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RESUMO

Significativa variedade de bactérias produz lipases que apresentam potencial para aplicacfes
comerciais devido sua estabilidade, seletividade e larga especificidade por substratos. O
objetivo deste trabalho foi explorar a acdo antimicrobiana de um composto natural obtido a
partir da acdo enzimaética da bactéria A43.6 em 6leo de girassol, visando a acéo esterilizante
deste produto em embalagens PET de uso laboratorial, buscando alternativas mais acessiveis
aos procedimentos de esterilizacdo habituais (autoclave e radiacdo), visto que em alguns
ambientes esses equipamentos sdo inacessiveis. O composto PHT é produzido a partir do
processo de incubacgdo do 6leo comercial de girassol com lipase, diluida em tampéo ou agua,
temperatura entre 20 a 50°C, o 6leo é modificado através da acdo da lipase. O resultado do
processo de producéo resulta em duas fases, a fase aquosa (FA) e fase oleosa (FO); ambas foram
usadas. A FO foi misturada com alcool 70% nas dilui¢des 1%, 5%, 10 %, 15% e 20% para
esterilizar as embalagens PET. Os resultados mostraram que o produto diminui os indices de
contaminagdo quando comparados ao controle negativo (frascos tratados com &gua) e positivo
(frascos tratados com alcool 70%). Os testes indicaram que o0 uso do antimicrobiano é eficaz,

abrindo novas perspectivas mercadologicas.
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1. INTRODUCAO

Bactérias sdo microrganismos unicelulares facilmente encontradas no ambiente e,
devido a alta diversidade de espécies e facil adaptagdo a diferentes habitats, podem ser usadas
em beneficio do homem em processos de producdo de alimentos, remédios entre outros. Por
volta de 2 mil anos a.C. 0s egipcios ja usavam estes microrganismos para fabricacdo de
alimentos e bebidas. Esses processos evoluiram desde entdo, culminando na biotecnologia, ou
seja, a aplicacdo de organismos e ou de seus derivados e de sistemas bioldgicos na producéo de
bens e servigos é chamado de biotecnologia e sua aplicacéo até inicio do século XX na industria
de alimentos se restringia a producéo de pées, queijos, alcool, vinagre e iogurte (TORTORA et
al., 2012)

Desta forma, com o advento da biotecnologia, e descobertas de novas técnicas, 0
interesse por processos biotecnoldgicos associado a microrganismos é cada vez maior, isso
porque existem muitos progressos nas técnicas de producao de alimentos e bioingredientes por
fermentagdo, por processos enzimaticos e por engenharia genética a partir de sistemas
bioldgicos derivados do DNA recombinante (rDNA) (BELEM, 2000).

Um grupo de substancias organicas que desperta grande interesse biotecnolégico sao as
enzimas, produzidas por microrganismos animais e vegetais e utilizadas em variadas aplicacdes
industriais (RODRIGUES, 2009). O mercado industrial de enzimas cresce vertiginosamente
devido a implantacdo de novas tecnologias de producdo, no uso da engenharia genética na
producdo e ao surgimento de novos campos de aplica¢do. Devido as numerosas fusdes entre as
indUstrias enzimaticas, somente em 2011 o mercado das enzimas foram avaliadas em US$ 1,2
bilhdo, e este nimero subiu para US$ 2,2 bilhdes em 2016 (ENZYME MARKET, 2016).
A capacidade catalitica das enzimasas torna adequadas para aplicacdes industriais,
como industria farmacéutica, alimentar e agropecuéria, e isso tornou-se a premissa de novos
sistemas enzimaticos que ndo puderam ser obtidos das fontes animais e vegetais, exigindo novas
pesquisas, visto que os métodos de fermentacao para producéo de enzimas por microrganismos
ndo tém assegurado um suprimento potencialmente ilimitado (LIN et al., 2005). A utilizacao de
compostos naturais com atividade antimicrobiana vem recebendo atencdo atualmente. Porém,

a sua aplicacdo pratica é limitada devido as interferéncias no sabor e possivel interagdo com


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cat%C3%A1lise_enzim%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ind%C3%BAstria_farmac%C3%AAutica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ind%C3%BAstria_aliment%C3%ADcia
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ingredientes dos alimentos. Outro problema é o desenvolvimento de estirpes resistentes aos
antibioticos, o que também impede uma maior utilizacdo desses agentes na industria de
alimentos. Diante dessas questdes, € necessario o desenvolvimento de antimicrobianos cada vez
mais naturais, estaveis, com baixa toxicidade para consumidores (humanos e animais) e viaveis

para aplicacdo em um sistema de conservacao de alimentos (ARAUJO et al., 2015).

