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RESUMO - Algumas classes de agente naturais podem ser empregadas na
substituicdo de agentes quimicos nos alimentos, dentre estes, tem-se as
bacteriocinas. Estas sdo formadas por um grupo heterogéneo de peptideos ou
proteinas sintetizadas ribossomicamente que apresentam acdo antimicrobiana
contra uma vasta gama de micro-organismos patogénicos. Objetivou-se com este
estudo a extracdo de uma bacteriocina produzida e excretada para 0 meio de
cultivo, por Lactobacillus sakei, assim como a determinacgdo da sua concentragéo
minima inibitéria (CMI), frente ao micro-organismo Staphylococcus aureus. Apds
a obtencdo do composto e a sua extracdo do meio de cultivo fermentado, diluiu-se
em agua peptonada esteril o extrato em um gradiente de concentracfes de 1:2 até
1:12, assim todas as diluicGes e o extrato bruto foram testados pelo método de
analise antimicrobiana em microplacas, contra 0 micro-organismo de interesse. A
partir da analise dos resultados foi possivel observar que o extrato apresenta uma
acao bactericida no extrato bruto e na diluicdo de 1:2, a concentracdo minima
inibitéria do composto foi encontrada na diluicdo de 1:9, na qual ainda apresente
inibicdo do crescimento microbiano. Observa-se a producdo de uma bacteriocina
pelo Lactobacillus sakei assim como a extragdo deste composto do meio
fermentado e sua acdo antimicrobiana eficiente contra o micro-organismo
Staphylococcus aureus.

INTRODUCAO

Varios agentes quimicos ou sintéticos utilizados para inibicdo de micro-organismo em
alimentos, estdo sendo substituidos por agentes naturais. Estes com a mesma acdo dos
antimicrobianos quimicos e sintéticos, todos com a finalidade de matar ou inibir o
crescimento de micro-organismos indesejaveis no alimento (OLIVEIRA, et al., 2009).

A concentracdo minima de um agente antimicrobiano pode ser determinada como sendo
a menor quantidade deste composto que serd necessaria para inibir o crescimento de um
micro-organismo escolhido, esta quantidade pode ser denominada como concentra¢do minima
inibitoria (CMI). Séo feitos testes com variagdo da concentracdo do agente antimicrobiano,
guando esta concentracdo for a menor possivel e ainda apresentar inibi¢cdo do crescimento do
contaminante, essa é definida como CMI (OLIVEIRA, et al., 2009).
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Dentro da classe de agentes naturais que podem ser utilizados na substituicdo de agentes
quimicos e sintéticos nos alimentos tem-se as bacteriocinas, esta classe de agente naturais €
formada por um grupo heterogéneo de peptideos ou proteinas sintetizadas ribossomicamente,
que apresentam acdo antimicrobiana contra uma vasta gama de micro-organismos
patogénicos. Estas bacteriocinas podem ser utilizadas em alimentos, pois diferenciam dos
antibidticos no seu espectro e modo de acdo, a toxicidade e seus mecanismos de resisténcia,
além da diferenca na sua sintese (BISCOLA, 2011).

Conforme Eckner (1992) algumas bacteriocinas podem ser proteinas simples, porém
outras produzidas por Staphylococcus, Clostridium e Lactobacillus podem conter
grupamentos ativos de proteinas, lipideos e carboidratos. As moléculas das bacteriocinas
possuem regides hidrofobicas e hidrofilicas, responsaveis pelas interacbes com a superficie
das células microbianas. Segundo Ecker (1992) e Desmazeaud (1997), a acdo de bacteriocinas
ocorre em duas fases, na primeira ocorre a absor¢do da bacteriocina pela membrana celular da
célula sensivel, nesta etapa a absorcdo é reversivel e ndo ha nenhum dano letal a célula. Em
um segundo estdgio a bacteriocina causa lesGes letais a célula, com danos irreversiveis, no
caso de micro-organismos Gram-positivos é possivel observar anormalidades no transporte da
membrana e/ou permeabilidade da membrana.

As bacteriocinas agem na formacéo de poros na membrana celular de células sensiveis,
esta acdo interfere em uma série de fatores importantes para a estabilidade das células,
resultando no esvaziamento dos constituintes celulares e privam a célula de fontes essenciais
de energia, com o colapso da célula, ocorre a paralisacao de todas as reacoes, levando a morte
celular (ARAUS, et al., 2009).

Com o aumento da frequéncia de doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) tanto por
micro-organismos patogénicos como por intoxica¢Ges por compostos quimicos e alergénicos,
tem-se procurado por compostos naturais que tenham agdo semelhante aos quimicos e que
sejam seguros ao consumo humano (NOGUEIRA e MIGUEL, 2009). Neste sentido, observa-
se a eficiéncia na utilizacdo de bacteriocinas e a necessidade de mais estudos na area de
compostos naturais. Com base nestas informacBes objetivou-se a extracdo de uma
bacteriocina produzida e excretada para 0 meio, por Lactobacillus sakei, assim como a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria do composto frente ao micro-organismo
Staphylococcus aureus.

2. METODOLOGIA

2.1. Producéao de bacteriocina pelo micro-organismo

A bacteriocina foi produzida por uma cepa de Lactobacillus sakei isolada de salame
italiano, pelo grupo de estudos. Esta bactéria acido latica foi mantida criopreservada (-14°C)
até ser utilizada, em meio de cultivo caldo MRS com 20% de glicerol, apds realizou-se a
reativacdo da bactéria em caldo MRS a 32°C, com agitacdo de 150 rpm por 12 horas.

