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RESUMO - Alguns dos peptideos biologicamente ativos, conhecidos como
bacteriocinas, sdo secretados a partir de bactérias e fungos, dentre o0s
organismos produtores de bacteriocinas, destacam-se as bactérias &cido laticas.
Neste trabalho objetivou-se avaliar a resisténcia térmica da bacteriocina
produzida por Lactobacillus sakei, previamente isolado pelo grupo de trabalho,
atraveés de analise antimicrobiana frente aos patégenos Staphylococcus aureus
e Escherichia coli. O desenvolvimento do Lactobacillus deu-se em caldo MRS
a 32°C por 12 h. O caldo fermentado contendo a bacteriocina foi centrifugado,
obtendo assim o extrato livre de células (ELC). O ELC foi submetido as
temperaturas de 40°C, 60°C, 80°C e 100°C por 24h em estufa e processo de
esterilizacdo a 121°C em autoclave por 15min. Apds, os extratos foram
submetidos a andlise antimicrobiana pelo método de microplacas. Obteve-se
com os resultados uma porcentagem em torno de 100% de inibicdo contra os
micro-organismos testados nas temperaturas de 40°C, 60°C, 80°C e na
temperatura de esterilizacdo, havendo um decréscimo na temperatura de
100°C/24 h, porém apresentando ainda um alto potencial de inibi¢do. Conclui-
se que a bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei possui um alto poder
antimicrobiano, bem como estabilidade térmica nas temperaturas analisadas,
constatando assim sua possivel aplicabilidade como conservante natural em
produtos alimenticios submetidos a tratamentos térmicos.

1. INTRODUCAO

Bacteriocinas sdo peptideos biologicamente ativos, obtidos através de bactérias e
fungos, que séo sintetizados ribossomicamente (ROSA, 2001). Bactérias acido laticas (BAL)
tém mostrado um alto potencial de producdo destes peptideos, sendo o género Lactobacillus
um dos mais importantes pois apresenta espécies com propriedades bioquimicas e fisiologicas
muito diferentes (VASQUEZ, et al., 2009), dentre essas tem-se o Lactobacillus sakei,
caracterizado pela producdo de bacteriocinas potencialmente ativas contra o desenvolvimento
de micro-organismos patdgenos (ROSA, 2001).

A producdo de bacteriocinas esta relacionada com estratégia competitiva das bactérias
produtoras contra outras bactérias, permitindo assim uma maior disponibilidade de nutrientes
no meio para seu desenvolvimento. Esta producdo ocorre na fase logaritmica do crescimento
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microbiano ou no final desta e inicio da fase lag, essas possuem uma acao inibitéria contra
outras bactérias, podendo assim serem utilizadas como conservantes naturais ja que o
processo ocorre de forma espontanea (LOUREIRO, 2015).

Com o desenvolvimento de produtos industrializados tem-se a necessidade de garantir
um alimento seguro e de qualidade ao consumidor, sendo que as tecnologias de conservacao
usadas atualmente ndo garantem integralmente sua segurancga, havendo a necessidade do
desenvolvimento de alternativas eficientes para a conservagdo desses (OLIVEIRA et al.,
2012). Bacteriocinas quando usadas juntamente com outros tratamentos disponiveis tém
efeito sinergista como barreira do desenvolvimento de patdgenos, promovendo assim a
seguridade dos alimentos (MELO et al., 2005).

Durante o armazenamento de alguns produtos com alta perecibilidade ocorre a
alteracdo de suas caracteristicas, ocasionado por influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos
(MARTINS et al.,2011). Para que estes produtos tenham estabilidade garantida precisam ser
submetidos a tratamentos térmicos e/ou a adicdo de conservantes, onde que a escolha desse
deve ser baseada no seu espectro antimicrobiano, condi¢des de armazenamento e estabilidade
térmica, pois devem permanecer ativos apds o processo (EDITORA INSUMOS, 2009).

Neste contexto objetivou-se avaliar a termorresisténcia da bacteriocina produzida por
Lactobacillus sakei, isolado pelo grupo de pesquisa a partir de salame italiano, através de
analise antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencéo do extrato livre de células

Utilizou-se de cepa de Lactobacillus sakei criopreservada a -14°C, previamente
isolada de salame italiano pelo grupo de estudos. A preparacao do indculo deu-se a partir do
desenvolvimento da cultura em caldo MRS (Lactobacillus MRS Broth), a temperatura de
32°C por 12 h. A propagacdo do in6culo foi feita no mesmo caldo e temperatura a uma
agitacdo de 150 rpm por mais 12 h. O fermentado foi entdo centrifugado a 4°C e 5500 rpm
por 15 min, para que se obtivesse o extrato livre de células.