Na patente WO 2014097218 Al — “Oleo de girassol (Helianthus annuus) modificado
enzimaticamente, processo de obtencdo e uso dos seus derivados como antimicrobianos”, 0S
autores propuseram uma alternativa para a conservacdo de alimentos, utilizando o 6leo de
girassol modificado enzimaticamente com lipases, a fim de obter agentes antimicrobianos para
conservacdo de alimentos, cosméticos, medicamentos, entre outros uso, como agente de
esterilizagdo (KALAPOTHAKIS & VICTORIA, 2012). O composto antimicrobiano PHT
apresenta caracteristicas inovadoras, é sustentavel, producdo ndo demanda muitos custos e
apresenta vantagens para inddstrias e consumidores; além de ser um produto natural, € um
antimicrobiano com amplo espectro de acao e seguro para 0 consumo. Desde a sua producéo
até o consumidor final, o composto apresenta vantagens em relagdo aos conservantes quimicos,
dentre elas: obtencdo ambientalmente mais limpa; facil manejo, armazenagem e transporte;
valor no mercado competitivo; amplo espectro de acdo contra patdgenos; agente natural com
toxicidade reduzida. A identificacdo de novas fontes de lipases de bactérias isoladas do meio
ambiente possibilita o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos e, consequentemente,
de novos produtos. Percebendo a importancia dessa questdo, pesquisadores de uma empresa
testaram diferentes bactérias e descobriram uma na regido de Belo Horizonte — denominada

A43.6 - que produz lipase (5).

Esse microrganismo produtor de lipase, previamente isolado e caracterizado pela

empresa, foi utilizado na producdo das enzimas; enzimas estas presentes no composto PHT.

O composto antimicrobiano foi produzido utilizando a lipase sintetizada pela bactéria
A43.6 misturado a uma solugdo contendo agua, Oleo e tampdo mantidos a temperatura

ambiente.

A conscientizacdo e a preocupacdo com 0 meio ambiente crescem gradativamente a
cada dia. E sabido que ap6s a Revolugéo industrial, o consumismo desenfreado e o descarte dos

produtos sdo intensos e isso faz com que o0 ambiente seja contaminado por residuos. A partir da
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década de 90, organizacGes mundiais comecaram a Se preocupar com essas questdes e a
disseminar o conceito de reciclagem, reaproveitamento, entre outros; e atualmente, ha um
incentivo na criacdo de fontes reversas de distribuicdo que minimizem e solucionem o problema
da quantidade de produtos descartados no meio ambiente. Desta forma, a Logistica Reversa

apresenta-se como uma ferramenta para o crescimento da sustentabilidade (ABIPET, 2012).

A embalagem PET (Poli Tereftalato de Etileno) € um poliéster, polimero termoplastico,
e configura-se como o melhor e mais resistente plastico para fabricacdo de garrafas, frascos e
embalagens para refrigerantes, aguas, sucos, 0leos comestiveis, medicamentos, cosméticos,
produtos de higiene e limpeza, destilados, isotdnicos, cervejas, entre varios outros (ABIPET,
2012). Desta forma, tem mostrado ser o recipiente ideal para a industria de bebidas em todo o
mundo, reduzindo custos de transporte e producéo, evitando desperdicios em todas as fases de
producdo e distribuicdo. Além de ser utilizado em outras esferas, como industrias de alimentos,
farmacéuticas e cosmética. Sao muitos os métodos de esterilizacdo, mas muitas vezes o PET €
danificado, por exemplo, algumas embalagens PETs podem perder suas caracteristicas quando

colocados em autoclave.

