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Resumo

A aplicacdo de bactérias acido laticas (BAL) e/ou seus metabdlitos antimicrobianos
(como as bacteriocinas) em produtos alimenticios, capazes de inibir a multiplicacao
de micro-organismos indesejaveis (deteriorantes e/ou patogénicos), € uma estratégia
cada vez mais estudada e utilizada dentro da bioconservagdao de alimentos. Na
elaboracdo de derivados carneos, uma boa opcdo € o uso de carne obtida de
animais com idade avancada, dentre as quais se destaca a carne ovina. Com base
nisso, o objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar bactérias acido laticas obtidas
de carne ovina e avaliar a aplicacdo de substancias antimicrobianas sintetizadas por
essas bactérias, em linguica ovina frescal no controle de Listeria monocytogenes.
Foram isoladas 84 BAL, das quais seis apresentaram atividade bacteriocinogénica
do Sobrenadante Livre de Células (SLC) frente a Listeria monocytogenes Scott A,
além de possuirem natureza proteica e serem seguras microbiologicamente,
confirmado pela auséncia das enzimas gelatinase, DNase, atividade hemolitica e
sensibilidade a alguns antimicrobianos de wuso clinico. As substancias
antimicrobianas apresentaram estabilidade em diferentes temperaturas, valores de
pH e na presenca de sal (NaCl) e sais de cura. Além disso, ndo apresentaram
citotoxicidade em diluicbes maiores que 1:40. Os 6 isolados selecionados foram
identificados como Streptococcus gallolyticus (3) e Enterococcus faecium (3), sendo
que as atividades antimicrobianas variaram entre 200 a 3.200 UA.mL™. Somente o
isolado Enterococcus faecium EO1 apresentou genes que codificam para a
enterocina A, com producdo maxima da substancia antimicrobiana a partir de 6
horas, durante a fase exponencial de crescimento do micro-organismo. A aplicacao
de 5% e 10% do SLC de E. faecium EO1l em linguica ovina frescal foi
significativamente eficaz na inibicdo de L. monocytogenes Scott A inoculada no
produto, com diferenca de 1 ciclo logaritmico, até 21 dias de armazenamento
refrigerado, mesmo que a presenca de alguns ingredientes na linguica, como a
gordura e a carne ovina, possam ter influenciado na difusdo do SLC no produto. Foi
possivel isolar BAL com potencial bacteriocinogénico proveniente de carne ovina in
natura e a linguica ovina frescal pode ser considerada um bom veiculo para
incorporagao do SLC de E. faecium EO1 com atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: bactérias 4&cido laticas, bioconservacdo, derivado carneo,

enterocina, metabodlito antimicrobiano.



Abstract

The application of lactic acid bacteria (LAB) and/or their antimicrobial metabolites
(such as bacteriocins) in food products, capable of inhibiting the multiplication of
undesirable (deteriorating and/or pathogenic) microorganisms, is a strategy
increasingly studied and used in food biopreservation. In the manufacture of meat
products, a good option is the use of meat obtained from animals with advanced age,
among which we highlight the sheep meat. Based on this, the objective of this work
was to isolate and characterize lactic acid bacteria obtained from sheep meat and
evaluate the application of antimicrobial substances synthesized by these bacteria in
fresh sheep sausage in the control of Listeria monocytogenes. A total of 84 LAB were
isolated, of which six presented bacteriocinogenic activity in the Cell Free
Supernatant (CFS) against Listeria monocytogenes Scott A, besides having
proteinaceous nature and microbiologically safe, confirmed by the absence of the
enzymes gelatinase, DNase, hemolytic activity and sensibility to some antimicrobials
for clinical use. The antimicrobial substances showed stability at different
temperatures, pH values and in the presence of salt (NaCl) and curing salts. In
addition, they did not show cytotoxicity at dilutions higher than 1:40. The six isolates
selected were identified as Streptococcus gallolyticus (3) and Enterococcus faecium
(3), with antimicrobial activities ranging from 200 to 3.200 AU.mL™. Only the
Enterococcus faecium EO1 isolate showed genes that encode enterocin A, with
maximum production of the antimicrobial substance from 6 hours, during the
exponential phase of growth of the microorganism. The application of 5% and 10% of
CFS obtained from E. faecium EOL1 in fresh sheep sausage was significantly
effective in inhibiting L. monocytogenes Scott A inoculated into the product, with
difference of 1 log cycle, up to 21 days under refrigerated storage, even though the
presence of some ingredients in sausage, such as fat and sheep meat, may have
influenced the diffusion of CFS into the product. It was possible to isolate LAB with
bacteriocinogenic potential from fresh sheep meat and fresh sheep sausage can be
considered as a good vehicle for the incorporation of CFS from E. faecium EO1 with

antimicrobial activity.

Key words: antimicrobial metabolite, biopreservation, enterocin, lactic acid bacteria,

meat product.
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Introducéo

A industria de alimentos procura, cada vez mais, produzir alimentos com
caracteristicas sensoriais desejaveis, com uma longa vida util e com valores
nutricionais adequados. Para atingir esses objetivos, investem em novas
tecnologias, pesquisa e desenvolvimento, e em programas de controle de qualidade
como BPF (Boas Praticas de Fabricacdo) e APPCC (Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle).

Paralelamente, a industria de alimentos tradicionalmente faz uso de
conservantes sintéticos/artificiais para garantir a seguranca microbiolégica dos seus
produtos, como sorbato, nitrato, nitrito, benzoato e seus respectivos sais de sodio
(Na) ou potassio (K), os quais tém seu uso e seguranga comprovados por 6rgaos
regulamentadores como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no
Brasil, o Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, e a European
Food Safety Autory na Europa (CALO et al., 2015; MACWAN et al., 2016; RIBEIRO-
SANTOS et al., 2017).

Porém, ha uma demanda dos consumidores por alimentos que tenham sofrido
tratamentos tecnolégicos menos drasticos, preparados com poucos ou mesmo sem
aditivos sintéticos e com baixo teor de acucares, sodio e gorduras. Em contrapartida,
essa busca por mais “alimentos naturais e saudaveis” pode ter implicacbes
importantes do ponto de vista microbiol6gico, devido a diminuicdo de conservantes
presentes nesses alimentos, o0 que requer, portanto, ser compensado ou
restabelecido (DEEGAN et al., 2006; MAURIELLO e VILLANI, 2012; CASABURI et
al., 2016).

Essas mudancas do perfi do consumidor contribuiram para o
desenvolvimento de novas tecnologias para a conservagao de alimentos, como por
exemplo, a utilizacdo de bactérias acido laticas (BAL) e/lou seus metabolitos
antimicrobianos, como as bacteriocinas e acidos organicos.

As BAL compreendem um grupo amplo de micro-organismos Gram-positivos,
apresentam morfologia de cocos, bacilos ou coco-bacilos, ndo formadores de
esporos, anaerobios, anaerdbios facultativos ou microaerdfilos, catalase e motilidade
negativos, fastidiosos, acido tolerantes, com metabolismo estritamente fermentativo,
apresentando o acido latico como principal produto da fermentacédo de carboidratos
(FUGELSANG e EDWARDS, 2007; MAKAROVA & KOONIN, 2007). Na literatura,
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tem-se observado que grande parte das BAL nao representam riscos a saude do
consumidor, embasada no amplo emprego destas no processamento de alimentos e
pela sua utilizagdo como probidticos. Os isolados de BAL utilizados em alimentos
devem apresentar aspectos de seguranca aos consumidores dos produtos onde
forem aplicados. Para tanto, existem critérios recomendados pela Food and
Agriculture Organization (FAO) e Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para
avaliacdo de micro-organismos utilizados em alimentos (DEL PIANO et al., 2006).

As BAL desempenham um papel essencial na fermentacdo de muitos
produtos alimenticios, com uma ampla variedade de cepas sendo rotineiramente
utilizadas na producdo de derivados lacteos, carneos, de vegetais e produtos de
panificacdo. Estas bactérias atuam na preservacdo e modificacdo de caracteristicas
sensoriais, como sabor e textura (BONOMO et al.,, 2011; REIS et al., 2012) e,
através da producdo de substancias antimicrobianas, podem ser utilizadas na
bioconservacdo de produtos alimenticios (GARCIA et al., 2004; KYUNGWHA e
AZLIN, 2007)

A pesquisa e isolamento de BAL produtoras de substancias antimicrobianas,
especialmente as bacteriocinas, € importante do ponto de vista biotecnoldgico e
cientifico, devido ao potencial antimicrobiano que estas cepas podem proporcionar
(VAN HEEL et al., 2011). Véarias espécies e cepas de BAL produtoras de
bacteriocinas ja foram identificadas, sendo pertencentes aos diversos géneros como
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Carnobacterium e Enterococcus (CHEN e HOOVER, 2003).

