5,9; 4) 68,7 +3,3° 68,11 +2,18
8 (5,9; 100) 100,0+4,5¢ 107,69 +7,69
9 (5,9; 52) 88,2 +6,2¢ 87,90 +4,69
10 (5,9; 52) 86,9 +2,84 87,90 +0,75
11 (5,9; 52) 91,1+1,9% 87,90 17,42
Nota: Letra iguais representam valores de inibicdo sem diferencas significativas com p<0,05, em teste
Tukey.

Fonte: Autora, 2017.

Através da Tabela 5 é possivel observar que o modelo experimental, expressos
como “Y%lnibi¢ao estimada” apresenta uma previsdo dos valores de porcentagem de
inibicdo produzidos pela bacteriocina frente ao S. aureus, apresentando erro relativo
percentual baixo para a maior parte dos resultados obtidos. Assim observa-se que para
a inibicdo do S. aureus, os tratamentos 3 (pH 4,6 e T86 °C), 4 (pH 7,0 e T86°C), 6 (pH
7 e T52°C), 8 (pH5,9 e T100°C) e o ponto central 11 (pH 5,9 e T52°C) nao
apresentaram diferenca significativa com media de aproximadamente 100 % de
inibicdo frente ao patdgeno. Para esse experimento verifica-se que os pontos centrais e
o0 tratamento 6 ndo apresentaram diferengas com p>0,05.

Assim, os 5 tratamentos (3, 4, 6, 8, 11) ndo apresentaram diferencas
significativas na porcentagem de inibicdo sdo 0s mais recomendados para
armazenamento da bacteriocina para posterior aplicacdo, inibindo praticamente todos
0S micro-organismos viaveis presentes no meio e ilustrando a eficiéncia da
bacteriocina mesmo em condicgdes de elevada temperatura e variagdes no pH.

Esses resultados de porcentagem de inibicdo podem ser melhor analisados
através do perfil de resposta na Figura 4 e através da superficie gerada a partir da

equacdo do modelo na Figura 5.
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Figura 4 — DCCR 22 de porcentagem de inibi¢&o da bacteriocina frente a S. aureus
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Fonte: Autora, 2017

Através do perfil de resposta observa-se que a bacteriocina produzida pelo
Lactobacillus sakei, apds 24 horas de armazenamento sob as condic¢des de tratamento,
manteve-se ativa contra o S. aureus em todas a faixas de pH (4,0 — 7,5), e toda a faixa
de temperatura aplicada (4 — 100°C). Contudo, apresenta maior estabilidade quando
utilizadas temperatura de 100°C para pH 5,9 e para temperaturas menores, 86°C, a pH
4,5e 7,0 e temperatura de 52°C apH de 59 e 7,0.

Observa-se ainda que a bacteriocina ndo permanece completamente estavel em
temperatura de 4°C - pH 5,9 e 18°C - pH 4,5, pois com esses tratamentos o0 extrato
apresentou menores valores de inibicdo dos patégenos mostrando que houve uma
degradacdo ou desestabilizacdo do composto ap6s as 24 horas.

Com a elevacdo da temperatura de armazenamento da bacteriocina observa-se
uma conservagdo de sua acdo inibitoria, ficando nitida a desestabilizacdo da mesma a
temperaturas menores que 52°C principalmente a pH mais acidos. Apesar da
desestabilizacdo do composto a baixas temperaturas, em nenhum dos tratamentos a
bacteriocina perdeu completamente sua acdo inibitéria e mesmo em condicdes
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desfavoraveis apresenta um poder de inibicdo de 46,5% do crescimento de S. aureus,
para o tratamento 5.

Os resultados encontrados no estudo de Todorov et al. (2011) que analiaram
uma bacteriocina produzida por “Lactobacillus sakei R1333” corroboram com 0s
resultados encontrados no estudo, pois os autores observaram que permanecia estavel
apos tratamento térmico a 100°C durante 120 min. a um pH de 5,5.

Loureiro (2015) quando avaliou a producdo de uma bacteriocina por um “L.
plantarum B391” observou que sua atividade ndo é afetada pela variacdo de pH do
meio pois foi variado de 3,95 — 8,09. Contudo, a bacteriocina foi sensivel ao
tratamento térmico, pois quando associado a variacdo de pH inativou a bacteriocina
por completo em pH acima de 5,03.

Estudos realizados com uma nisina produzida por “Lactobacillus lactis
WNC20” demonstraram que tem atividade a valores de pH baixos (3 a 5) quando
submetida a 121°C durante 15 minutos, contudo a pH neutro (> 7,0) verificou-se perda
total da sua atividade (NOONPAKDEE et al., 2003).

Assim, através do comparativo com as bacteriocinas estudadas pelos autores
citados, a bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei isolado no estudo se mostra
mais estavel a uma ampla faixa de pH e temperatura ndo sendo inativada, nos
tratamentos testados. Ainda, apresenta uma estabilidade muito alta a elevadas
temperaturas, podendo ser aplicada a alimentos com pH mais neutro e que possam

receber algum tipo de tratamento térmico como no leite.



Figura 5 - Superficie de resposta gerada através da DCCRR 22 frente a S. aureus
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Fonte: Autora, 2017

A superficie de resposta gerada explana o mesmo comportamento visto da
superficie ilustrada na Figura 4, em que os valores de inibicdo se encontram mais
concentrados acima do ponto central, de 0 até 1,41 (varidvel codificada) para os dois
parametros analisadas. Observa-se ainda que os pontos abaixo do ponto central
apresentam valores de inibicdo reduzidos e assim esses tratamentos ndo devem ser
utilizados para armazenamento da bacteriocina antes de sua utilizacdo como
conservante.

O pardmetro de temperatura tem maior influéncia na estabilidade da
bacteriocina, ao longo dos tratamentos e esse fato pode ser observado gquando
percorresse o0 eixo y da superficie na Figura 4 e observa-se para um valor fixo de pH

que € uma maior variacdo de coloracdo em relacdo a temperatura do processo. Como a
bacteriocina produzida pela BAL néo € conhecida ndo se sabe qual a caracteristica que

é influenciada pela temperatura, que faz com que essa interfira na acdo do composto.

A resisténcia de bacteriocinas a elevadas temperaturas ja vem sendo estudada e
Lopez et al. (2011) descrevem que as bacteriocinas da classe dos ndo-lantibidticos,

subclasse llc, possuem uma estrutura globular compacta composta de porgoes

53
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helicoidais repetidas ao redor de um ndcleo hidrofdbico, essa caracteristica as torna
mais resistentes e altamente estaveis a altas temperaturas, maiores variacdes de pH e
acao proteolitica.