Antimicrobianos, que sdo agentes quimicos que matam ou inibem o crescimento de
microrganismos, impedem a proliferacdo dos microrganismos em equipamentos, superficies,
entre outros. A contaminacdo indesejada por um microrganismo pode desencadear problemas
a saude publica, afetar processos industriais, levar a contaminacgao cruzada em pessoas, e causar
problemas nos laboratérios. Com o0 aparecimento de novos microrganismos resistentes a
antibidticos e todas as implicacfes que isso gera, cria-se a necessidade de novas estratégias para
controle e eliminacdo dessas estirpes. Nesse contexto, a estratégia proposta no presente estudo
buscaréa estabelecer um protocolo utilizando o PHT A43.6 para esterilizar frascos. O composto
PHT 43.6 é um antimicrobiano natural, produzido pela acdo enzimatica de uma bacteria sobre
0 Oleo de girassol comumente utilizado na alimentacdo humana. O antimicrobiano tem
vantagens por ser sintetizado a partir de um microrganismo; sua producdo ndo envolve
equipamentos sofisticados; é facil de preparar e o custo € baixo. Os resultados em testes
anteriores mostraram que o PHT 43.6 tem efetiva atividade antimicrobiana; e os resultados

compilados sdo muito promissores e poderao servir de ponto de partida para estudos futuros.
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2. REVISAO TEORICA

Os meios de culturas sdo compreendidos como sendo preparacdes quimicas que, em sua
formulag&o, possuem os nutrientes necessarios & multiplicacdo de microrganismos, tendo, como
objetivo, sua andlise e estudo (PROLAB, 2014). Os meios de cultura tém diferentes fungdes e
sua utilizacdo € de notavel importancia no cultivo para posterior identificacdo dos
microrganismos capazes de provocar doencas, como alergias ou infec¢bes em seres humanos,
revelar possiveis contaminagdes da agua ou de alimentos, identificando as bactérias patogénicas
ou ndo patogénicas (TORTORA et al., 2012). S&o classificados como sélido, semissélido e
liquido. A quantidade de nutrientes e p.H podem variar dependendo da espécie estudada, isso
devido a vasta gama de microrganismos existentes, mas todos 0s meios sdo nutritivos e

possibilitam o crescimento dos microrganismos seletivamente ou ndo (PROLAB, 2014).

Baseado nesses critérios, os laboratérios e/ou unidades de producédo de meios de cultura
precisam atentar as normas e procedimentos de producdo, uma vez que o meio solicitado pelo
cliente deve estar livre de qualquer contaminante que possa alterar as suas analises (PROLAB,
2014).

Uma das preocupacdes para um meio de cultura livre de contaminac@es é a embalagem,
gue deve estar previamente esterilizada. Na maioria das vezes essas embalagens vém de fabrica
estéreis e passam por algum processo de esterilizacdo (alcool, autoclave, etc) no préprio
laborat6rio, porém os riscos de contaminagdo durante a manipulacédo devem ser considerados,

ja que podem ocorrer erros de manipulagdo e até mesmo contaminagdo externas.

Reagentes e meios de cultura sdo produzidos e armazenados em vidros ou frascos PET
(politereftalato de etileno). O PET é o recipiente que tem estado cada vez mais presente no
cotidiano das pessoas. Isso se deve a algumas propriedades desse material, como leveza,
atoxicidade, durabilidade, baixo custo, capacidade de ser reciclado, moldado e substituir
produtos feitos de metais, madeira, vidro, papel, entre outros. Além disso, apresenta uma
variedade de aplicacOes, desde plasticos rigidos altamente cristalinos a polimeros ddcteis
(FARIA, 2010).

O crescente uso do PET e seu descarte incorreto tém provocado uma série de danos ao

meio ambiente, uma vez que, 0s mesmos sdo produzidos a partir de polimeros sintéticos
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convencionais, bastante resistentes ao ataque de microrganismos, e, portanto, levam mais tempo
para se degradarem, contribuindo assim para o aumento da quantidade de residuos plasticos
presentes no meio ambiente (CASARIN et al. 2013).