Diversos autores indicaram que BAL produtoras de substancias
antimicrobianas, isoladas de carne e produtos carneos, podem contribuir para a
seguranca de produtos carneos através da producdo de bacteriocinas (BALCIUNAS
et al., 2013). Dentre as BAL isoladas de carnes e produtos carneos, estudos relatam
varios géneros como Enterococcus (GOMES et al., 2008; DAL BELLO et al., 2010;
SZABOOVA et al., 2012), Lactococcus (DAL BELLO et al., 2010; BISCOLA et al.,
2013), Lactobacillus (CASTRO et al.,, 2011; RIVAS et al., 2014; ALI et al., 2016;
CASABURI et al., 2016), Pediococcus (SIVAKUMAR et al., 2010), entre outros.

A carne ovina € uma boa opc¢ao nutricional dentre as carnes vermelhas, pois
contém teores de gorduras similares a carne bovina e menos colesterol que a carne
de aves, possui alta digestibilidade, elevados niveis de proteinas e ferro, e também

por suas caracteristicas sensoriais (MADRUGA et al., 2007). De acordo com
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Behrendt e Weeks (2017), o consumo mundial de cordeiro e carneiro vém
aumentando, e nos proximos 10 anos estima-se que nos paises desenvolvidos
havera um aumento de 2% no consumo por pessoa.

Contudo, no mercado brasileiro, 0 consumo de carne ovina € considerado
muito baixo. O consumo anual per capita da carne ovina no pais € ao redor de 610
gramas, contra um consumo anual per capita de 38 kg de carne bovina, 40 kg de
carne de frango e 13 kg de carne suina (FAO, 2012). Além disso, a preferéncia do
consumidor € pelo consumo de carne de ovinos com idade até os 18 meses, sendo
gue animais adultos, especialmente aquelas com mais de quatro anos, denominado
carneiro ou ovelha de descarte, ndo atingem a mesma aceitagao por apresentarem
uma textura mais firme e um sabor e odor mais intensos, refletindo em um baixo
valor agregado (OSORIO et al., 2009; NASSU et al., 2002).

Devido a essas caracteristicas, a carne de ovinos com idade avancada
apresenta-se como uma alternativa para a fabricacdo de derivados carneos, pois
além de agregar valor a matéria-prima, melhora o0s aspectos qualitativos
relacionados ao sabor e a textura, o que facilita a sua comercializacéo (PINHEIRO et
al., 2007). Entdo, com o objetivo de melhorar o aproveitamento da carne ovina,
estudos realizados no Brasil e no exterior elaboraram alternativas para seu uso,
através da producdo de derivados carneos fermentados (CRUXEN et al., 2018),
mortadela (ABDULLAH, 2004), copa (DE ANDRADE et al., 2018), dentre outros
produtos.

Entre os diversos produtos carneos, a linguica frescal se destaca como um
dos derivados carneos mais fabricados no Brasil, fato que talvez se deva a uma
elaboracdo simples e uma tecnologia que utiliza poucos equipamentos, sendo estes
relativamente baratos (TERRA, 2003).

Sua obtencdo requer uma série de etapas de manipulagdo, o que aumenta as
possibilidades de contaminacao por micro-organismos patogénicos ou deteriorantes,
podendo comprometer a qualidade microbiolégica do produto final e desta forma
reduzir a vida util do mesmo (MARQUES et al., 2006).

Por isso, torna-se interessante a aplicacdo de BAL e/ou seus metabdlitos com
atividade antimicrobiana, a fim de aumentar a seguranca microbiologica e vida util de
produtos carneos, como a linguica frescal.

De acordo com Balciunas et al. (2013), as bacteriocinas podem ser

introduzidas nos alimentos através de varios métodos, podendo ser produzidas in
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situ pela adicdo de culturas laticas bacteriocinogénicas substituindo as tradicionais
culturas iniciadoras, pela adicdo dessas como adjuntas ou ainda pela adi¢éo direta
de bacteriocinas purificadas ou parcialmente purificadas. Sua aplicacdo geralmente
€ mais eficiente em produtos elaborados com a matéria-prima na qual a BAL
produtora de bacteriocina foi isolada, visto que a mesma apresenta uma melhor
adaptacao aquele ambiente.

A partir do exposto, realizou-se o0 isolamento e caracterizacdo de BAL
produtoras de substancias antimicrobianas (bacteriocinas), proveniente de carne
ovina, e avaliou-se a bioconservacao proporcionada por essas substancias em uma
linguiga ovina frescal, elaborada a partir de retalhos carneos ovinos procedentes de

categorias de animais mais velhos.
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Objetivos

Objetivo geral

Isolar e caracterizar bactérias acido laticas (BAL) provenientes de carne ovina
e avaliar a acdo de substancias antimicrobianas produzidas por estes isolados em

linguica ovina frescal, no controle de Listeria monocytogenes Scott A.

Objetivos especificos

- Verificar a produgdo de substancias antimicrobianas por BAL isoladas de carne
ovina;

- Analisar a atividade antimicrobiana do Sobrenadante Livre de Células (SLC) frente
a Listeria monocytogenes Scott A;

- Avaliar a seguranca microbiolégica dos isolados produtores de substancias
antimicrobianas;

- Identificar molecularmente os isolados produtores de substancias antimicrobianas;

- Verificar a estabilidade da substancia antimicrobiana em diferentes faixas de pH,
temperaturas, concentracdo de sal e sais de cura;

- Avaliar a citotoxicidade do SLC;

- Identificar a presenca de genes produtores de bacteriocinas;

- Determinar o perfil de crescimento e producdo de substancias antimicrobianas pelo
isolado de BAL,;

- Avaliar a agao antimicrobiana de diferentes concentragbes de SLC contendo
substancias antimicrobianas na linguica ovina frescal, elaborada com carne de

animais adultos, e experimentalmente contaminada com L. monocytogenes Scott A.
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Resumo
Bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos sintetizados ribossomicamente,
capazes de inibir bactérias deteriorantes e/ou patogénicas. Os micro-organismos
produtores de bacteriocinas mais estudados pertencem ao grupo de bactérias acido
laticas (BAL), pois possuem um grande potencial de aplicacdo na bioconservacéo de
alimentos, visto que a maioria possui o status GRAS (Generally Recognized as
Safe). O uso e estudo de BAL produtoras de bacteriocinas e/ou as bacteriocinas
produzidas por essas bactérias tem sido largamente pesquisado, com énfase
naquelas procedentes de leite e produtos lacteos e, com menos destaque aos
isolados de carnes e derivados. O objetivo desta revisdo € abordar de maneira geral
as principais caracteristicas, classificacdo e modo de acdo das bacteriocinas e seu
uso em alimentos. O foco estd em destacar pesquisas sobre isolamento de BAL com
potencial bacteriocinogénico proveniente de carnes e produtos carneos e que
realizaram a caracterizacdo, purificacdo e aplicacdo dessas bacteriocinas em
produtos carneos. Foi possivel verificar que existem varios trabalhos com diversos
produtos carneos, sendo que a maioria dos micro-organismos estudados pertence
aos géneros Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus e Lactobacillus, e que séo
responsaveis pela producdo de bacteriocinas como nisina, enterocina, pediocina,
pentocina e sakacina, das quais muitas possuem potencial para uso na

bioconservacao de alimentos.

Palavras-chave: bactérias acido laticas, bacteriocinas, produtos carneos, atividade

bacteriocinogénica.
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1 Introducéo

Cada vez mais os consumidores estdo preocupados com os efeitos que a
ingestdo de aditivos alimentares pode causar a sua saude, como alergias, alteracfes
comportamentais, neoplasias e efeitos carcinogénicos, optando por alimentos
“‘naturais” e “tradicionais”, processados com pouco ou sem aditivos sintéticos
(BALCIUNAS et al., 2013).