Assim como Lopez et al. (2011), nos experimentos realizados no presente
trabalho foi possivel observar a estabilidade da bacteriocina a elevacdo de temperatura
e pH, pois quando utilizados os tratamentos com temperaturas mais elevadas associado
a pH mais proximos da neutralidade a bacteriocina apresentou um comportamento
estavel. Assim é possivel se ter uma ideia de que, a bacteriocina produzida pelo micro-
organismos utilizado no estudo, faz parte do grupo llc, pois este é o Unico grupo das
bacteriocinas descritas atualmente que tem a caracteristica de termoestabilidade, pois
as demais subclasses descritas Lopez et al. (2011), ndo apresentam essa caracteristica.

Através da superficie de resposta gerada € possivel observar que os dois
pardmetros analisados tém interferéncia direta na atividade antimicrobiana da
bacteriocina, a um nivel de significancia de 90%.

Moreno et al. (2000), descrevem que a maioria das bacteriocinas tém melhor
estabilidade de sua atividade em pH de acido a neutro, sendo praticamente inativadas a
pH 8,0. Contudo, Liu e Hansen (1990) apresentam que a inativagdo da nisina em meio
alcalino pode ser consequéncia de desnaturacdo proteica, modificacdes quimicas ou
ainda por combinagdes de ambos os fatores.

4.1.2 Sensibilidade da bacteriocina e sua acdo inibitéria frente Escherichia coli

Assim como para 0 micro-organismos gram positivo, foi avaliada a atividade
microbiana da bacteriocina frente a um micro-organismo gram negativo, nesste caso a
E. coli. Apds a construgdo da matriz no programa foi observado que haviam varia¢es
significativas entre os parametros analisadas com p<0,1, ilustrados através do grafico

de Pareto (Figura 6) gerado para estes resultados.
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Figura 6-Gréfico de Pareto dos efeitos gerados pelas variaveis sobre a atividade

antimicrobiana do composto, frente a E. coli.
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Fonte: Autora, 2017.

Apo6s andlise do grafico gerado observa-se que todas as varidveis que
encontram antes da linha de significancia ndo apresentam efeito significativo sobre o
sistema a um nivel de confianca de 90%. Assim 0s parametros de temperatura
quadratica e a interacdo entre pH e temperatura foram ignorados para construcdo da
Equacdo 2, que dard origem a superficie de resposta. Os demais parametros
apresentaram efeitos significativas no processo com p<0,1. Sendo assim considerados

para a construcdo da equagéo que descreve o modelo.
% Inibicdo = 95,547 + 11,180(pH) — 9,051(pH?) + 9,325(temperatura) (2)

Na equacdo gerada é possivel observar que apenas o parametro de pH
quadratico tem efeito negativo na equacdo causando uma diminuicdo de ordem
quadratica na porcentagem de inibicdo do composto. Os demais parametros
apresentam efeitos positivos na equacdo da porcentagem de inibicdo, porém
diferentemente da equacédo 1 gerada para a inibi¢do do S. aureus a variavel com maior

efeito positivo na acdo inibitoria é o pH linear. Tendo como base a equacao 2, foram
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calculados os parametros de inibig&o estimados e o desvio padréo entre as situacoes

real e estimada do processo, esses dados estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 - Varidveis respostas do experimento com o micro-organismo E. coli

Tratamentos Variavel dependente .
Inibico (%) Real _Inibicao (%) Estim,  _covio Relat. (%)
1(4,5; 18) 70,0 £ 4,22 54,9 +17,7
2 (7,0; 18) 83,1+5,1° 79,1 19,1
3(4,5; 18) 100,0 + 3,6 83,0 +16,9
4 (7,0; 86) 100,0 £ 2,4° 107,2 7,1
5 (4,0; 52) 49,2 + 2,34 57,3 12,0
6 (7,5; 52) 100,0 £ 2,7¢ 91,3 +8,6
7(5,9; 4) 79,4 +1,6° 68,1 +14,8
8 (5,9; 100) 100,0+12,5° 107,7 +7,6
9 (5,9; 52) 97,4 £7,6° 87,9 12,0
10 (5,9; 52) 93,9+ 2,6 87,9 +6,3
11 (5,9; 52) 99,3 £4,5° 87,9 12,0
Nota: Letra iguais representam valores de inibicdo sem diferencas significativas com p<0,05, em teste
Tukey.

Fonte: Autora, 2017.

Através da Tabela 6, verifica-se que os tratamentos 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11 ndo
apresentaram diferencas significativas entre eles com nivel de significancia de 95% em
teste Tukey, observa-se ainda que todos estes tratamentos foram nos quais a
bacteriocina apresentou maior estabilidade durante o armazenamento. Destaca-se 0
tratamento 5 (pH 4,0 e T 52°C) em que 0 composto apresentou maior degradacgéo, pois
apos 24 h de processo a bacteriocina apresentou acdo de reducdo do crescimento
microbiano em apenas 49,2+2,3% crescimento total dos micro-organismo no meio.
Porém, observa-se que mesmo com esta desestabilizacdo o composto ndo perdeu
completamente seu poder antimicrobiano contra E. coli.

A Tabela 6 permite ainda uma analise da porcentagem de inibi¢cdo estimada
pelo modelo, que se adaptou bastante com a realidade dos resultados, apresentando
valores de no méximo desvio relativo entre a variavel real e a estimada de 17,7%, ndo
obstante, para os tratamentos com maior porcentagem de inibicdo o maior desvio
relativo foi de 16,9% para o tratamento 3. Assim, a equagdo proposta para o modelo
apresenta um valor de R2 igual a 0,79376, ap0Os 0s parametros ndo significativos serem

ignorados.
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Através do exposto, observa-se a eficacia da bacteriocina produzida frente aos
micro-organismos E. coli, visto ser de membrana celular gram negativa, e conforme
Jay (2005), essa membrana celular é uma barreira a macromoléculas e solutos
hidrofobicos, que dificulta a permeacdo da membrana. Possibilitando verificarmos que
a bacteriocina estudada tem grande poder de permeacao nesse tipo de membrana.

Através do proposto, foi possivel observar que a bacteriocina produzida pelo
Lactobacillus sakei, utilizada no estudo, é diferente da bacteriocina produzida por uma
cepa de “Lactobacillus sakei 1” e uma produzida por “Lactobacillus sakei ATCC
155217, analisada por Costa (2016). Em seus estudos, essa autora ndo observou halos
de inibicdo de Escherichia coli para nenhuma das bacteriocinas analisadas, contudo
descreve que a auséncia de inibicdo de E. coli ja era esperada, visto que 0s micro-
organismos Gram-negativos sdo comumente resistentes as substancias inibidoras como
as bacteriocinas, devido a presenga de uma membrana protetora que forma a camada
mais externa do envoltorio celular.