2.2. Separacéo do composto de interesse

O caldo fermentado pela bactéria acido lactica foi centrifugado a 5500 rpm na
temperatura de 4°C por 15 min., para a separagdo das células e a permanéncia do composto no
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meio sobrenadante restante da centrifugacdo, o precipitado rico em células foi entdo
descartado. Este caldo fermentado sem a presenca das células foi denominado de “Extrato
livre de células”.

2.3. Diluicao do extrato bruto

Para analise mais detalhada da atividade do composto produzido pelo micro-
organismo foram feitas onze diluigdes sucessivas (1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10,
1:11, 1:12) na qual a primeira diluicdo continha 1 mL de extrato bruto para 2 mL totais,
mantendo-se sempre o volume inicial de extrato constante e aumentando o volume de
diluente, neste caso agua peptonada.

2.4. Analise antimicrobiana dos extratos

Foram feitas analise de microplacas baseadas na metodologia da NCCLS (2003) estas
feitas com o extrato bruto (extrato livre de células sem diluicdo) e com as 11 diluicBes
realizadas. Para as andlises adicionou-se caldo Miueller Hinton, extrato a ser testado e
microbiota Staphylococcus aureus ATCC® (12598). Foram feitas leituras de absorvéncia na
faixa de 630nm em leitora de microplacas, estas foram feitas imediatamente apds a inoculacao
do micro-organismo e 16+2h apds a incubacdo da microplaca em estufa bacteriolégica a
35°C, tempo de adaptacdo até a completa fase log do micro-organismo.

3. REULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 1 sdo mostrados os resultados de inibicdo do extrato bruto assim como as do
gradiente de concentracfes do extrato diluido, frente ao micro-organismo S. aureus.

Figura 1: Acdo inibitéria do composto frente ao micro-organismo Staphylococcus
aureus
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TRATAMENTO

Através da figura é possivel observar que a diminuicdo na porcentagem de inibigéo do
micro-organismo esta diretamente relacionada a diminuicdo da concentracdo do agente
antimicrobiano no extrato utilizado. Observa-se que 0 agente antimicrobiano teve acao
bacteriostatica (o extrato inibe o crescimento, mas ndo destroi o patdégeno) a partir da diluigdo
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1:3 até a 1.9 (1 mL de extrato para 9 mL totais), pois até a diluicdo de 1:3 o agente
antimicrobiano tem acdo bactericida sobre o contaminante. A partir desta concentracdo o
composto encontrasse muito diluido no meio e ndo apresenta acao inibitoria contra 0 micro-
organismo, ocorrendo o crescimento do mesmo na microplaca apos as 16h.

Biscola (2011) em seus estudos descreveu alguns exemplos de bacteriocinas produzidas
por bactérias laticas isoladas de produtos carneos, no estudo foram isoladas 7 cepas diferentes
de Lactobacillus sakei produtoras das bacteriocinas Lactocina S, Sakacina K, Sakacina P,
Sakacina A, Bavaricina MN, no entanto, nenhuma delas apresentou a¢do contra 0 micro-
organismo Staphylococcus aureus, contudo, todas tiveram agao contra outro micro-organismo
contaminante de alimentos, o que ilustra que a bacteriocina isolada no presente estudo tem
acéo diferente das descritas por Biscola (2011).

Rosa (2001) observou em seus estudos que uma bacteriocina produzida por cepa de
Lactobacillus sakei, isolado de linguiga frescal, apresentou efeito antagénico contra Listeria
monocytogenes, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri e Listeria inocua, contudo néo
apresentou resultados satisfatorios contra cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
0157:H7. Assim observa-se que a bacteriocina produzida pelo Lactobacillus sakei isolada no
presente estudo tem acdo diferente da bacteriocina produzida pela cepa isolada por Rosa
(2001), observando-se assim a ampla gama de compostos produzidos por diferentes cepas
deste micro-organismo.

Observa-se que 0 composto em baixas concentracbes no extrato, apresenta potencial
bacteriostatico da diluicdo de 1:3 até a 1:9, sendo esta Ultima a CMI. Também pode-se
verificar que o extrato apresenta potencial bactericida quando utilizado na forma pura e na
diluicdo 1:2, com isso observa-se a eficacia do agente, pois mesmo diluido no dobro do
volume apresenta a mesma ac¢do do composto inicialmente concentrado.

Lewus, et al. (1991) em seus estudos apresenta que bacteriocinas produzidas por
bactérias laticas apresentam atividade bactericida contra uma série de micro-organismo
patogénicos, tais como Bacillus cereus, Clostridium perfringens, L. monocytogenes e S.
aureus, assim como os resultados encontrados neste estudo,

4. CONSIDERACOES FINAIS

Observa-se a producdo de uma bacteriocina pelo Lactobacillus sakei assim como a
extracdo deste composto do meio fermentado e sua acdo antimicrobiana eficiente contra o
micro-organismo Staphylococcus aureus. Assim, através dos resultados encontrados, é possivel
concluir que o extrato além de ser eficiente no extrato bruto este permanece com acgdo
bactericida na concentracdo 1:2 e tem como concentragdo minima inibitoria, nas condicoes
estudadas, a diluicdo de 1:9, posteriormente a esta o gradiente de diluicdo ndo demonstra mais
acao bacteriostatica sobre o micro-organismo testado.
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