Além disso, a possivel contaminacdo da carne in natura e de produtos
carneos, aliado a capacidade de alguns micro-organismos de se adaptarem
facilmente as condicbes ambientais desfavoraveis, pode representar um risco
microbiolégico (CASABURI et al., 2016). Por exemplo, Listeria monocytogenes pode
sobreviver ao processamento de linguica seca apesar de varios obstaculos, como
baixo pH, sal e nitritos, e pode ocasionar doencgas transmitidas por alimentos (DTA)
(FONTANA et al., 2015; MARTIN et al., 2011).

Para manter a qualidade e seguranca microbioldgica desses produtos, tem-se
como alternativa a bioconservacdo de alimentos, que € uma técnica utilizada para
estender a vida 0til dos alimentos e aumentar a seguranc¢a por meio da aplicacédo de
uma microbiota protetora, como por exemplo as bactérias acido laticas, e utilizar
suas propriedades antibacterianas, como a producédo das bacteriocinas (OLIVEIRA
et al., 2012).

A aplicacdo de bacteriocinas na bioconservagao dos alimentos oferece muitos
beneficios, como o aumento da vida (til dos produtos, a reducdo do risco de
veiculacdo de micro-organismos patogénicos e a possibilidade de diminuir ou evitar
a utilizacdo de conservantes sintéticos (CASTELLANO et al., 2008; GALVEZ et al.,
2007).

As bacteriocinas consistem em um grupo de pequenos peptideos ou
proteinas bioativas, sintetizadas ribossomicamente por bactérias Gram-positiva e
Gram-negativa, que sao liberadas extracelularmente, e apresentam atividade
antimicrobiana frente a bactérias patogénicas e deteriorantes, o que justifica o seu
potencial biotecnolégico (MARTINEZ et al., 2013; BESHKOVA e FRENGOVA, 2012).

A identificacdo de bactérias acido laticas (BAL) produtoras de bacteriocinas
tem ganhado grande impulso biotecnoldgico e cientifico devido ao potencial
antimicrobiano que essas substancias podem proporcionar aos alimentos (VAN
HEEL et al., 2011). Até 2015, em torno de 185 BAL produtoras de bacteriocinas
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foram isoladas e apenas 53% foram bem caracterizadas e sequenciadas em nivel
molecular (WORAPRAYOTE et al., 2016). Este grupo de micro-organismos é
considerado seguro para o consumo, possui longa tradicdo como bactérias de grau-
alimenticio, pode exercer efeito bioprotetor ou inibitério contra outros micro-
organismos como resultado da competicdo por nutrientes e/ou pela producdo de
bacteriocinas ou outros compostos antagonistas como 4cidos organicos, peréxido de
hidrogénio e enzimas (CASTELLANO et al., 2008). Dentre as BAL encontradas em
carnes e produtos cérneos, Lactobacillus sakei e Lactobacillus curvatus tém sido
descritas como as principais produtoras desses compostos antimicrobianos, sendo
responsaveis pela producdo de sakacinas e curvacinas, respectivamente
(BARBOSA et al., 2015; CASABURI et al., 2016; FONTANA et al., 2015; TODOROV
et al., 2013).

A partir do exposto, objetivou-se nesta revisdo abordar de maneira geral as
principais caracteristicas, classificacdo e modo de acéo das bacteriocinas, seu uso
em alimentos, e detalhar trabalhos que caracterizaram, purificaram e/ou aplicaram
bacteriocinas, produzidas por BAL isoladas a partir de uma matriz carnea, em

produtos carneos.

2 Aspectos gerais das bacteriocinas

As bacteriocinas consistem em peptideos antimicrobianos, que atuam contra
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa, no entanto a bactéria produtora é
portadora de mecanismos de imunidade especificos que a protegem de sua prépria
bacteriocina (CHEN e HOOVER, 2003; COTTER et al., 2013).

Sao amplamente reconhecidas como substancias seguras, ndo ativas ou
citotoxicas em ceélulas eucaridticas, inativadas por enzimas digestivas (proteases),
com pouca influéncia sobre a microbiota intestinal. Apresentam atividade bactericida
e/ou bacteriostética, sendo normalmente, a membrana citoplasmatica das bactérias
o seu alvo. Além disso, ndo apresentam resisténcia a antibidticos e seus
determinantes genéticos sé@o codificados em plasmideos, facilitando a manipulacao
genética (GALVEZ et al., 2007).
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As bacteriocinas produzidas por BAL diferenciam-se por suas particularidades
bioguimicas, genéticas, estruturais e atividade metabdlica. A maioria apresenta
massa molecular reduzida (3 a 10 kDa), séo eletricamente neutras e incluem regides
hidrofilicas e hidrofébicas (EIJSINK et al., 2002).

Atualmente, existem controvérsias com relacdo a classificagdo das
bacteriocinas, mas apesar disso, uma das classificacdes mais recentes utilizada € a
de Cotter et al. (2013) que separou as bacteriocinas produzidas por Gram-positiva

daquelas que sao produzidas por Gram-negativa.

2.1 Classificagdo das bacteriocinas

As bacteriocinas de bactérias Gram-positiva foram divididas em apenas duas
Classes, | e ll, onde a Classe | seria formada por peptideos de baixo peso molecular
(< 10 kDa), termoestaveis, hidrofobicos, catidnicos, que possuem residuos
modificados pos-traducionais como lantionina e metilantionina, onde a principal
representante desta classe é a nisina. A nisina, por exemplo, age através da
formacéo de poros, levando a dissipacdo do potencial de membrana e ao efluxo de
pequenos metabdlitos em células sensiveis (HAMMOU et al.,, 2010; ALVAREZ-
SIERO et al., 2016).

A classe Il compreende bacteriocinas constituidas por peptideos também
termoestaveis e de baixo peso molecular (<10 kDa), hidrofébicos, catibnicos, porém
apresentam, de forma geral, uma estrutura helicoidal anfifilica, a qual possibilita a
sua insercdo na membrana citoplasmatica da célula alvo, promovendo a
despolarizagdo da membrana e a morte celular (DRIDER et al., 2006).

As Classes Il e IV propostas até entdo foram excluidas, sendo que a Classe
lll, na classificagcdo anterior, era relacionada a peptideos com elevado peso
molecular (>30 kDa), termolabeis, subdivididas em duas subclasses: Illa ou
bacteriolisinas e llIb. Os peptideos da subclasse llla promoviam a lise celular atraves
da hidrélise da parede celular do micro-organismo alvo, tendo como exemplo a
lisostafina e enterolisina A. A subclasse Illb, em contraste, compreendia 0s
peptideos que ndo causavam lise, mas sim dissipa¢do do potencial de membrana e
diminuicdo da concentracdo intracelular de ATP. A helveticina J € exemplo desta

subclasse. Ja a Classe IV (complexos de bacteriocinas, geralmente globulares com
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atividade dependente da associagdo de um ou mais grupos funcionais como
carboidratos ou fosfolipideos; ex: lactocina 27 e leuconocina S) ndo entrou na
classificacdo, pois a designacdo de bacteriocinas corresponderia apenas aos
peptideos pequenos sintetizados nos ribossomos, ndo incluindo outras proteinas
antimicrobianas de elevado peso molecular (OGAKI et al., 2015; HENG et al., 2007,
COTTER et al., 2005).

A classe Il ficou dividida da seguinte maneira: subclasse lla - representada
por pediocina PA-1, sakacina A e P, enterocina A e P, leucocina A, curvacina A e
carnobacteriocina B2, sendo considerada a maior subclasse, com mais de 50
membros caracterizados (CASTELLANO et al., 2017). Esses peptideos possuem um
restrito espectro de inibicdo, mas sao conhecidos por sua forte atividade anti-listerial,
e tém sido extensivamente estudados em relacdo a genética, estrutura e modo de
acdo (ALVAREZ-SIERO et al., 2016). Além disso, podem possuir espectro de
atividade frente a outros micro-organismos deteriorantes e patogénicos como
Brochotrix spp., Clostridium spp., Bacillus spp. e Staphylococcus spp. (ENNAHAR et
al., 2000); subclasse llb - composta por bacteriocinas heterodiméricas que requerem
a atividade combinada de dois peptideos. Seu mecanismo de acdo envolve a
dissipacéo do potencial de membrana e diminuicdo da concentragao intracelular de
ATP. A primeira bacteriocina relatada, contendo dois peptideos e obtida de uma BAL
isolada de carne, foi a lactocina 705 produzida por Lactobacillus curvatus CRL705, a
qual demonstrou atividade inibitéria frente a algumas BAL e também contra
Brochothrix thermosphacta (CASTELLANO et al., 2002; CASTELLANO e VIGNOLO,
2006). Além disso, outros exemplos dessa classe sdo a plantaricina EF, JK e S
(Lactobacillus plantarum), enterocina 1071 (Enterococcus faecalis), lactococina G e
MN (Lactococcus lactis) (COTTER et al., 2005), e mais recentemente a lactococina
Q (Lactococcus lactis QU 4 do milho) e enterocina X (Enterococcus faecium KU-B5
de maca doce tailandesa) (WORAPRAYOTE et al., 2016; PEREZ et al., 2014);
subclasse lic (antiga Classe V) - As bacteriocinas pertencentes a esta classe
apresentam uma unido covalente das terminacfes carbono (C) e nitrogénio (N),
resultando em uma estrutura ciclica. Exemplos: circularina A (Clostridium beijerinckii)
e reutericina 6 (Lactobacillus reuteri) (COTTER et al., 2005); e aquelas produzidas
por BAL isoladas de carne como enterocina AS-48 (Enterococcus de diversos
produtos carneos), carnociclina A (Carnobacterium maltaromaticum UAL307 de
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carne suina) e garvicina ML (Lactococcus garvieae DCC43 de carne de ave)
(ACEDO et al., 2015).