As relacdes entre variacbes de pH e temperatura podem ser melhor
visualizadas e analisadas através do perfil de resposta, Figura 7 e da superficie de
resposta gerada através da equacdo do modelo ilustrado na Figura 8.

Figurla})OY - Perfil de resposta da inibicdo do E. coli apds tratamentos.
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A partir do perfil de resposta gerado, observa-se que a acdo da bacteriocina
frente a E. coli apds os tratamentos realizados € mais influenciada pelo pH da amostra,
pois no eixo x do grafico ocorre uma maior variacdo na coloracdo que quando
comparado ao perfil gerado para o0 micro-organismo S. aureus. Observa-se que alguma
caracteristica do composto ¢ influenciada diretamente pelo pH do meio. No entanto,
ainda assim todos os tratamentos empregados para 0 armazenamento da bacteriocina
foram efetivos na inibicdo do micro-organismo e apenas o tratamento 5 diminuiu a
acao inibitdria abaixo de 50% de inibicao.

Observa-se que os resultados obtidos foram para um tempo de 24 horas de
processo, que extravasa o tempo de processamento normal de alimentos, assim
verifica-se a eficacia da bacteriocina mesmo apds tanto tempo de processo. Os
resultados de Camargo (2011) corroboram com o0s obtidos nesta andlise, apesar do
tempo de processo do autor (2 horas) ser extremamente inferior ao utilizado no
experimento. O autor obteve em seus estudos uma estabilidade térmica de
bacteriocinas isolados de amostras de mortadela, quando as bacteriocinas foram
submetidas a temperaturas de 4°C, 25°C, 30°C, 37°C, 45°C, 60°C, 80°C e 100°C por
2 horas.

Loureiro (2015) também constatou estabilidade térmica da bacteriocina
produzida por “Lactobacillus plantarum B391” quando submetida a tratamentos com
temperaturas de 4°C, 22°C, 37°C e 44°C durante 44 dias. Apesar do tempo de
armazenamento ser maior que o estudado, as temperaturas utilizadas ndo representam
as temperaturas utilizadas no processamento de alimentos.

Resultados para a correlagdo entre os parametros que foram obtidos para a
bacteriocina do estudo estdo ilustrados na Figura 8, em cuja se observa o

comportamento dos parametros avaliados quando gerada uma superficie de resposta.



Figura 8 - Superficie de resposta gerada através da DCCRR 22 frente a E. coli
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Fonte: Autora, 2017.

Através da superficie de resposta, ressalta-se a acdo da bacteriocina nos
tratamentos com valores mais elevados de temperatura e pH, sendo que o segundo
parametro interfere mais significativamente na porcentagem de inibicdo para esse
micro-organismo, pois quando se percorre o0 eixo X (pH) da superficie, observa-se uma
variacdo maior de coloragdes que quando varia a temperatura para um valor de pH
fixo. Observa-se ainda que para o micro-organismo gram positivo (S. aureus) o fator
que mais influencia na a¢do da bacteriocina é a temperatura, fato que néo é observado
nessa analise e assim como para 0 outro micro-organismo.

Os resultados de Rosa (2001) contribuem com os resultados encontrados no
experimento, pois quando analisada a estabilidade térmica da bacteriocina produzida
por “Lactobacillus sake 2a,” o autor observou uma estabilidade térmica para 0s
tratamentos a 60°C por um intervalo de tempo de 5 a 60min., tratamento a 100°C em
um intervalo de 5 a 20 min. e a 121°C por 15 min. obtendo um halo de inibicdo de 3-4
mm, pelo método de difusdo em pocos contra uma cepa de Listeria monocytogenes.

A estabilidade térmica das bacteriocinas é bastante variavel e depende muito de

sua estrutura. Lewus (1991) observou que dentre as bacteriocinas analisadas em seus
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estudos todas foram mais sensiveis ao aquecimento a 100°C que a 60°C, como a
“plantaricina BN”, produzida por L. plantarum que reduziu seu potencial de formacao
de halo de inibicdo em 50% quando aquecida a 60°C por 15 min e a 100°C por 10
min, a “bavaricina MN”, produzida por L. bavaricus, teve o tamanho dos halos de
inibicdo reduzidos em 66% quando aquecidas a 60°C por 10 min e em 50% quando
aquecidas a 100°C por 5 min. A “pediocina A” produzida por P. pentosaceus sofre
uma reducdo de tamanho de halo de 33% devido ao aquecimento a 60°C por 10 min.
Porém, a “leuconocina S” ndo foi afetada pelo aquecimento a 60°C, mantendo sua
atividade mesmo apds aquecimento a 100°C por 5 min.

As anélises de Rosa (2001) quando utilizada uma bacteriocina produzida por
“Lactobacillus sake 2a” isolada de linguica frescal e purificada, apresentou acdo de
inibicdo contra diferentes espécies de Listeria, incluindo a Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Para avaliacdo da sensibilidade dos micro-
organismos patogénicos frente a bacteriocina, foram comparados dois métodos de
inibicdo a Spot-on-the-lawn e a difusdo em pocos, a autora constatou em ambos 0s

testes a acdo eficiente da bacteriocina sobre 0s micro-organismo.

4.2 Analises preliminares in vitro

Antes da aplicacdo da bacteriocina no produto alimenticio foi avaliada a sua
acao inibitoria frente aos micro-organismos exigidos pela Legislacdo brasileira de
controle em queijos do tipo Minas Frescal. Essas anélises foram feitas em microplacas
contra 0s micro-organismos S. aureus, E. coli, Salmonella e Listeria monocytogenes
em cujas os extratos obtidos foram resultado da fermentagéo do caldo MRS por 24 h
em erlenmeyer com agitacdo de 150rpm.Contudo, como 0s extratos apresentaram
porcentagem de inibicdo bem baixa foram feitas novas anélises contra o S. aureus e E.
coli, com 72 horas de fermentacdo da BAL no caldo os resultados da acdo da
bacteriocina estdo ilustrados na Tabela 6. Os “ELC” nas condigdes obtidas de
fermentacdo apresentaram atividade antimicrobiana contra todos os micro-organismos
testados. Quando utilizado o extrato com tempo de fermentacdo menor obteve-se uma
menor porcentagem de inibig&o o que ilustra que o tempo de fermentacéo influencia na
producédo da bacteriocina no extrato, mas tais parametros devem ser mais estudados

em trabalhos futuros.
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Tabela 7 - Porcentagens de inibi¢do contra os micro-organismos

Tempo de Gt - G-
fermentacéo S. aureus Listeria E. coli Salmonella
monocytogenes
24h 23,13+3,91 46,20+1,44 21,53+3,68 21,23+4,45
72h 86,90+3,85 - 100,0+5,96 -

Fonte: Autores, 2017

Desse modo, através dos resultados obtidos foi possivel observar que a
bacteriocina estudada tem acdo antimicrobiana contra os micro-organismos testados
podendo ser aplicada na fabricacdo de alimentos caso tenha seu status Grass
reconhecido pela FDA.