3. METODOLOGIA

Foram realizados 3 experimentos, com frascos PET transparente e tampa com lacre
(frascos tipo pet), volume final de 100 mililitros (ml). Cada frasco recebeu 1 tipo de tratamento,
que foram separados por:

a) Controle negativo (agua): a 4gua foi designada como controle negativo, divergindo do
convencional, pois era esperado o crescimento de microrganismos nos frascos tratados
por ela.

b) Controle positivo (alcool 70%): o alcool 70% foi usado como controle positivo, porque
apresenta acdo antimicrobiana e o esperado era que ndo houvesse crescimento de

microrganismos nos frascos tratados com ele.
c) Fase aquosa pura (FA).
d) Concentragdes de fase oleosa (FO) misturada a alcool 70%.

Foram 5 intervalos de tempo de recebimento da solucéo de FO e alcool 70%, FA, alcool
70% e agua. O procedimento para a esterilizacdo dos frascos foi 0 mesmo em todos os
tratamentos:

- Foram colocados 100 ml da solugéo de tratamento (incluindo controles) em cada frasco, agitou
levemente por duas vezes para que a solucdo entrasse em contato com a tampa, apds essa

agitacdo a solucao foi retirada seguindo o tempo estipulado para o tratamento e frasco.

A) controle negativo
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Agua (TO - menor tempo possivel de contato — cerca de 15 segundos): foram colocados 100 ml
de agua de torneira, agitou levemente por duas vezes para que a agua também entrasse em

contato com a tampa; apds essa agitacdo a 4gua foi imediatamente retirada do frasco.

Agua 60 minutos: foram colocados 100 ml de 4gua de torneira, agitou levemente por duas vezes
para que a dgua também entrasse em contato com a tampa e ap0s essa agitacdo a agua foi

deixada no frasco por 60 minutos; apos esse periodo a mesma foi retirada do frasco.

Agua 360 minutos: foram colocados 100 ml de &gua de torneira, agitou levemente por duas
vezes para que a agua também entrasse em contato com a tampa e apds essa agitacao a agua foi

deixada no frasco por 6 horas; apds esse periodo a mesma foi retirada do frasco.

Agua 720 minutos: foram colocados 100 ml de agua de torneira, agitou levemente por duas
vezes para que a agua também entrasse em contato com a tampa; apds essa agitacdo a agua foi

deixada no frasco por 12 horas, e depois desse periodo a mesma foi retirada do frasco.

Agua 1440 minutos: foram colocados 100 ml de &gua de torneira, agitou levemente por duas
vezes para que a gua também entrasse em contato com a tampa e depois dessa agitacao a agua

foi deixada no frasco por 24 horas; ap0s esse periodo a mesma foi retirada do frasco.

Os frascos e tampas permaneceram 14 dias com a abertura voltada para cima e 14 dias
com a abertura virada para baixo, para retirada do excesso de solucdo (controles ou solucao

antimicrobiana).

Neste trabalho, a dgua foi denominada como controle negativo, seguindo 0 mesmo

periodo de tempo que os demais tratamentos realizados.
Controle positivo — alcool 70%.

Fase aquosa (FA): foi utilizado um lote de antimicrobiano com atividade comprovada em testes

realizados em S. aureus e Salmonella.

A fase oleosa utilizada foi de um lote com alta eficiéncia comprovada em testes realizados com

S. aureus e Salmonella.

- Fase oleosa 1%: foi feito 500 ml de solucdo — 5 ml de fase oleosa e 495 ml de alcool 70%.
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- Fase oleosa 5% misturado a 95% de &lcool 70%.

- Fase oleosa 10% misturado a 90% de alcool 70%.
- Fase oleosa 15% misturado a 85% de alcool 70%.
- Fase oleosa 20% misturado a 80% de alcool 70%.

O alcool 70% foi escolhido para diluir a fase oleosa, pois segundo Ribeiro et al., (2015), o
alcool 70% (p/v) auxilia na eliminacdo de microrganismos vegetativos, virus, fungos,

microbactérias.

As tampas entraram em contato com as solucdes controle e solucdes de esterilizagdo no
momento da agitacdo do frasco, e permaneceram 14 dias viradas para baixo, e 0 mesmo tempo
viradas para cima. Apos o periodo de esterilizacao dos frascos, foram colocados 20 ml de meio
de cultura liquido estéril; e 0 meio utilizado foi o Luria-Bertani (LB) 50%. O meio LB foi
utilizado por conter nutrientes essenciais para uma ampla gama de microrganismos mesmo com

50% dos nutrientes usados regularmente.