Segundo essa classificacdo, a Classe | corresponde as bacteriocinas que
sofrem extensas modificacbes pos-traducionais. Ja a Classe 1l engloba as
bacteriocinas que ndo sofrem tais modificacbes e também aquelas que sofrem
modificacdes modestas, como a formagao de pontes dissulfeto, a circularizacdo ou a
adicdo de N-formilmetionina. Ja as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-
negativa pertenceriam a dois grupos distintos, um de peptideos pequenos, como as
microcinas (Escherichia coli), e um segundo de peptideos grandes, as colicinas
(Escherichia coli) (OGAKI, et al., 2015).

2.2 Sintese e modo de acéao

O mecanismo de sintese das bacteriocinas pode ser induzido, muitas vezes,
pelas condicbes de estresse, como 0 aumento populacional e a escassez de
nutrientes, bem como afetada pelo tipo de fonte de carbono, nitrogénio e fosfato
presentes no meio, ou até mesmo por cations surfactantes e outros inibidores
(RILEY, 2011; SAVADOGO et al., 2006). Além disso, também pode ser regulado por
qgquorum sensing: uma forma de comunicacdo célula-célula, onde as células
presentes no ambiente produzem moléculas sinalizadoras (auto-indutoras) em
funcdo da densidade populacional (EIJSINK et al., 2002; TUROVSKIY et al., 2007).
O limiar que ativa a producdo de bacteriocinas varia entre 0s micro-organismos, e
baseia-se na sintese de peptideos denominados feroménios, os quais apos
atingirem esse limiar, ativam a producdo das bacteriocinas (EIJSINK et al., 2002;
TUROVSKIY et al., 2007; CLEVELAND et al., 2001; NES et al., 2007).

A produgcdo de bacteriocinas ocorre durante a fase de crescimento
exponencial ou no final dessa fase, mantendo uma relacao direta com a producéo de
biomassa e pela regulacdo de um peptideo indutor (feromdnio). Este feromoénio &
sintetizado nos ribossomos e secretado no ambiente externo pelo sistema
transportador. Quando esse composto atinge uma concentragao limiar, inicia-se a
transcricdo da bacteriocina através da expressdo de quatro genes: o primeiro é
responsavel pela producdo do pré-peptideo biologicamente inativo; o segundo

confere a producédo de uma proteina de imunidade especifica a célula produtora; o
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terceiro é o gene que codifica proteinas do transportador ABC, responsavel por
exteriorizar a bacteriocina, e 0 quarto gene codifica uma proteina acessoria
essencial para a exteriorizacdo da bacteriocina (EIJSINK et al., 2002; CLEVELAND
et al., 2001; NES et al., 2007; NES e EIJSINK, 1999).

Apés sofrerem  modificacbes, o0s pré-peptideos prematuros sao
enzimaticamente clivados para remocdo da sequéncia sinal e sao transportados
para o meio extracelular, jA como uma bacteriocina madura (EIJSINK et al., 2002;
TUROVSKIY et al., 2007; LEE e KIM, 2011).

Existe um consenso, quanto a hipotese que explica que a maioria das
bacteriocinas interage com lipideos anibnicos presentes na membrana celular das
bactérias-alvo, provocando sua permeabilizacdo através da formacdo de poros na
mesma. Eventualmente, essa interacdo pode causar a morte da célula-alvo,
promovendo a dissipacao da for¢a proton motora (PMF) e a inibicdo do transporte de
aminoacidos. A PMF est4 envolvida em diversos processos na membrana celular,
como o acumulo de ions e metabdlitos, e a sintese de ATP (ZACHAROF e LOVITT,
2012; GUILHELMELLI et al., 2013).

De acordo com Cotter et al. (2013), o mecanismo de acdo das bacteriocinas
em bactérias Gram-positiva pode ocorrer de acordo com 2 modelos, demonstrados
na Figura 1. No modelo denominado Classe |, ocorre a passagem pela parede
celular e assim, as bacteriocinas inibem o lipideo Il presente ha membrana celular,
inibindo consequentemente a sintese de peptidoglicano (componente da parede
celular). No modelo Classe Il, também ocorre a passagem pela parede celular e a
formacao de poros na membrana celular, através da ligacdo a um receptor formador
de poros, presente no sistema manose-fosfotransferase. Além disso, sabe-se que,
algumas bacteriocinas da Classe |, como a nisina, sdo capazes de realizar os dois

mecanismos de acgao.
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Class | Class Il
{e.g. nisin) {e.g. lactococcin A)

Man-FTS

Inhibition of Pore formation

peptideglycan
synthesis

Figura 1: Mecanismo de acdo das bacteriocinas em células bacterianas Gram-
positiva.
Fonte: Cotter et al. (2013)

A maioria das bacteriocinas apresenta efeito bactericida. Para que esse efeito
ocorra, 0 micro-organismo indicador devera apresentar sensibilidade ao
antimicrobiano que, mesmo em baixas concentracdes, devera ser capaz de provocar
a morte celular, rapidamente. A sensibilidade de bactérias Gram-positiva e Gram-
negativa as bacteriocinas tem como base a composi¢cado quimica da parede celular.

Embora muitas bacteriocinas produzidas por BAL, como nisina e pediocina,
tenham sido aprovadas e amplamente utilizadas em produtos alimenticios
(ZACHAROF e LOVITT, 2012), a incapacidade de inibir patbgenos Gram-negativo
limita suas aplicacdes (CLEVELAND et al., 2001; DEEGAN et al., 2006; GILLOR et
al., 2008).

Baseado nisso, como a maioria dos patégenos causadores de DTA sdao
bactérias Gram-negativa, estratégias para o uso de bacteriocinas contra estes micro-
organismos tém sido avaliadas. Estudos comprovam que bactérias Gram-negativa
tornam-se mais sensiveis as bacteriocinas quando a membrana externa da parede
celular € desestabilizada por algum fator como estresse quimico (acidos organicos,
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético), 0leos essenciais ou agentes quelantes) ou
estresse fisico (pH, aquecimento, congelamento, alta pressao hidrostatica ou campo

elétrico pulsado). Com isso, sdo capazes de transpor a membrana externa da
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parede e alcancar a membrana celular da célula-alvo, para atuarem (ENNAHAR et
al., 2000; WILLEY e VAN DER DONK, 2007; SANG e BLECHA, 2008; GAUTAM e
SHARMA, 2009; COTTER et al., 2013; PRUDENCIO et al., 2015).

Alguns peptideos demonstraram efeito adicional ou sinérgico quando
utilizados combinados com outros compostos ou tratamentos, considerando-o0s
como parte da teoria dos osbstaculos (ou mecanismo de barreira) (GALVEZ et al.,
2008) e ndo o uUnico agente conservante, isto porque ainda ndo sdo conhecidas
todas as caracteristicas das bacteriocinas (BHARTI et al., 2015). Neste contexto, 0
uso de intervencdes sequenciais em diferentes pontos do processamento de carne e
produtos carneos (teoria dos obstaculos multiplos), deve ser considerado, a fim de
melhorar a seguranca microbiolégica de carnes, aves e seus derivados
(CASTELLANO et al., 2017).