Esses resultados ilustram a eficacia da bacteriocina ap6s 24 horas de
fermentagdo e produgéo desse composto. Quando utilizado o extrato com 72 horas de
fermentacdo contra os micro-organismos E. coli e S. aureus foram obtidos resultados
mais satisfatorios quanto a porcentagem de inibi¢do. Observa-se a necessidade de um
maior tempo de fermentacdo da BAL para a producgéo da bacteriocina.

Barbosa (2013) quando avaliou a atividade antimicrobiana de uma bacteriocina
produzido por “Lactobacillus sakei MBSal” ndo observou acdo inibitoria contra S.
aureus e contra E. coli, o autor observou a atividade contra diversas cepas de Listeria
monocytogenes testadas. llustrando que, possivelmente, a bacteriocina isolada no
presente estudo seja diferente da estuda por Barbosa (2013).

Durante a fermentacdo ocorre o abaixamento do pH, através da concentracdo
de 4cido no meio, com isso sdo necessarios ajustes de pH antes das analises
microbiologicas para que nédo interfira no desenvolvimento do micro-organismo
patogénico utilizado nos testes.

Os resultados de inibicdo de Listeria monocytogenes e Salmonella com o
extrato sob fermentacdo por 72 h ndo foi realizado por falta de tempo habil para as
analises, pois todas foram feitas separadamente.

Os resultados encontrados por Bucholdz (2014) corroboram com o0s
encontrados no experimento em relagdo a acdo de bacteriocinas frente ao
desenvolvimento de col6nias de Salmonella, o autor observou uma diminui¢do da

contagem de colonias de Salmonella choleraesuis em 57,15% das cepas de
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Lactobacillus isoladas, e 28,60% das cepas inibiram o desenvolvimento de Salmonella
bandaka.

Barros et al. (2009) encontraram zonas de inibi¢cdo por método direto em placas
em 100% das suas amostras contaminadas por Salmonella enteritidis com diametros
médios de 16 e 24 mm quando utilizado cepas de L. salivarius para fermentacdo e
86,7% das amostras quando utilizado L. reuteri na fermentacdo com halos de inibicéo
de 14-22 mm.

Liserre (2002) quando analisou a formacdo de halos de inibicdo utilizando
bacteriocina produzido por “Lactobacillus sakei,” testando cepas de Listeria
monocytogenes, como micro-organismos patdgeno, observou halos de inibicdo de 2 a
3 mm.

Assim como no presente estudo, Costa (2016) ao avaliar a atividade inibitoria
de bacteriocinas produzidas por diferentes cepas de bactérias &cido latica, isoladas de
queijos Minas Frescal, utilizando uma cepa de “Lactobacillus sakei 1”” como controle
positivo da atividade antimicrobiana do composto gerado por ela. O autor verificou
resultados que variaram de 26 a 14 mm de halo para Listeria monocytogenes e de 9 a 5
mm de contra Staphylococcus aureus, os valores encontrados pelo autor para acéo
inibitéria contra o S. aureus foram mais eficientes que o controle positivo que teve
halo de inibicdo de 5 mm, ja para a Listeria, o controle apresentou halo de 30 mm,

mostrando o grande potencial de producdo de bacteriocinas com essa caracteristica.

4.3 Producéo de Queijos

Para testes preliminares foi produzido um queijo com leite pasteurizado e um
com leite cru. Como ja era esperado, o tratamento térmico eliminou todos os micro-
organismos viaveis do queijo. De modo que se decidiu utilizar o leite ainda cru para
elaboracdo dos queijos, pois, apds analises observou-se que ja apresentava uma
contaminacgéo inicial bem elevada, eliminando a necessidade de uma contaminagao
posterior dos queijos produzidos com leite pasteurizado, para andlise de acéo
antimicrobiana da bacteriocina sobre os patdgenos presentes na matriz do alimento.

Apbs esses testes, foram entdo produzidos 3 queijos para analise iniciais, um
queijo um com leite cru sem adigdo da bacteriocina, um com leite cru com adi¢do da
bacteriocina e por ultimo um queijo com leite cru e adicdo de nisina. Os 3 queijos

foram embalados a vacuo e mantidos sob mesmo processo de armazenamento, 4°C por
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30 dias, com andlises nos dias 1°, 14° e 30° dia. A Figura 9 mostra 0s queijos
produzidos na etapa inicial do processo.

Ap0s todas as analises dos queijos teste, foram produzidas uma triplicata de
queijos controle, com leite cru e sem a adicdo da bacteriocina e uma triplicata de

queijos com a adicdo desta para confirmacédo dos resultados obtidos.

Figura 9 - Queijos produzidos para analise no 1°, 14

° e 30° dias de armazenamento.
R

Fonte: Autora, 2017

Observou-se que, visualmente, a adicdo do ELC n&o interferiu na coloragéo e
aroma dos queijos, apesar disso ndao foram feitas analises fisico-quimicas desses
parametros.

Apos a producdo dos queijos e das analises microbioldgicas ao longo da sua
vida de prateleira observou-se uma alta contaminacdo por Estafilococos coagulase
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positiva, coliformes totais e termotolerantes nos queijos produzidos. Nao foi observada
a presenca de colbnias tipicas de Salmonella, apenas no décimo quarto (14°) dia de

armazenamento sob refrigeracdo foi observada a presenca de Listeria monocytogenes.

