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Resumo:

O uso de bacteriocinas como conservantes de alimentos naturais atende as demandas dos consumidores
por ata qualidade e seguranca. No entanto, a aplicacdo de bacteriocinas como aditivos em alimentos
podem ser limitados por vérias razoes, tais como a eficacia da eliminacéo do patdégeno ou o prego ato. O
gue desenvolve um interesse maior no desenvolvimento de biofilmes comestivels ou degradaveis
biologicamente, além da aplicacéo para preservacdo de alimentos, pela demanda maior por alimentos de
ata qualidade, preocupacbes ambientais, principalmente com o descarte de materiais ndo renovaveis
utilizados como embalagens nos alimentos. Sendo assim este trabalho teve como objetivo a producdo de
biofilmes com a aplicacdo de bacteriocinas produzidas pela bactéria Lactobacillus sakei, isoladas no
"extrato livre de células' (ELC), com objetivo de comparacdo a acdo inibitdéria em diferentes
concentracfes do agente antimicrobiano, nas proporcdes de 25%, 50% e 75%. Para o desenvolvimento
do estudo, foram elaborados 4 solugdes filmogenicas, sendo elas com diferentes concentragdes de extrato
conctendo bacteriocina, nas proporcdes de 0, 25, 50 e 75% de extrato, para a analise antimicrobiana das
solucdes filmogenicas formugadas, foi utilizado técnica de casting para formulacdo dos filmes e
metodol ogia adaptada de disco-difusio para anélise antimicrobiana em placa de petri com Agar Mueller
Hinton sobre a cultura contaminante. Com o estudo observou-se que as concentracGes do agente ndo
diferenciaram em relag&o a inibi¢gdo do micro-organismo com aproximadamente 9,69 mm de diametro de
halo de inibicdo para E. coli e 8,42 mm em média para 0 S. aureus. Foi possivel concluir com o estudo
gue as diferentes concentragdo de extrato estudadas, ndo apresentam influencia na inibicdo do micro-
organismo Gram-positivo, contudo para uma maior inibicdo do Gram-negativo, concentragdes acima de
50% sdo mais eficientes. O estudo ilustra a promissora utilizacdo deste extrato de bacteriocina na
formulacbes de solucdes filmogénica, ou biofilmes com atividade antimicrobiana que poder&o ser
utilizados no recobrimento de alimentos perecivels.
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ANALISE DA APLICACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE
BACTERIOCINAS NA FORMULACAO DE SOLUCOES FILMOGENICA.

1 INTRODUCAO

O uso de bacteriocinas como conservantes de alimentos naturais atende as
demandas dos consumidores por alta qualidade e seguranca. No entanto, a aplicacdo de
bacteriocinas como alimento aditivos podem ser limitados por varias razdes, tais como a
eficdcia da eliminacdo do patégeno ou o preco alto (CLEVELAND, 2001).

No entanto, o interesse de pesquisa em bacteriocinas continuou nos tltimos anos,
a medida que os pesquisadores continuam a procurar por novas bacteriocinas assim
abordando as preocupagdes bioldgicas e econdmicas (CLEVELAND, 2001).

Uma estratégia comum para a preservacao de alimentos que sdo consumidos crus
ou sem cozimento adicional é a aplicacdo de filmes comestiveis ou revestimentos
contendo substancias antimicrobianas. A incorporacdo compostos antimicrobianos, como
as bacteriocinas, em revestimentos e filmes apresenta-se como alternativa interessante
assegurar o controle de microrganismos patogénicos em alimentos produtos (IGARASHI,
2010).

O interesse maior no desenvolvimento de biofilmes comestiveis ou degraddveis
biologicamente, se dd pela demanda maior por alimentos de alta qualidade, preocupacdes
ambientais, principalmente com o descarte de materiais ndo renovaveis utilizados como
embalagens nos alimentos (PALMU, 2003).

As embalagens sdo utilizadas com a funcdo principal de garantir a qualidade e
seguranca aos produtos alimenticios durante o seu armazenamento e transporte até a
chegada a mesa do consumidor (RHIM; PARK; HA, 2013). Desta forma prolongam a
vida de prateleira impedindo o seu contato com fatores ou condi¢des desfavordveis, que
possam vir a interferir nas caracteristicas dos alimentos como micro-organismos,
contaminantes quimicos, oxigénio, luz e umidade (HEMPEL et al., 2013; RHIM; PARK;
HA, 2013).

Estes filmes antimicrobianos sdo compostos de resina sintética ou natural,
adicionados de agentes antimicrobianos com o objetivo de retardar ou inibir o
desenvolvimento de micro-organismos, por migracao destes agentes para a superficie do
produto ou até mesmo apenas pelo contato (OLIVEIRA, 2002).