Além disso, as bacteriocinas também podem ter acdo bacteriostatica,
dependendo da sua dose e grau de purificacdo, do estado fisiol6gico das células
indicadoras (por exemplo, fase de crescimento) e das condi¢cdes experimentais
(temperatura, pH, presenca de agentes que alteram a integridade da parede celular
e outros compostos antimicrobianos) (CINTAS et al., 2001; JUODEIKIENE et al.,
2012).

3 Producéo de bacteriocinas por BAL isoladas de matriz carnea

Nos ultimos 10 anos, inumeros estudos tém sido realizados para isolar BAL
de carnes e produtos carneos, e estudar seu potencial bacteriocinogénico para uma
futura aplicacdo em produtos alimenticios.

Trinta amostras de diferentes produtos carneos, como carne moida, carne
processada, miudos, carne de frango, bacon, carne suina e pescado fresco, foram
avaliadas, tendo sido obtidos 60 isolados de BAL. Enterococcus sp. apresentou uma
prevaléncia de 60% nos produtos, onde E. faecium e E. faecalis foram as espécies
mais encontradas, respectivamente. Dentre os 60 isolados, somente 9 apresentaram
atividade bacteriocinogénica (GOMES et al., 2008).

Dal Bello et al. (2010) isolaram BAL de 51 produtos carneos (8 frescos e 43

fermentados), havendo predominancia dos géneros Lactococcus e Enterococcus.
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Foram obtidos 23 isolados produtores de bacteriocinas, com potencial
bacteriocinogénico frente a L. monocytogenes, B. thermosphacta e S. aureus,
através da codificacdo pelos genes nisA, nisZ, entA e entP.

Na pesquisa realizada por Castro et al. (2011), ao analisarem diferentes
embutidos fermentados, 141 cepas caracteristicas de BAL foram isoladas, das quais
apenas uma apresentou sensibilidade as enzimas tripsina e proteinase K, sendo
identificado como Lactobacillus curvatus/sakei ACU-1. Essa bacteriocina apresentou
estabilidade térmica em uma ampla faixa de tempo e temperatura e também durante
0 armazenamento sob refrigeragdo e congelamento. Sua producéo foi diretamente
influenciada pela presenca de surfactantes e pela concentracdo de NaCl (cloreto de
sédio), ndo sendo afetada pela presenca de KCI (cloreto de potassio), EDTA,
sorbato de potassio e citrato de sodio.

No trabalho de Rivas et al. (2014), foi analisada a cepa de L. curvatus ACU-1
isolada de embutido carneo fermentado. Ao verificar a presenca de genes
produtores de bacteriocinas, detectaram o gene estrutural sppQ, produtor da
sakacina Q, pertencente a subclasse lic. O SLC (sobrenadante livre de células) foi
aplicado na superficie de carnes previamente inoculadas com L. inoccua, e a
bacteriocina foi capaz de inibir o crescimento do micro-organismo indicador apés 4
semanas de armazenamento.

Fontana et al. (2015) isolaram 115 BAL de carne crua e produtos carneos
fermentados provenientes da Argentina com atividade anti-listeria. As espécies
obtidas foram Lactobacillus sakei (71 isolados), Lactobacillus curvatus (14 isolados),
Lactobacillus plantarum (7 isolados), Enterococcus faecium (16 isolados) e
Pediococcus acidilactici (7 isolados). Ao analisar a presenca de genes codificadores
de bacteriocinas, foram identificados os seguintes genes: sapA (curvacina A), sppQ
(sakacina Q), sppA (sakacina P), pInEF (plantaricina EF), pInA (plantaricina A), entA
(enterocina A), entP (enterocina P) e entB (enterocina B). Com este estudo, os
autores verificaram o potencial de L. sakei e E. faecium para serem usados como
culturas bioprotetoras e um obstaculo adicional no controle de L. monocytogenes na
carne crua e produtos carneos.

Ali et al. (2016) isolaram 30 BAL provenientes de 7 amostras de carne bovina,
sendo que somente 2 isolados (Lactobacillus curvatus e Lactobacillus graminis)
produziram bacteriocinas estaveis a temperaturas variando de 40 a 60°C e a pH de
5a7.
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Ao descreverem o isolamento e identificacdo de L. curvatus 54M16 a partir de
embutidos fermentados tradicionais da Italia, Casaburi et al. (2016) verificaram que
esse isolado foi capaz de produzir mais de uma bacteriocina, visto que possuia 0s
genes codificadores para sakacina X, T e P. Apresentou atividade antimicrobiana
especialmente frente as bactérias Gram-positiva, como Listeria monocytogenes e
Bacillus cereus, e também frente a um importante deteriorante carneo, Brochotrix
thermosphacta. Além disso, 0 proprio micro-organismo demonstrou bom potencial
para ser utilizado como cultura iniciadora na producdo de embutidos fermentados,
afetando positivamente o sabor e aceitabilidade geral dos produtos.

Além desses, outros estudos avaliando BAL provenientes de carnes e
produtos carneos e suas bacteriocinas tém gerado resultados promissores para a
sua aplicacdo como possiveis bioconservadores nesses tipos de produtos, conforme

sintetizados no Quadro 1:
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Quadro 1: Caracterizacao de BAL isoladas de carnes e produtos carneos e suas bacteriocinas, com relacdo a estabilidade a

temperatura, pH, surfactantes e aditivos, e espectro de acéo.

Micro-organismo produtor /

Bacteriocina

Fonte

Estabilidade

Espectro de agéo

Referéncia

Pediococcus acidilactici /

Linguica seca

100 °C/121 °C/60 min.
-80, -20,4e 30 °C

Patogénicos

Anastasiadou et al.

Pediocina SA-1 Deteriorantes (2008)
pH3-12
Lactobacillus plantarum LP 31/ Embutido seco- Altas temperaturas S. aureus / L. monocytogenes Miiller et al.
Plantaricina fermentado pH é&cido B. cereus / Pseudomonas sp. (2009)

Pediococcus acidilactici

Carne in natura

Altas e baixas temperaturas
pH3-9

E. coli/ B. cereus / S. aureus
Salmonella typhi / Vibrio cholerae
Shigella sp. / E. faecalis

Sivakumar et al.
(2010)

Altas e baixas temperaturas

) Embutidos pH -
Lactobacillus plantarum / ] Gram-positiva Todorov et al.
defumados Triton X-100 / Tween 80 / Tween 20 )
BacST202Ch BacST216Ch i . o Gram-negativa (2010)
suinos SDS (dodecil sulfato de sadio)
NaCl / Ureia / EDTA
Enterococcus faecium NKR-5-3 / ) . )
] Pescado Temperatura Enterococcus / Lactobacillus Ishibashi et al.
Enterocinas . . .
fermentado Sal Bacillus / Listeria (2012)

NKR-5-3A, B, C,D, Z
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Enterococcus faecium M3a /

Carne de coelho

5% de sais biliares

L. monocytogenes CCM 4699
S. aureus 3A3

Szaboova et al.

Enterocinas A, P, B . ) o (2012)
Baixo pH S. enterica sorovar Enteritidis PT4
Elevadas temperaturas
Lactococcus lactis subsp. lactis 69 / ch pH2-10 Deteriorantes Biscola et al.
. arque '
Nisina Z SDS / EDTA / Tween 80 / Ureia Halotolerantes (2013)
20% NaCl
E. faecium ATCC 19443
) Até 100 °C ) . ) .
. } Embutido L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC
Lactobacillus sakei ST22Ch pH 4 -10 Todorov et al.

fermentado e

19119

ST153Ch ST154Ch i Triton X-100 / Tween 20 / Tween 80 (2013)
curado suino ] L. monocytogenes NCTC 11944,
SDS / NaCl/ Ureia/ EDTA
NCTC 7973 e Scott A
Lactobacillus plantarum BM-1/ Produto carneo Altas temperaturas Gram-positiva Zhang et al.
Plantaricina BM-1 fermentado pH 2-10 Gram-negativa (2013)
Lactobacillus curvatus _ Temperaturas: 4 — 121 °C
Salame tipo Barbosa et al.
MBSa2 e MBSa3 / o pH2-8 L. monocytogenes
) italiano (2015)
Sakacina P e X NaCl 2-10%
Altas e baixas temperaturas -
o Gram-positiva
] ] Linguica pH )
Weissella hellenica BCC 7239 / Gram-negativa: Woraprayote et al.
fermentada Etanol / Isopropanol / Acetona ) ) )
7293A e 7293B i o P. aeruginosa / S. typhimurium (2015)
suina Acetonitrila / Tween 20 / Tween 80