4.3.1 Contaminacao por Estafilococos coaqulase positiva em queijo minas frescal

Dentro dos 30 dias de armazenamento foram realizadas analises no 1°, 14° e
30° dia de armazenamento. Os dados das analises microbioldgicas para estafilococos

coagulase positiva estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados da analise microbioldgica para estafilococos coagulase positiva

Sr:gfisies Queijo controle  Queijo com bacteriocina  Queijo com Nisina
1° Dia 2,6x10%a 5,5x103%P 6,0x102°¢

14° Dia 2,6x10%a 8,3x102P 5,4x102°

30° Dia 1,4x10%2 6,0x102P 0,0°¢

Nota: Letras iguais na linha representam valores de contagem de coldnias, sem diferencas significativas
com p<0,05, em teste Tukey.
Fonte: Autora, 2017.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores de contaminacdo dos queijos em
UFC/g e através dela é possivel observar a diminuicdo significativa da contagem de
colbnias de estafilococus coagulase positiva do queijo controle para 0 queijo com
adicdo da bacteriocina com uma redugéo de 78,85% da contaminacéo inicial para o 1°
dia de analises. Nesse mesmo dia, a contagem de coldnias para o queijo com adicdo da
nisina foi menor que o queijo com a bacteriocina, no entanto, esse resultado ja era
esperado visto que a nisina foi utilizada como controle positivo de inibi¢do contra esse
grupo de patdgenos.

A partir das anélises do 14° dia de conservagdo, observa-se conservacdo da
elevada contaminagdo do queijo controle (sem adicdo de conservantes), mas observa-
se que a bacteriocina avaliada no estudo ndo apresenta diferenga significativa em
relacdo ao conservante comercial, ilustrando o seu grande potencial como conservante
natural em alimentos. E assim ressalta-se que a bacteriocina tem acdo semelhante a
nisina, conservante natural ja permitido pela legislacdo para utilizacdo em queijos. Por
ser uma bacteriocina produzida por uma bactéria acido lactea apresenta grandes

chances de receber o Status Grass, que permite sua utilizacdo em alimentos.
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O mesmo comportamento é observado no 30° dia de conservagdo dos queijos
mantidos a vacuo e 4°C. Porém, nesse dia ja é observado o efeito da temperatura sobre
a sobrevivéncia dos micro-organismos, sendo observada uma diminuicdo da contagem
de colbnias viaveis de estafilococos coagulase positiva mesmo nos queijos controle.
N&o obstante, h& diferenca significativa entre esse e os queijos com adi¢do dos
conservantes naturais. Observando uma diminuicdo da contagem de colbnias nas
analises do 30° dia entre o queijo controle e o com adicao da bacteriocina, de 57,15%
de reducdo das UFC de estafilococos coagulase positiva.

Apesar da diminuicdo significativa com o uso da bacteriocina na formulagéo
dos queijos, eles ainda ndo estavam dentro dos padrdes exigidos pela Resolugéo RDC
12/2001 da ANVISA, que estabelece valor maximo de 5x102 UFC/g como méaximo de
contagem de estafilococos coagulase positiva em queijos de alta umidade, como o
Minas Frescal. Contudo, observa-se que a contaminacgdo inicial da matéria-prima é
muito elevada dificultando a a¢do da bacteriocina.

Como observado por Loguerci e Aleixo (2001), a presenca de Staphylococcus
aureus é frequentemente pesquisada em alimentos, sendo que o queijo é um dos
principais veiculos de intoxicacBes alimentares, e sua presenca estd associada as
praticas de higiene e manipulacdo inadequadas e insuficientes. Em fungdo de ndo ser
apenas o Staphylococcus aureus a Unica espécie do género Staphylococcus capaz de
produzir enterotoxinas, a legislacdo da ANVISA, resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro
de 2001, definiu que o padrdo microbiolégico passou a ser para estafilococos
coagulase positiva com contagem maxima 5x10? UFC/g (ANVISA, 2001). As altas
contaminacdes desses micro-organismos estdo relacionadas principalmente a
problemas de processamento, como falhas de pasteurizagédo ou utilizacdo de leite cru,
higienizacdo inadequada de equipamentos e manipulacdo, porém pode ser ainda
resultado de infecgdes estafilocdcicas nas glandulas mamarias bovinas (FLOWER et
al., 2005; FORSYTHE, 2002).

A toxicidade das cepas de Staphylococcus pode ser observada através da
capacidade do micro-organismo de coagular o plasma sanguineo, essa coagulacéo é
realizada atraves da presenca de coagulase, que sdo enzimas produzidas pelo micro-
organismo e excretadas para fora da célula e esta presente apenas nas cepas de
estafilococos que apresentam patogenicidade (LANCETTE; BENNET, 2001). Assim,
no presente estudo todo o micro-organismo que apresentou a coagulase foi analisado

para confirmacéo das cepas de estafilococos coagulase positiva.
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Os resultados encontrados na analise sdo menores que o0s encontrados por
Ferreira et al. (2011) ao analisar queijos Minas Frescal artesanais produzidos na cidade
de Uberlandia, o autor conclui que uma contaminacdo para o tipo de queijo D, de
1,1x10* até um méaximo de contaminacio de 2,6x10°, do total dos queijos analisados,
90% apresentavam uma contaminagéo fora dos padrdes exigidos pela legislagéo.

Almeida Filho et al. (2000) em seus estudos analisaram 80 amostras de queijo
Minas Frescal que apresentaram contagem acima de 10° UFC/g, valores acima do
permitido. Salotti et al. (2006) analisaram 30 amostras de queijo Minas Frescal
artesanais produzidas na cidade de Jaboticabal — SP, 20% das amostras apresentaram
contagem acima dos padrdes variando entre 5x10% UFC/g a valores maiores que 5x10*
UFC/g. Assim, observa-se a necessidade de um controle mais rigoroso com a
qualidade microbioldgica de queijos do tipo Minas Frescal, pois h4& uma grande
ocorréncia de contaminacfes. Ressalta-se a necessidade da utilizacdo de conservantes
na producdo de queijos principalmente do tipo Minas Frescal com base lactea de lei
cru ou a utilizacdo de leite pasteurizado para a producao queijos.

Felicio et al. (2015) observaram uma reducdo de cerca de 1 log UFC/mL na
multiplicacdo de S. aureus na presenca de nisina em queijos Minas Frescal apds 30
dias a 4°C. No presente estudo, ap6s os 30 dias de armazenamento dos queijos
também foi possivel observar uma reducéo da contagem de colénias de estafilococos
coagulase positiva.

A concentracdo da nisina purificada e liofilizada, adicionada no queijo é de
12,5 mg/ L de leite, dissolvida em 10 mL de leite fresco. Porém, a concentragdo
adicionada da bacteriocina produzida pelo Lactobacillus sakei ndo é conhecida, sendo
adicionada 10 mL de ELC com concentra¢do desconhecida de bacteriocinas no meio.
Como essa concentracdo ndo é conhecida e o composto néo foi purificado, sabe-se que
mesmo adicionando 0 mesmo volume de inoculo a concentragdo final da nisina é bem
maior que a concentracdo da bacteriocina estudada. Observando seu grande potencial
mesmo em concentracdes menores apresenta acdo semelhante ao conservante
comercial.