2.2 Tratamentos

O extrato livre de células foi acondicionado em recipiente fechado para que nao
houvesse evaporacgdo e entdo submetido as temperaturas de 40, 60, 80 e 100°C por 24 h em
estufa, bem como a temperatura de esterilizagdo sendo essa 121°C por 15 min (em autoclave).

2.3 Analise antimicrobiana

Foram entdo realizados testes antimicrobianos destes extratos tratados termicamente e
do extrato livre de células sem tratamento térmico sob micro-organismos patogénicos
comumente encontrados na inddstria de alimentos como Staphylococcus aureus ATCC®
(12598) e Escherichia coli ATCC® (11229). As analises foram realizadas pelo método de
microplacas descrito na metodologia na NCCLS (2003), a microplaca utilizada contém 96
pocos com capacidade de 400 pL cada, onde foram adicionados caldo adequado ao
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desenvolvimento da microbiota utilizada, os extratos submetidos a tratamentos térmicos, bem
como o extrato bruto para posterior comparagdo e a microbiota utilizada.

As leituras foram realizadas em absorvancia com comprimento de onda de 630 nm em
leitora de microplacas no tempo 0 e 16 h. Os resultados foram expressos em porcentagem de
inibicdo através da comparacdo do branco (caldo + cultura) com os pogos contendo extrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se através da Tabela 1 observar os resultados obtidos para a inibicdo dos micro-
organismos testados a partir da exposicao do extrato a diferentes temperaturas, bem como, do
extrato livre de células sem ter passado por tratamento térmico.

Tabela 1: Porcentagem de inibigcdo do extrato quando submetido a diferentes

temperaturas
Tratamentos
e 40°C/24h  60°C/24h  80°C/24h  100°C/24h  121°C/15min.
tratamento
térmico

Staphylococcus

aureus 100£2,378 100+ 0,50°  100+0,11*% 99,57+1,39% 86,48+2,17°  98,99+1,292

Escherichiacoli ~ 100+4,78%  97,75+0,03°  100+0,95° 97,49+1,44% 80,26+2,65°  96,87+1,63%

Valores seguidos por mesma letra na mesa linha néo diferem estatisticamente entre si para o nivel de significancia de 95%.

Pode-se constatar que o0 extrato se comporta estatisticamente de mesma forma quando
submetido as temperaturas de 40°C, 60°C, 80°C e 121°C quando testado sob os dois micro-
organismos analisados, resultando em aproximadamente 100% de inibicdo da microbiota
testada, apresentando um decaimento na inibi¢cdo quando submetido a temperatura de 100°C,
porém continua sendo um antimicrobiano com alto potencial nesta condi¢éo.

A diminuicédo na inibicdo para a temperatura de 100°C pode ser explicada pelo tempo
gue a bacteriocina ficou exposta a esta temperatura (24 h), resultando em uma degradacao
parcial do composto, j& para a temperatura de 121°C a inibicdo foi proxima a 100%, tendo em
vista que o tempo de exposicdo foi de apenas 15 min, ndo sendo suficiente para causar a
degradacdo da bacteriocina embora a temperatura seja superior a 100°C. Este resultado &
interessante do ponto de vista tecnoldgico, ja que 121°C é a temperatura de esterilizagdo de
alguns produtos alimenticios.

Tendo em vista o tempo de exposicdo as temperaturas analisadas, pode-se constatar
que a bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei possui um alto potencial para aplicacdo
em alimentos processados com altas temperaturas e um tempo longo de exposigéo.

Os resultados encontrados foram de acordo aos de Camargo (2011), que obteve em seu
estudo estabilidade térmica de bacteriocinas obtidas de isolados de amostra de mortadela
quando submetidos as temperaturas de 4°C, 25°C, 30°C, 37°C, 45°C, 60°C, 80°C e 100°C por
2 h. Loureiro (2015) também constatou estabilidade térmica da bacteriocina produzida por
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Lactobacillus plantarum B39 quando submetida as temperaturas de 4°C, 22°C, 37°C e 44°C
durante 44 dias.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que a bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei, possui alto
potencial antimicrobiano frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, bem como
resisténcia térmica por 24 h nas condi¢Ges analisadas e estabilidade na condi¢do de
esterilizacdo, constata-se assim, a possivel aplicabilidade da utilizacdo desta em produtos
alimenticios submetidos a tratamentos térmicos, necessitando de estudos relacionados a
aplicacdo desta bacteriocina em alimentos, etapa que procedera a esta no desenvolvimento do
projeto.
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