A forma mais comum de aplicag¢do de aditivos antimicrobianos € diretamente na
formulacdo dos produtos alimenticios, com finalidade de controlar o crescimento
microbiano. Contudo esta forma de aplicacdo pode ndo ser eficiente, em casos que a
capacidade de protecdo do agente antimicrobiano seja neutralizada por rea¢des ou ainda
por interacdes com os demais constituintes. Apesar deste, outro parametro como
homogeneizac¢do do antimicrobiano, pela aplicacdo direta na formulagdo, pode interferir
na acdo na superficie do alimento, onde as reagdes de deterioracdo ocorrem com maior
frequéncia, assim uma concentracdo maior do agente na superficie seria necessaria para
combate da contaminacao superficial (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

Atualmente a Nisina € a bacteriocina mais conhecida, a inica reconhecida como
conservante natural para alimentos, biologicamente segura pela Food and Agriculture
Organization (FAO) e permitida pela Legislacdo brasileira para uso em queijos
(Brasil, 1996). Contudo vérios estudos vém sendo desenvolvidos para a descoberta de
novas bacteriocinas, como as produzidas pelo micro-organismo Lactobacillus sakei,
como a Sakacina e Lactocina S. Estas bacteriocinas, conforme observado por Rosa et al.
(2002) e Mortvedt et al. (1995) apresenta potencial de bioconservacdo quando utilizada
no controle de Listeria monocytogenes.



Apesar dos beneficios da utilizagdo da Nisina como conservante natural, esta
quando utilizada em baixas concentragdes, alguns micro-organismos podem apresentam
resisténcia (MARTINS, 2012) justificando a busca por novas cepas de bactérias que
apresentem as caracteristicas de producdo desses compostos com potencial
antimicrobiano contra micro-organismo como Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
patégenos comumente encontrados na industria de alimentos.

Sendo assim este trabalho teve como objetivo a produgdo de biofilmes com a
aplicagdo de bacteriocinas produzidas pela bactéria Lactobacillus sakei, isoladas no
“extrato livre de células” (ELC), com objetivo de comparagdo a acdo inibitéria em
diferentes concentragdes do agente antimicrobiano, nas proporc¢des de 25%, 50% e 75%.

2 METODOLOGIA

Inicialmente foi obtida a bacteriocina por fermentagdo submersa com
Lactobacillus sakei em caldo Man, Rogosa and Sharpe (MRS) em erlenmeyer com 250
mL de meio de cultura, sob agitacdo de 150 rpm a 32°C durante 24 horas de cultivo. Para
obtencdo do extrato a ser utilizado na producdo dos filmes, o caldo fermentado foi
centrifugado a 5500 rpm por 15 minutos a 4°C para remocdo das células, visto que as
bacteriocinas sdo compostos extracelulares. O sobrenadante serd denominado de extrato
livre de células (ELC), tendo o pH ajustado para 7,0 a fim de ndo afetar na atividade de
inibi¢do do extrato (SOUZA, 2017).

Para a produgdo dos filmes biodegraddveis a base de gelativa incorporados de
bacteriocina o ELC foi adicionado a formulagdo do filme conforme o fluxograma
mostrado na Figura 1, ad concentragdes de ELC que foram variada também estdo ilustrada
na mesma figura.

Figura 1 - Fluxograma de produgéo de biofilme incorporado de ELC
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Os filmes foram desenvolvidos a partir da técnica de casting, onde como matriz
da solugdo filmogénica utilizou-se Agar-Agar como geleificante, devido ao seu alto poder
de formacdo de gel, o qual € oriundo de uma mistura de dois polissacarideos (agarose e
agaropectina), como plastificante hidrofilico serd utilizado o glicerol, sendo necessario
para melhorar a flexibilidade e aumentar a resisténcia do filme, dgua destilada estéril
como solvente e o ELC nas concentracdes de 0; 25; 50 e 75%, de forma a se obter um
volume de 50 mL de solucdo filmogénica (ALVES, 2015; CORREIA, 2016; DUARTE
et al., 2014). Apds a obtengdo da solugdo filmogénica essa foi utilizada para as andlises
antimicrobianas.