Na Figura 10 é ilustrado o comportamento da contaminagdo microbiana ao
longo do tempo de armazenamento dos queijos sob refrigeracdo a 4°C, para 0os 3

queijos produzidos.
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Figura 10 - Qualidade microbioldgica dos queijos em funcdo dos dias de

armazenamento sob refrigeracédo
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Fonte: Autora, 2017

Através da andlise dos resultados expostos na Figura 10, observa-se que ha
uma diferenca significativa na contaminacdo microbiana ao longo da vida de prateleira
dos queijos, a queda da contaminagdo ao longo do tempo mostra a agdo da
bacteriocina e da nisina com o tempo.

Apesar de ocorrer uma diminuicdo da contagem de colbnias de patdgenos
também no queijo controleocasionada pela acdo do frio sobre 0os micro-organismos, ha
uma constante reducdo da carga microbiana causada pelos conservantes naturais. Pois,
quando avaliados os dias separadamente observa-se que em relagcéo ao queijo controle,
com contagem média de 1,4x10% UFC/g e 0s queijos com bacteriocina com contagem
média de 6,0x102 UFC/g, existe uma reducdo de 57,15% da contaminag&o. llustrando

a acdo da bacteriocina mesmo ap6s os 30 dias de armazenamento.
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Os estudos de Carvalho (2010) confirmam os resultados obtidos neste estudo
para a diminuigdo da contagem do patégeno nos queijos controle, visto que sofre uma
reducdo consideravelmente significativa em relacdo ao 1 e 14° dia de armazenamento
ocasionada por injarias pelo frio, pois a refrigeracéo altera o crescimento dos micro-
organismos, assim o autor observa que a temperatura minima de crescimento para a
maioria dos micro-organismos esta em torno de 10°C, ainda observa que os mesofilos
ndo representam problemas, pois ndo se desenvolvem bem nessa temperatura.
Entretanto, mesmo para os psicrotréfilos, quanto mais baixa for a temperatura, menor
serd a sua velocidade de crescimento. Assim, os alimentos sofrerdo deterioragdo 10
vezes mais rapido a 10°C que a 5°C e 0°C.

Segundo Lancette e Bennet (2001), a concentracdo bacteriana de cepas
toxigénicas de estafilococos coagulase positiva, necessaria minima para producdo de
enterotoxinas capazes de produzir intoxicagdes alimentares estafilocécica é de no
minimo 10° UFC/g. Por fim, observa-se que nenhum dos queijos produzidos tem essa
capacidade, segundo a contaminacao apresentada nos experimentos.

Da mesma forma que no presente estudo, nos experimentos de Felicio (2013),
Pinto (2008) e Teodoro (2012) a maior contagem de estafilococos coagulase positiva
ocorreu no tratamento sem adi¢do de bacteriocinas como conservante. Felicio (2013)
obteve, ap6s 24 horas de inoculacdo, uma contagem de 8,12 log UFC/mL, ja Pinto
(2008) e Teodoro (2012), apds 48 horas, a contagem foi de 8,75 log UFC/mL e
7,24log UFC/mL, respectivamente. O mesmo comportamento foi observado no estudo
no qual o numero de coldnias diferiu consideravelmente em relagcdo aos queijos com e

sem adicéo da bacteriocina, como pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11 - Placas de Agar Baird Parker para o crescimento de estafilococos nos
queijos nas dilui¢des 10 (0,3 mL e 0,1mL), 102 e 1073, respectivamente.

\ —» C/nisina

Fonte: Autora, 2017

Atraves da Figura 11, observa-se visualmente a diminuicdo das col6nias
formadas no Agar Baird Parker, para os queijos com adi¢io da bacteriocina estudada e
adicéo da nisina, em relacdo ao queijo sem adi¢do dos conservantes.

Para a confirmacdo dos resultados foi realizada a triplicata de queijos e as
andlises foram realizadas em duplicata. Para os queijos com adi¢gdo da bacteriocina
ap6s 30 dias de armazenamento, observou-se uma diminui¢do significativamente
menor em relacdo a contagem de coldnias tipicas e atipicas da triplicata de queijos
controle. Figura 5 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 12 - Placas de Agar Baird Parker para o crescimento de estafilococos nos

queijos nas diluigdes 1071, 102 e 1073, respectivamente para confirmacao dos resultados

Nota: a — Placas da analise do queijo controle; b — placas das analises dos queijos com bacteriocina.
Fonte: Autora, 2017

Nas placas da confirmacdo dos resultados, na Figura 12, assim como na analise
dos queijos teste, foi possivel observar que a contagem de coldnias dos queijos foi
bem menor, sendo que a contaminacdo dos queijos controle por presenca de
estafilococos coagulase positiva passou de 2x10° UFC/g no 30° dia de analise e para a
triplicata de queijos e a contaminacdo das placas das analises com o queijos
adicionados de bacteriocina tiveram média de 7,1x10% UFC/g. Confirmando os
resultados ja encontrados nas queijos testes da acdo conservadores da bacteriocina
estudada em queijos conservados sob refrigeracédo a 4°C.

Felicio et al. (2015) observaram uma reducdo de cerca de 1 log UFC/g na
multiplicacdo de S. aureus na presenca de nisina como conservador natural em queijos
Minas Frescal apés 30 dias a 4°C.

Como ilustrado por Alegria et al. (2010), a neutralizacdo dos extratos dos
sobrenadantes para a caracterizacdo da atividade inibitéria das culturas antagonistas,
permite descartar um possivel efeito inibidor dos &cidos organicos produzidos pelas
culturas frente aos micro-organismos indicadores utilizados. Assim, foi feito o ajuste
de todos os extratos para pH 7,0, para inibir a acdo do pH.

Jay (2005) descreve que a razdo para a inibicdo do crescimento microbiano a

baixas temperaturas é devido as reagdes metabdlicas dos micro-organismos que sdo
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catalisadas por enzimas e a taxa de reacdo catalisada enzimaticamente diminui,
dependendo da temperatura. Nessa perspectiva, a reducdo da temperatura causa uma
diminuicdo das taxas de reacéo.

Lino e Lino (2014) observaram que o grupo dos estafilococos tem uma
temperatura minima de crescimento de 7°C, ilustrando assim o motivo do decréscimo
da contagem de bactérias desse grupo no queijo controle ap6s 30 dias de
armazenamento. Mesmo assim, ainda com a diminuicéo causada pelo frio na contagem
desse grupo de bactérias foi possivel observar a acdo da bacteriocina apos os 30 dias

de armazenamento.