Triton X-100

Aeromonas hydrophila/ E. coli
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Altas e baixas temperaturas

Lactobacillus plantarum M1-UVs300/ Linguica pH é&cido Gram-positiva An et al.
M1-UVs300 fermentada Citrato de sédio / Eritorbato de sédio Gram-negativa (2017)
Tripolifosfato de sédio
Lactobacillus plantarum-GS16 )
) ] 100°C/60 min. -
Lactobacillus paraplantarum-GS54 / Fatias de ) . Gram-positiva Anacarso et al.
Refrigeracéo (2 meses) )
L.p.-GS16 presunto H2 10 Gram-negativa (2017)
L.p.p.-GS54 P
Gram-positiva
_ ) ) ] Gram-negativa
Lactobacillus alimentarius FM-MM,/ | Produto carneo Altas e baixas temperaturas Leved Hu et al.
eveduras:
Lactocina MM, fermentado pH2-5 o (2017)
Saccharomyces cerevisiae
Pichia sp. / Candida albicans
P. fluorescens / P. aeruginosa
_ ] Vibrio harveyi / B.cereus
Lactobacillus plantarum DY4-2 / 50°C, 100°C e 121°C/30 min. ) Lv et al.
Pescado Shewanella putrefaciens
DY4-2 pH2,5-55 (2018)

Psychrobacter sp. / B. licheniformis

L. monocytogenes
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A partir dos trabalhos relatados, percebe-se que apesar de ser comum a
presenca de BAL em carnes e produtos carneos, ha poucos estudos sobre micro-
organismos isolados desses produtos e que possuam atividade bacteriocinogénica,

quando comparado com aqueles de procedentes de produtos lacteos.

4 Aplicagédo de bacteriocinas em alimentos

A industria carnea utiliza conservantes como os sais de cura (nitrito e nitrato
de sodio ou potassio) com o objetivo de inibir o crescimento microbiano, fixar cor,
conferir sabor e aroma caracteristicos, além de retardar a oxidacdo lipidica. Em
embutidos fermentados (consumidos crus), a adicdo destes aditivos quimicos visa
inibir o crescimento de Clostridium botulinum, cuja toxina causa o botulismo (JUDGE
et al., 1989; ESKANDARI et al., 2013).

Em contrapartida aos efeitos benéficos resultantes da utilizacdo dessas
substancias na conservacao de alguns géneros alimenticios, 0 excesso de consumo
tem causado preocupacdo em virtude dos efeitos nocivos a salde humana,
relacionados a formacdo de compostos quimicos cancerigenos, como nitrosaminas
nos alimentos (ESKANDARI et al., 2013; DUARTE e CARRIJO, 2014).

Devido a demanda dos consumidores por alimentos naturais e de boa
qualidade microbiologica, bem como 0s requisitos governamentais rigorosos que
estabelecem limites na quantidade de nitritos utilizados em produtos a base de
carne, para garantir a seguranca dos alimentos, os fabricantes de alimentos
enfrentam desafios conflitantes (FRANZ et al., 2010). Por isso, com o aumento da
percepcao negativa frente aos aditivos quimicos sintéticos, agentes antimicrobianos
naturais, como as bacteriocinas, tém sido amplamente estudados e testados quanto
a sua eficacia em alimentos (WORAPRAYOTE et al., 2016).

O uso de bacteriocinas em sistemas de bioconservagdo pode suprir a
demanda dos consumidores por conservantes naturais, sendo também considerado
uma medida de seguranca adicional aos produtos minimamente processados, que
dependem apenas de refrigeracdo como meio de conservacdo (DE MARTINIS et al.,
2002). Além disso, como as bacteriocinas sao capazes de matar 0 micro-organismo

alvo através da ruptura da integridade da membrana, elas sdo menos propensas a
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induzir resisténcia, visto que seus fragmentos néo interagem com as células-alvo, e
podem ser consideradas uma solucéo potencial para o crescente problema de
resisténcia microbiana aos antibioticos (YANG et al., 2014; AHMAD et al., 2017;
COTTER et al., 2013).

Segundo Ross et al. (1999), o potencial de aplicacdo de uma determinada
bacteriocina pode ser predito por suas propriedades, como estabilidade a
temperatura, pH e amplo espectro de acéao.

Além disso, o uso de bacteriocinas ndao pode oferecer riscos a saude do
consumidor, nem afetar a qualidade nutricional e sensorial do alimento, devendo a
linhagem produtora ter status GRAS (GAUTAM e SHARMA, 2009).

De maneira geral, existem trés formas através das quais as bacteriocinas
podem ser incorporadas a um alimento para melhorar a sua seguranca: (1)
utilizando uma preparagédo purificada ou semipurificada da bacteriocina como
ingrediente alimentar; (2) pela incorporacdo de um ingrediente que foi anteriormente
produzido por uma BAL produtora de bacteriocina ou (3) pela utilizacdo de BAL
produtora de bacteriocina, como cultura iniciadora ou adjunta, diretamente no
produto fermentado para producdo da bacteriocina in situ (ARTHUR et al., 2014,
CHEN e HOOVER, 2003; GALVEZ et al., 2008).

Para a aplicacdo de bacteriocinas nos alimentos, diferentes técnicas podem
ser utilizadas, como: adi¢édo direta na formulacédo do alimento ou imersdo do mesmo
em solucdo contendo o peptideo; adsorcdo da bacteriocina em filmes plasticos tipo
polietileno ou filmes comestiveis a base de celulose, em superficies como acetato de
vinil etileno, polipropileno, poliéster, entre outros; e involucros antimicrobianos
contendo preparados de bacteriocinas e culturas de BAL. Todas essas técnicas
podem ser utilizadas como estratégias tecnoldgicas baseadas na teoria dos
obstaculos multiplos, com o objetivo de reduzir DTA (APPENDINI E HOTCHKISS,
2002; DRIDER et al.,, 2006; DEEGAN et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2008;
GAUTAM e SHARMA, 2009).

De acordo com Castellano et al. (2017), para assegurar a eficacia de sua
atividade, testes contra bactérias-alvo especificas devem ser realizados no proprio
alimento no qual a bacteriocina sera aplicada. Dessa maneira, devem ser
considerados alguns fatores que podem influenciar na propagacao das bacteriocinas
no alimento, como: concentracdo de sal, pH, nitrito e nitrato, enzimas presentes no

alimento, solubilidade no produto, conteudo e superficie lipidica disponivel para
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solubilizag&o, distribuicdo uniforme no alimento e possivel inativacdo por outros
aditivos (TIWARI et al., 2009).

O uso comercial de bacteriocinas ocorre em muitos paises como a nisina,
bacteriocina produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis. De acordo com Harris et
al. (1992), esta bacteriocina foi descrita pela primeira vez por Rogers (1928) como
uma substancia inibidora do crescimento do Lactobacillus bulgaricus.
Posteriormente, foi concluido de que também inibia o crescimento de outras
bactérias Gram-positiva e de esporos de Clostridium e Bacillus (DELVES-
BROUGHTON, 1990). A nisina foi reconhecida como aditivo alimentar pela
FAO/OMS em 1969, com o limite maximo de ingestdo de 33.000 Unidades
Internacionais/kg (UI/Kg) de peso corpéreo. Mais de 50 paises permitem 0 seu uso
em produtos como leite, queijo processado, queijo ralado, produtos lacteos, tomates
e outros vegetais enlatados, sopas enlatadas, carne enlatada, produtos de cervejaria
e maionese (DE MARTINIS et al., 2002; ROSS et al., 1999; SOBRINO-LOPEZ e
MARTIN-BELLOSO et al., 2008). Ja4 no Brasil é restrita a preparados & base de
queijos fundidos, em queijos fundidos, requeijdo, em queijo pasteurizado e as
superficies de salsichas, pois ndo é resistente ao tratamento térmico, o que limita a
sua aplicacdo em demais produtos carneos (DEEGAN et al., 2006).

Além da nisina, a pediocina PA-1/AcH (ALTA™ 2341), produzida por
Pediococcus acidilactici, € outra bacteriocina que pode ser usada como ingrediente
comercial na bioconservacdo de alimentos, como linguicas secas e produtos
carneos fermentados (COTTER et al., 2005; GALVEZ et al., 2007; GALVEZ et al.,
2008).