Foram realizados 3 experimentos, em datas diferentes, seguindo o mesmo protocolo de
esterilizagdo. Todas as manipulagdes dos frascos PET, foram realizados fora do fluxo laminar.
Todas as manipulagdes foram realizadas em fluxo laminar devidamente limpo, para evitar
riscos de contaminacao. Apos o periodo, cada frasco PET recebeu 20 ml de meio LB 50% caldo.

Foram realizadas 6 avaliacdes, pelo periodo de 6 meses.

Para verificar a eficiéncia do antimicrobiano PHT 43.6, os frascos PET tratados e com
meio de cultura LB 50% foram levados para o fluxo laminar. Apos serem abertos, uma pequena
quantidade de meio foi coletado de cada frasco PET com o auxilio de uma alca, e imediatamente
foi estriado em placa contendo meio 2XYT solido. Apos 24 horas de incubacdo, as placas foram
observadas e avaliadas através de notas entre 0 e 4, sendo nota O para crescimento nulo de
microrganismo e 4 para a formacéo de tapetes. As avaliages foram realizadas apos 15, 30, 45,

80, 110 e 200 dias apods a incubacéo dos meios.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos 3 testes realizados, os resultados mostraram que os controles positivo e negativo
apresentaram crescimento microbiano em todos os testes esterilizados e em todas as
combinagBes ap6s 6 meses do inicio do primeiro experimento. No caso do controle negativo,
foi utilizado a agua para esterilizar os frascos PET. Na primeira semana ap0s a colocacao do
meio de cultura nos frascos ja era visivel que ele estava turvo e no terceiro teste realizado, o

resultado mostrou crescimento de microrganismos nas placas de petri (em meio 2XYT sdlido).

O objetivo foi avaliar se os frascos tratados com &gua, alcool 70%, fase aquosa, e
concentracdes de fase oleosa se diferenciavam entre si em relacdo ao crescimento microbiano.
Para isso, o teste descrito em Materiais e Métodos foi o suficiente para responder ao objetivo.
Quando o meio de cultura retirado dos frascos PET foi estriado em placa contendo meio sélido,
era possivel, ap6s 24 horas, observar se havia crescimento ou ndo de microrganismos; por isso

ndo foram realizados testes de espalhamento para conferir quantidade e tipos de col6nias.

No controle positivo, alcool 70%, houve crescimento de fungos apés 15 dias da
colocacdo do meio. A principio, especulou-se a possibilidade de ser contaminacao pelo ar ou
manuseio durante o processo, mas, ap0s 2 meses era possivel observar o crescimento de
microrganismos nos frascos que foram esterilizados com alcool 70%. Visualmente o meio havia
turvado, e a contaminacdo foi comprovada através dos testes realizados em placas contendo

meio 2 XYT solido, pois apresentaram crescimento de microrganismos.

A primeira avaliacdo foi realizada 15 dias apds a colocacdo do meio de cultura nos
frascos PET; as avaliacBes ndo seguiram um intervalo de tempo regular, uma vez que 0s

experimentos foram realizados em datas diferentes.

O segundo teste apresentaram resultados que reforcaram o0s primeiros experimentos.
Houve uma contaminacio por fungo a partir da primeira semana no frasco tratado com Alcool
70% 12 horas, na ultima avaliacdo realizada, todos os frascos tratados com Alcool 70%,

apresentaram crescimento de microrganismos.

Os resultados se repetem quando comparados aos testes 1 e 2, com crescimento de

microrganismos nos controles negativos e positivos. Nos demais tratamentos o composto o
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antimicrobiano evitou o desenvolvimento de microrganismo. Foi possivel observar que houve
crescimento de microrganismos no teste realizado no frasco tratado com fase aquosa (FA) TO,
mas, como o resultado ndo se repetiu, concluiu-se que foi contaminacdo do teste realizado ao

lado do quadrante deste frasco.

Os resultados foram promissores, indicando que mesmo apos 6 meses de experimento
os frascos tratados mantiveram o meio de cultura sem contaminantes. Os testes realizados
mantiveram um padréo de resultados onde o controle negativo apresentava contaminacgao 24
horas ap6s a colocacdo do meio de cultura, pois o meio ficava turvo, e ap6s 15 dias esse
crescimento era mostrado nos testes em placas de petri. O controle positivo comecgou a presentar
contaminacdes e crescimento de fungos apds 1 semana. Os demais tratamentos nao tiveram

crescimento de microrganismos.