4.3.2 Contaminacao por Coliformes termotolerantes em gueijo minas frescal

As andlises de coliformes exigidas pela legislacdo brasileira é a de Coliformes
termotolerantes, para queijo Minas frescal. Os termotolerantes crescem a 44,5+0,2°C e
dentro desse grupo de micro-organismos, 0 maior representante é a Escherichia coli
(VALSECHI, 2006).

A Tabela 9, ilustra os valores de contagem de coliformes termotolerantes
através da analise de nimero mais provavel, os queijos com nisina foram produzidos

para comparacdo dos resultados.

Tabela 9 - Contaminacdo por coliformes termotolerantes

Queijo controle  Queijo com bacteriocina  Queijo com Nisina

;:Zfiies Colif. Termot. Colif. Termot. Colif. Termot.
(NMP/g) (NMP/g) (NMP/g)
1° Dia 460 @ <3,0° 23 b
14° Dia <3,02 <3,02 <302
30° Dia 362 <3,0b 362
Notas: letras iguais na linha representam valores sem diferenca significativa com p< 0,05 em teste
Tukey.

Fonte: Autora, 2017.

Atraves dos resultados expostos observa-se uma semelhanca significativa entre
a acdo da bacteriocina estudada e a nisina, apresentando uma agéo bastante positiva
em relacdo a contagem de coliformes no queijo sem a adi¢do da bacteriocina. Apesar
de todos 0s queijos apresentarem contagem menor que a estabelecida pela legislacdo
brasileira (5x10° NMP/g), é possivel observar ainda assim, uma agdo inibitoria da
bacteriocina estudada. Com diferenca significativa entre as andlises do queijo com
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bacteriocina no 30° dia em comparacdo aos demais queijos, sendo possivel observar
que a bacteriocina manteve sua agdo estavel ao longo do tempo de armazenamento.

Nas andlises de confirmacdo dos resultados os queijos produzidos néo
apresentaram nenhum tubo positivo na analise com caldo EC, contudo a tabela dos
resultados de NMP/g apresentada por Silva et al. (2010) descreve esse valor como
<3,0 NMP/g. Sendo 0 mesmo valor para as duas triplicatas de queijos elaboradas.

A contaminacdo por coliformes pode ser proveniente de sanitizacGes
improprias das superficies e equipamentos da planta de processo, contaminagdes no
momento da ordenha e por meio de aguas contaminadas, assim sua presenca em
alimentos reflete a qualidade (CARVALHO, 2003). Esse micro-organismo €
responsavel por estufamentos precoces em queijos, que sdo caracterizados pela
producéo de gas Hoem 1 a 2 dias apos a sua fabricagdo (FOX et al., 2000).

No meio seletivo para coliformes termotolerantes incubados & temperatura de
45°C, observou-se a presenca desse grupo de micro-organismos pela producdo de gas,
resultado da fermentacdo da lactose, aprisionado no interior dos tubos de Durham no
meio Caldo EC, com sais biliares na sua composicdo, o que faz com que iniba o
crescimento de micro-organismos Gram-positivos.

Salloti et al. (2006), apds analisarem queijos minas frescal industrializados e
artesanais, verificaram a presenca de coliformes a 45°C em 100% das amostras, do
total 83,3% dos artesanais e 66,7% dos industrializados foram condenados como
improprios ao consumo.

Rocha et al. (2006) encontraram um aumento da contaminagéo por E. coli em
linhas de processamento de queijos minas frescal quando utilizaram derivados
produzidos com leite fluido pasteurizado constataram um aumento de 2 log UFC/g e
quando utilizaram leite cru no processamento dos queijos houve um aumento de 4 log
UFC/g. Confirmando assim a influéncia da pasteurizacdo na concentracdo final dos
micro-organismos no produto. Segundo Langoni et al. (2006), o leite cru pode
apresentar-se contaminado pela bactéria E. coli assim como por outros agentes
patogénicos em decorréncia de ordenha de animais ndo sadios.

Segundo os estudos de Siqueira et al., (2010) indicam que queijos minas frescal
comercializados no Brasil sdo amplamente contaminados, confirmando a auséncia de
boas préticas e utilizacdo de matéria prima de baixa qualidade na fabricagdo dos

derivados seja na industria ou em produces artesanais.
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No estado do Rio Grande do Sul, Zaffari et al. (2007) constataram a presenca
de coliformes termotolerantes acima dos padrdes preconizados pela legislagdo em 84%
dos produtos analisados produzidos no estado.

A utilizacdo de leite cru ou gque recebe um tratamento inadequado na producao
de queijos é uma via de transmissdo importante do patdégeno E. coli, esse micro-
organismo nado apresenta resisténcia a temperaturas elevadas e assim é sensivel a faixa
acima de 60°C em poucos segundos, porém algumas cepas podem resistir por longos

periodos quando expostos em temperatura de refrigeracdo (SILVA et al., 2010).

4.3.3 Presenca de Salmonella em queijo minas frescal

Nos queijos produzidos para o estudo, ndo foram observadas coldnias tipicas
ou atipicas de Salmonella no agar XLD, HE e BS, assim a andlise foi interrompida
com a deciséo da auséncia de Salmonella nas amostras.

De acordo com a RDC 12, de 2001 (ANVISA), qualquer alimento deve estar
livre de Salmonella em porcdes de 25g. Apesar disso, esse micro-organismo €
comumente encontrado em derivados lacteos e tem sido relatado em diferentes estados
do pais, principalmente em alimentos de producdo artesanal, nos quais o0 agente
patogénico é associado a precariedade de higiene durante a fabricacdo do produto
(PEREIRA et al. 1999).

4.3.4 Presenca de Listeria em queijo minas frescal

Para as amostras de queijo em que foram realizadas as analises ndo foram
observadas cepas de Listeria no 1°dia de conservagdo nem no 30° dia, contudo as
analises do dia 14°, mostraram resultados positivos para essa analise. Mostrando a
presenca dos micro-organismos nos queijos, tornando o alimento impréprio ao
consumo, pois conforma a resolugédo RDC 12 de 2001 da ANVISA que exige auséncia
desse micro-organismo em 25 g de alimento.