4.1 Uso de bacteriocinas em carnes e produtos carneos

As bacteriocinas produzidas por BAL tém sido utilizadas com acao
antimicrobiana em carcacas bovinas e de aves e também na carne in natura com
grande eficiéncia. O uso de spray contendo a combinacdo de nisina e acido latico
(1,5%, 25 °C) foi mais eficiente na reducdo da contagem de bactérias aerobias,
coliformes e Escherichia coli do que o uso somente da bacteriocina (BARBOZA et
al., 2002). Por sua vez, as culturas bioprotetoras de E. faecium PCD71, Lactobacillus

fermentum ACA-DC179 e a aplicacdo combinada de diferentes bacteriocinas da
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subclasse lla foram capazes de reduzir o crescimento de L. monocytogenes em
diferentes produtos carneos (MARAGKOUDAKIS et al., 2009; DORTU et al., 2008;
HARTMANN et al., 2011). Contudo, em carne de peru armazenada sob aerobiose a
10 °C, o uso de L. plantarum BFE5092, produtor das plantaricinas EF, JK e N, falhou
na inibicdo efetiva de L. monocytogenes (CHO et al., 2010).

Em produtos cérneos, a aplicacdo de nisina pode ter limitacdes devido a baixa
solubilidade dessa bacteriocina nesses produtos, a possibilidade de destruicdo por
enzimas da carne in natura e a ineficiéncia de inibicdo de vérios organismos
patogénicos ou deteriorantes de importancia em carnes (DE MARTINIS et al., 2002).

Depois da nisina, a pediocina (Pediococcus acidilactici), é a bacteriocina mais
estudada devido a sua atividade antimicrobiana frente a Listeria spp., sendo sua
acdo empiricamente relacionada com o0 uso, por muitos anos, dessa cepa como
cultura iniciadora em varios alimentos fermentados (DIEZ et al., 2012), como
vegetais (chucrute), carnes (embutidos) (PAPAGIANNI e ANASTASIADOU, 2009) e
produtos lacteos (queijos) (DRIDER et al., 2006).

Na industria carnea, o uso da pediocina PA-1 ou de culturas produtoras dessa
bacteriocina auxilia no controle microbiano durante a fermentacéo ou na inibicdo do
crescimento de micro-organismos deteriorantes durante o armazenamento. Além
disso, seu uso pode ser combinado com outras tecnologias de conservacao, pois
possui a vantagem de ser ativa em pH acido e atua sinergicamente com outros
compostos como lactato ou acidos organicos (DRIDER et al., 2006).

Em estudo de Kalschne et al. (2014), tanto o uso de pediocina quanto o de
nisina, mostraram efeito significativo na reducdo das contagens de Lactobacillus
sakei isoladas de amostras de presunto cozido fatiado embalado a vacuo. Em outro
trabalho, P. acidilactici MCH14, produtor de pediocina PA-1, exibiu grande
efetividade na inibicdo de L. monocytogenes e Clostridium perfringens em embutido
fermentado seco, produzido na Espanha (NIETO-LOZANO et al., 2010). J4 a cepa
de P. pentosaceus BCC3772 (produtor da pediocina PA-1/AcH) foi capaz de exercer
atividade anti-listerial durante a fermentacdo de um embutido produzido com carne
suina tradicional da Tailandia, sem alterar significativamente suas caracteristicas
sensoriais (KINGCHA et al., 2012).

Ao avaliar o efeito da bacteriocina denominada pentocina 31-1, produzida por
Lactobacillus pentosus 31-1 (isolado de um presunto fermentado tradicional chinés),

sobre a qualidade microbiolégica, fisico-quimica e sensorial da carne suina resfriada
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embalada, Zhang et al. (2010) demonstraram que o uso da bacteriocina foi capaz de
aumentar a vida atil do produto em 15 dias, mantendo suas caracteristicas
sensoriais e fisico-quimicas. Além disso, inibiu o crescimento de patégenos, como L.
monocytogenes, € micro-organismos deteriorantes, como Pseudomonas
fluorescens.

A bacteriocina semi-purificada BacTN635, produzida por Lactobacillus
plantarum sp. TN635, isolado de matéria-prima carnea, foi aplicada em carne moida
bovina e peito de frango. Os resultados deste trabalho foram bastante promissores,
visto que a bacteriocina inibiu a proliferacdo de micro-organismos deteriorantes e
também de L. monocytogenes; melhorou a qualidade sensorial (odor, textura, cor e
aceitacdo global) e os atributos de textura (dureza, elasticidade e rigidez); e
aumentou a vida de prateleira dos produtos citados durante armazenamento
refrigerado (SMAOUI et al., 2014).

Carne de peru moida in natura foi adicionada da bacteriocina semi-purificada
BacFL31, produzida pelo isolado Enterococcus faecium sp. FL 31 obtido de produto
carneo, e também foi verificado o seu efeito nos parametros sensoriais, além de sua
acdo na conservacao deste produto. A bacteriocina inibiu a proliferacdo de varios
micro-organismos deteriorantes e dos patdgenos Listeria monocytogenes e
Salmonella Typhimurium. Também foi capaz de manter o pH em valores baixos, uma
coloracdo satisfatoria e evitou a rancidez oxidativa (resultado do néo
desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes). Manteve o0s parametros
sensoriais (odor, cor, textura e aceitacdo global) em niveis aceitaveis por maior
tempo quando comparado ao controle, e aumentou a vida util da carne de peru
durante refrigeracdo (CHAKCHOUK-MTIBAA et al., 2017).

No estudo de Moracanin et al. (2013), foi adicionado na formulacdo de uma
linguica fermentada, a bacteriocina semi-purificada produzida pelo micro-organismo
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides IMAU:10231, o qual foi previamente
isolado deste mesmo produto. Apds 21 dias de armazenamento, a contagem total de
micro-organismos e de Listeria monocytogenes diminuiu significativamente,
demonstrando um interessante potencial de aplicacdo, a fim de aumentar a
seguranca microbiologica neste tipo de produto. Este resultado também é
interessante do ponto de vista tecnoldgico, visto que a cepa produtora desta
bacteriocina é heterofermentativa (produz gas carbbnico, CO, durante a

fermentacdo), o que torna seu uso inviavel, pois pode causar o estufamento do
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embutido, sendo assim necessario o uso somente da bacteriocina. Em contrapartida,
no caso de BAL homofermentativa (produz majoritariamente &cido latico e néo
produz CO,), torna-se interessante 0 uso do micro-organismo produtor de
bacteriocina como cultura iniciadora com fim tecnoldgico e conservante. E o caso da
BAL Weissella paramesenteroides DX, isolada de embutido carneo fermentado,
produtora da bacteriocina weissellina A. Este peptideo so foi produzido na auséncia
ou em baixas concentracdes de nitrito de sbédio (NaNO;) (conservante) sob
condicbes aerobias. Porém, em condicbes anaerdbias (microambiente encontrado
em embutidos carneos fermentados), nenhum efeito inibidor do NaNO, foi
observado, possibilitando o uso deste micro-organismo na bioconservagao deste tipo
de produto (PAPAGIANNI e SERGELIDIS, 2013).

Como pode ser observado, a presenca de alguns ingredientes no produto
carneo podem influenciar na efetiva acdo das bacteriocinas no alimento. Nao foi o
gue aconteceu no estudo realizado por Barbosa et al. (2015), onde a aplicacao da
bacteriocina semi-purificada de L. curvatus MBSa2 na produgdo de salame
previamente contaminado com L. monocytogenes ndo sofreu interferéncia pelos
ingredientes e aditivos, sendo capaz de reduzir a contaminagédo de 1,5 a 2 ciclos
logaritmicos apés 20 dias de producdo, demonstrando ser interessante a aplicacao
destas bacteriocinas para aumentar a seguranca microbiolégica desse produto. Ja
no estudo de Rivas et al. (2014), os autores verificaram que quando o SLC foi
aplicado em matriz carnea contendo carne e gordura suina, a atividade
antimicrobiana diminuiu 50% durante o armazenamento devido a absorcdo da
bacteriocina por estes componentes. Para evitar esta perda, uma alternativa seria
aplicar a bacteriocina como componente de embalagem ativa, reduzindo assim seu
contato direto na matriz alimenticia.