Para evitar contaminagdes, sdo usados muitos processos de reciclagem de limpeza
profunda, também chamados de superlimpeza em frascos PET e/ou embalagens de uso
laboratorial. Estes processos envolvem muitas etapas de limpeza (tratamento a Vvéacuo,
tratamento com altas temperaturas, limpeza profunda da superficie exposta, etc.) para a
eliminacdo de substancias indesejaveis, eventualmente advindas do pés-consumo do PET
(FORMIGONI & CAMPOS, 2012)

A FDA tem metodologias para testes dos materiais reciclados obtidos de processos
comerciais e destinados a aplicacbes em que haja contato com alimentos, os chamados
“Challenge Tests (FDA 1992; 1995; 2016). Eles determinam a padronizacao das concentragoes
de contaminantes, com o estabelecimento de valores minimos aceitaveis de exposicdo (FDA,
2016), sendo suficiente, caso aprovada, para a aplicacdo desses materiais em embalagens com

contato direto com alimentos (FDA, 2016).

Em qualquer técnica, a maior preocupacdo é a deformacdo do material e residuos
nocivos a saude no PET, essa preocupacao levou Faria (2010), a gerar uma patente de um
equipamento caracterizado por sanitizar frascos PET, que compreende um reservatério de
sanitizante, um reservatorio de 4gua, um esterilizador de 4gua, um trocador de calor, dreno para
descarte de agua, bicos aspersores, sendo um de sanitizante e outro de agua, e dispositivos de
controle de tempo e temperatura; mas ndo ha relatos da eficiéncia deste equipamento na

esterilizagéo dos frascos.
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Isoldi et al., (2002) usou uma técnica que exp06s o PET a feixes de radiacao ionizante, e
nestes estudos houve uma mudanca de conformacdo do material quando exposto varias vezes a
radiacéo. Os resultados séo promissores, como uma nova alternativa para a reciclagem dos PET,
porém, apresentam alguns pontos negativos, pois o PET pode se tornar fragil com doses
erroneas de radiacdo, e 0 uso constante da mesma pode alterar suas propriedades de forma a

prejudicar a esterilizacdo do material e inviabilizar a sua reutilizacao.

Aratjo (2010), realizou estudos utilizando timol e carvacrol e concluiu que ambos
apresentam atividades semelhantes frente & diversas bactérias; no entanto, ja foram constatadas
diferencas na acdo destes elementos contra espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Mesmo diante da eficiéncia comprovada nao foram realizados testes de esterilizacéo

usando esses compostos em embalagens, divergindo do nosso trabalho.

Todas as pesquisas relacionadas ao uso da radiagdo, mostram que essa técnica €
extremamente eficiente. Mas apresentam alguns pontos negativos, como o alto custo, e
possiveis residuos que podem ficar impregnados nos materiais. E isso demanda o uso de novas
tecnologias para essa finalidade. Em nossos testes com o antimicrobiano, obtivemos um
resultado positivo, j& que ndo observamos alteracdo no material plastico que proporciona a

esterilizacdo do frasco PET.
5. CONCLUSAO

As industrias de alimentos e bebidas buscam constantemente novas tecnologias para evitar a
contaminacgéo e ou crescimento de microrganismos em seus produtos e um composto natural,
gue atua nessa frente € muito atrativo para as mesmas. O composto PHT 43.6 é um
antimicrobiano com grande potencial mercadoldgico. Em diferentes testes foi comprovado a
sua eficiéncia na inibicdo de microrganismos. Mediante esses resultados positivos surgiram
indagacdes sobre sua eficiéncia na esterilizacdo de frascos e o0s resultados dos testes
apresentados mostraram que o composto é muito eficiente na esterilizagdo de frascos PET.
Apesar dos resultados serem muito positivos e promissores, durante a realizacdo dos testes
foram surgindo algumas ddvidas e problemas no desenvolvimento dos protocolos para
conseguir efetivamente colocar o composto PHT no mercado. Essas dificuldades seréo sanadas

realizando novos testes e novos protocolos.
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