Através da andlise da triplicata para confirmacdo dos resultados foram
encontradas col6nias de Listeria em todos os queijos produzidos, ndo obstante, para 0s
queijos com adicdo da bacteriocina a presenca foi confirmada apenas nas analises do
30° dia de armazenamento, nas andlises do 1° dia a presenca ndo foi confirmada. Esse
fato pode ter ocorrido por presenca muito baixa de colonias do micro-organismo nos

alimentos, assim quando retirada a amostra por vezes é possivel que a parte que é
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utilizada na analise ndo contenha o micro-organismo. A Figura 13 mostra os testes
bioguimicos realizados para confirmacéo da presenca de Listeria nos queijos.

Figura 13 - Testes bioquimicos para confirmacao de Listeria

Nota: (a-teste de fermentagéo de carboidratos; b-motilidade; c—colorag¢do de Gram; d-teste de catalase)
Fonte: Autora, 2017

Os resultados encontrados condizem com os estabelecidos por Jay (2005) e
Gasanov (2005) que estabelecem que esse micro-organismo € representado por
bastonetes Gram-positivos como observado pelo teste de coloracdo de Gram, podem
ser considerados psicrotroficos, devido a sua capacidade de multiplicacdo em
temperaturas de refrigeracdo de 2 a 7°C. Em temperaturas de 25°C apresenta
motilidade e capacidade de fermentacdo da glicose e outros carboidratos com a
producéo de acido, contudo sem a producao de gas.

Apesar da capacidade de se desenvolver em baixas temperaturas é
termosensivel, sendo assim, facilmente destruido na pasteurizacdo. Esse micro-
organismo tem a capacidade de produzir enzimas extracelulares (lipases e proteases)
que sdo termoresistentes. E um micro-organismo muito importante em produtos que
sdo conservados sob refrigeracdo por periodo entre 1 a 4 semanas (PERRY, 2004).
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Hemanns (2013) encontrou halos de inibigdo contra S. aureus de 15,83 mm até
um maximo de 30,62 mm quando utilizadas BAL nativas isoladas de leite e queijos
artesanais da fronteira Noroeste do RS. Outros autores como Nero et al. (2008)
também observaram o potencial antagonico de 360 colénias de BAL isoladas de leite
cru e observaram que 25,3% mostraram atividade antimicrobiana contra Listeria

monocytogenes e apenas 9,2% demonstraram antagonismo contra Salmonella.
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5 CONCLUSAO

Através da analise de estabilidade da atividade antimicrobiana da bacteriocina
foi possivel concluir que a bacteriocina permanece estdvel mesmo com as variagdes
elevadas de temperatura e pH mais préximos da neutralidade, no processo de
armazenamento da bacteriocina por 24 horas. Assim, observa-se que a atividade
inibitdria da bacteriocina frente ao micro-organismo S aureus foi observada para 0s
tratamentos 3, 4, 6, 8 e 11, com nivel aproximado de 100% de inibicdo sem diferenca
significativa entre os tratamentos com p>0,05.

Observa-se que a bacteriocina mesmo em condicdes desfavoraveis (pH 4,5e T
18°C; pH 4,0 T 52°C) néo foi desestabilizada completamente apresentando valores de
46,4% de inibicdo frente a esses micro-organismos. A acdo inibitdria da bacteriocina
frente a E. coli foi observada para os tratamentos 3 (pH 4,5 T 86°C), 4(pH 70 T
86°C), 6(pH 7,5 T 52°C), 8(pH 5,9 T 100°C) e os pontos centrais 9, 10e 11 (pH59 T
52°C) com aproximadamente 100% de inibicdo sem diferenca significativa com
p<0,05 para os tratamentos. Assim como para 0s micro-organismos Gram positivos, a
acdo da bacteriocina frente a E. coli ndo foi inativada completamente, porém foram
observados valores de inibicdo menores que 50% para o tratamento 5 (pH 40e T
52°C)

Os testes preliminares in vitro realizados com a bacteriocina demostraram a
acao inibitéria do composto frente aos micro-organismos S. aureus, E. coli,
Salmonella e Listeria monocytogenes em teste de microplacas. Conclui-se que a
producdo da bacteriocina pela BAL se da ao longo do tempo de fermentacdo e
interfere diretamente na concentragcdo do composto no extrato, observando-se que 0s
melhores resultados de inibicdo do S. aureus e da E. coli foram para um tempo de
fermentacdo de 72 horas, representados por 86,90% e 100% de inibicéo,
respectivamente. Apesar de resultados mais baixos de inibicdo, a bacteriocina
apresentou agao contra o desenvolvimento de todos os micro-organismos testados com
0 extrato fermentado por 24 horas.

Através dos dados obtidos com as analises realizadas foi possivel observar a
eficiéncia da bacteriocina quando administrada na formulacdo de queijos Minas
Frescal, diminuindo aproximadamente 78,5% da contagem de bactérias do grupo
estafilococos coagulase positiva, no produto em comparagao aos queijos controle para

0 1° dia de analise. Verificou-se ainda a semelhanca entre a bacteriocina estudada e a
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nisina, apresentados valores significativamente iguais para um p>0,05 nas analises do
14° dia. Para o teste contra o grupo de coliformes termotolerantes foi observada uma
diminuicdo significativamente menor para 0s queijos com a presenca da bacteriocina
estudada nos queijos.

Conclui-se ainda que mesmo com acdo inibitdria da bacteriocina nos queijos
eles ndo estavam aptos ao consumo conforme a RDC 12/2001, porém observa-se uma
elevada contaminacao inicial dos queijos produzidos com leite cru e sem a adicdo dos
conservantes, o que dificulta a acdo da bacteriocina na inibicdo de uma elevada
contaminagéo.

Assim, atraves dos resultados de inibicdo encontrados com a utilizacdo desse
composto € possivel observar que a bacteriocina produzida pelo Lactobacillus sakei
estudado, tem grande potencial para aplicacdo em alimentos como o queijo Minas
Frescal e em alimentos com pH variando de 4,5 a 7,5 que recebam tratamento

térmico.
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TRABALHOS FUTUROS

Como trabalhos futuros, observa-se a necessidade de uma avaliagdo maior da
forma de produgdo da bacteriocina com um acompanhamento da cinética de
crescimento da bactéria acido lactea correlacionado as fases de seu crescimento com a
producdo da bacteriocina.

Observa-se ainda a necessidade da identificagéo da bacteriocina produzida pelo
Lactobacillus sakei isolado de salame italiano, para que mais estudos possam ser
voltados diretamente as caracteristicas proprias do composto.

A estabilidade da bacteriocina a variacfes de concentrac@es de sais dissolvidos
no meio também é um parametro importante para a avaliacdo da sensibilidade da

bacteriocina, observando assim em quais alimentos essa pode ser utilizada.
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