Para a caracterizacdo microbioldgica dos filmes produzidos foi avaliada a
atividade microbioldgica desses através de metodologia adaptada de disco-difusao
descrito pela NCCLS (2003), este método consiste na adi¢do em da cultura microbiana
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus), padronizada com aproximadamente 1,5x10%
UFC/mL, em placa de Petri na propor¢do de 0,1 mL da cultura e adi¢do de dgar Mueller
Hinton sobre a cultura contaminante, sendo que apo6s a solidificagdo do 4gar foram abertos
orificios de 6 mm de didmetro e adicionadas as solucdes filmogénica na concentracdes de
0; 25; 50 e 75% de ELC, as placas foram incubadas a 35°C/24 h (LOPES et al., 2014).
Ap6s o tempo de incubacgdo das placas os resultados foram observados pela formacao de
halos translicidos ao redor do orificio no dgar, foram realizadas medidas de tamanho de
halo de inibicao.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1, ilustra os didmetros de halos de inibi¢do formados no com a aplicacao
das solucdes filmogénicas nos orificios do dgar contaminado com E. coli e S. aureus.

Tabela 1 — Halos de inibi¢do dos micro-organismos contaminantes conforme a
concentracdo de extrato adicionada na solucdo filmogénica.

Micro- Concentragdo Concentragdo Concentragdo Concentragdo
organismo 0% (mm) 25% (mm) 50% (mm) 75% (mm)
E. coli 0,00 7,342 9,33 9,69°
S. aureus 0,00 8,342 8,412 8,522

Fonte: Autores, 2018

Através dos resultados ilustrados na Tabela 1, foi possivel observar, como j4 era
esperado, que a solugdo filmogénica que ndo recebeu adi¢do do extrato antimicrobiano
ndo apresentou nenhuma formacgdo de halo de inibicdo frente aos micro-organismos
testados. Contudo observa-se que a medida que a concentragdo de extrato foi aumentada,
o halo de inibi¢do aumentou consequentemente.

Para E. coli a diferenca entre as solugdes com 25% de extrato antimicrobiano
apresentou diferenca significativa a um nivel de significancia de 95% em teste Tukey, em
relagdo as solucdes com 50 e 75% de extrato, onde o maior halo de inibi¢cao observado
foi de 9,69 mm para a solucdo com 75%.

Os resultados encontrados para S. aureus demostram o potencial de inibicdo do
extrato, na reducao de micro-organismos, demostrando que as concentracdes de extrato
aplicadas nao diferenciaram significativamente, permitindo assim a aplica¢do de apenas
25% de extrato na formulacdo da solug¢do filmogénica, com um halo de inibicdo de



aproximadamente 8,42 mm. Resultado este que corrobora com os estudos de Furtado
(2010), quando estudou 6 cepas de bactérias laticas produtoras de bacteriocinas,
observou-se halos de inibicdo menores que 2 mm quanto testadas frente a E. coli ATCC
4157, porem quando analisadas as mesmas cepas contra S. aureus ATCC 6538, observou
inibicdo em 4 das 6 cepas com halos de aproximadamente 10 mm. Os resultados
encontrados neste estudo corroboram como os encontrados por Furtado (2010) quando
analisada frente ao micro-organismo Gram positivo, porem os resultados com a cepa de
E. coli ilustram que a bacteriocina isolada no presente estudo, apresenta acao diferenciada
contra esse micro-organismo, o que ilustra uma vasta ac¢ao desta bacteriocina.

Lima (2002) quando analisou linhagens de Z. mobilis, observou atividade
bacteriocinogl~enica contra bactérias Gram-positivas (S. aureus) e Gram-negativas (E.
colie S. enteritidis) indicando o amplo espectro de acdo deste inibidor. Com os resultados
exposto por Lima, observa-se que assim como a bacteriocina isolada no presente estudo,
outras bacteriocinas produzidas por diferentes micro-organismos, também apresentam
um espectro de acdo amplo contra micro-organismos Gram-positivo e negativo.

Assim a eficiéncia da bacteriocina foi comprovada contra o Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, utilizados na andlise pela formacdo de um halo de inibicao
translucido ao redor da circunferéncia do orificio feito no dgar contaminado, sendo mais
pronunciada a atividade antimicrobiana contra o micro-organismo Gram-positivo.

4 CONSIDERA COES FINAIS

A solucdo filmogenica utilizada para a producdo de biofilmes comestiveis com
propriedades antimicrobianas nas concentragdes de extrato estudadas, apresentou feito
positivo na inibi¢do dos dois micro-organismos analisados, com a formacao de halos de
inibi¢do de 9,69 mm de diametro para E. coli e 8,42 mm em média para o S. aureus. Foi
possivel concluir com o estudo que as diferentes concentracdo de extrato estudadas, ndo
apresentam influencia na inibi¢do do micro-organismo Gram-positivo, contudo para uma
maior inibicdo do Gram-negativo, concentracdes acima de 50% sdo mais eficientes. O
estudo ilustra a promissora utilizacdo deste extrato de bacteriocina na formulagdes de
solugdes filmogénica, ou biofilmes com atividade antimicrobiana que poderdo ser
utilizados no recobrimento de alimentos pereciveis.
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