Nesse sentido, varios estudos tém utilizado a incorporacédo de bacteriocinas
em embalagens para controlar bactérias patogénicas através da liberacdo gradual
do peptideo no alimento, a fim de evitar a possivel inativagdo da bacteriocina pela
interacdo com os componentes alimentares (GUERRA et al., 2005). A utilizacao de
filmes incorporados com substancias antimicrobianas apresenta algumas vantagens
sobre os métodos convencionais de adicdo direta de conservantes em alimentos
como, a utilizacdo de uma menor quantidade dessas substancias e a liberacédo de
maneira controlada, por atuarem, principalmente, na superficie do produto (KRISTO
et al., 2008).
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No caso da nisina, varias pesquisas desenvolveram solu¢cfes antimicrobianas
para embalagens em carnes contendo essa bacteriocina a fim de retardar ou
suprimir o0 crescimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes
encontrados em alimentos (REALINI e MARCOS, 2014). Estudos sobre a utilizacdo
de nisina em filmes comestiveis e ndo comestiveis para a preservagdo da carne e
produtos carneos mostraram reducgfes na faixa de 3 ou mais ciclos logaritmicos
(KERRY et al., 2006), enquanto estudos realizados em meios liquidos tém
encontrado reducdes entre 6 e 9 ciclos utilizando nisina e quitosana como
revestimento (LEE et al., 2003). A aplicacdo de nisina no controle de L.
monocytogenes, B. thermosphacta, Enterobacteriaceae, e BAL deteriorantes tém
sido realizadas através da combinacdo com polietiieno (PE), polietiieno de baixa
densidade (LDPE), celofane, quitosana e proteina isolada de soja/0leos essenciais
em produtos como carne crua, fatias de presunto e carne moida (YE et al., 2008;
EMIROGLU et al., 2010; KUORWEL et al., 2011; LA STORIA et al., 2013).

Além da nisina, pediocina incorporada em embalagens a base de celulose
foram avaliadas na inibicdo do crescimento de L. monocytogenes em fatias de
presunto, peru e carne bovina (MING et al., 1997; SANTIAGO-SILVA et al., 2009).
Enquanto que Marcos et al. (2007), produziram filmes biodegradaveis utilizando
alginato, zeina e polivinil &lcool adicionados de enterocinas. Os autores testaram a
acao antimicrobiana destes filmes durante a estocagem de presunto cozido fatiado e
concluiram gue as embalagens antimicrobianas podem melhorar a seguranca deste
alimento, retardando ou reduzindo a multiplicacdo de L. monocytogenes.

Outra alternativa para o uso de bacteriocinas em produtos carneos € através
da aplicacdo de cepas de BAL bacteriocinogénicas com atividade probidtica. O uso
de micro-organismos com essa caracteristica pode reduzir o numero de patégenos
ou alterar a composi¢cdo da microbiota intestinal em modelos animais como ratos,
frangos e suinos (YANG et al.,, 2014). Para o micro-organismo ser considerado
probiotico, em geral, deve ter status GRAS, precisa sobreviver ao transito
gastrointestinal (GI) em numero suficiente para exercer seus efeitos benéficos ao
colonizar 0 muco intestinal, tolerar a presenca de pepsina e ao pH do estémago,
resistir a protease do duodeno e aos sais biliares na parte superior do intestino.
Além disso, deve ser capaz de aderir a mucosa intestinal, que é um pré-requisito

para exercer seus efeitos benéficos, como a exclusdo de bactérias
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enteropatogénicas e a imunomodulagédo do hospedeiro (OSMANAGAOGLU et al.,
2010).

Para melhorar a seguranca microbiolégica em um embutido céarneo
fermentado, a cepa de P. pentosaceus (probiético produtor de pediocina) foi utilizada
como cultura iniciadora a fim de inibir o crescimento de Salmonella Anatum. Apds 4-
5 dias de fermentacdo, o patégeno foi totalmente inibido nas amostras contendo o
micro-organismo selecionado, enquanto que levou mais de 6 dias para ocorrer o
mesmo na amostra controle (cultura iniciadora ndo produtora de bacteriocina)
(SWETWIWATHANA et al., 2007).

Com o interesse atual, pelos possiveis efeitos promotores de salde causados
por micro-organismos probidticos, a incorporacdo de BAL produtoras de
bacteriocinas com potencial probiético € uma excelente alternativa, pois além de
garantir a seguranca dos alimentos, também podem auxiliar no desenvolvimento de
produtos carneos funcionais com beneficios a satude. Porém, sdo necessarios dados
precisos sobre as atividades de promoc¢do da saude de bactérias probiéticas tanto in
vitro quanto in vivo, além da comprovacdo da producdo de substancias
antimicrobianas (bacteriocinas) e sua seguranga para 0 consumo humano
(SWETWIWATHANA e VISESSANGUAN, 2015).

De maneira geral, considera-se que uma mistura contendo mais de uma
bacteriocina causaria um efeito bactericida em um maior nidmero de micro-
organismos sensiveis, visto que as células resistentes a uma bacteriocina seriam
inativadas pela outra. Com isso, 0 uso dessas misturas possibilitaria uma melhor
padronizacdo da atividade bacteriocinogénica, enquanto que a aplicacdo somente
da cultura produtora do peptideo, o efeito inibidor tende a ser menor. Extratos de
bacteriocinas produzidas por BAL podem ser aplicadas como ingrediente alimentar
para agirem como bioconservadores em produtos carneos prontos para 0 consumo
e outros produtos, podendo atuar contra micro-organismos patogénicos e/ou
deteriorantes (VIJAYAKUMAR e MURIANA, 2017).

Baseados nesse principio, Dortu et al. (2008) avaliaram o efeito individual ou
combinado das bacteriocinas sakacina G e sakacina P produzidas por Lactobacillus
sakei CWBI-B1365 e Lactobacillus curvatus CWBI-B28, respectivamente, no
crescimento e sobrevivéncia de Listeria monocytogenes em carne bovina e carne de
frango in natura. Os respectivos micro-organismos foram isolados dessas mesmas

matérias-primas, e foram aplicados nas superficies das carnes previamente
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contaminadas. Ficou constatado o efeito sinérgico dessas duas bactérias na inibicdo
de Listeria monocytogenes, principalmente na carne bovina, demonstrando o
potencial de aplicacdo combinado das referidas BAL ou suas bacteriocinas na
bioconservacao de certos produtos carneos.

A partir do exposto, fica evidente a ampla possibilidade de aplicagcdo das
bacteriocinas, devendo ser vista ndo como uma Unica solugdo, mas sim como uma
boa alternativa em termos de seguranca de alimentos, especialmente quando

combinadas com outras técnicas.

5 Consideracdes finais

Através dessa revisdo percebe-se a diversidade de BAL com atividade
bacteriocinogénica isoladas de carne e produtos carneos, pertencentes
principalmente aos géneros Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus e
Lactobacillus. As mesmas tém demonstrado capacidade de producdo de
bacteriocinas como nisinas, pediocinas, sakacinas, pentocinas e enterocinas, com
acao contra micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes. A maioria das
bacteriocinas obtidas foram estaveis a diferentes temperaturas, pH, sais,
surfactantes e aditivos quimicos.

Dessa forma, tornam-se uma alternativa futura na bioconservacdo de
alimentos, visto que a aplicacdo de bacteriocinas em carnes e produtos carneos
pode ajudar a reduzir o uso de conservantes sintéticos e/ou a intensidade de
tratamentos fisicos, satisfazendo as demandas dos consumidores por alimentos
frescos, saudaveis e também seguros.

Esta revisdo forneceu importantes resultados sobre caracterizacdo de
bacteriocinas produzidas por BAL isoladas de carnes e produtos carneos e sua
aplicagdo em produtos carneos, nos ultimos 10 anos, e ressalta que sdo necessarios
testes relacionados a toxicidade desses compostos e seu efeito in loco, na matriz
alimentar, além de que, € necessario analisar outros micro-organismos patogénicos

e deteriorantes, para garantir a seguranca e qualidade de produtos carneos.
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Resumo
A bioconservagédo de alimentos é utilizada visando estender a vida util dos alimentos
e aumentar sua seguranca, por meio da aplicacdo de uma microbiota protetora, que
na maioria das vezes pertence ao grupo de bactérias acido laticas (BAL), bem como
utilizar as propriedades antibacterianas de seus metabdlitos, como as bacteriocinas.
Na elaboracédo de derivados carneos, uma boa opcédo é o uso de carne obtida de
animais mais velhos, dentre as quais se destaca a carne ovina. O objetivo deste
estudo foi isolar e caracterizar BAL oriundas de carne ovina e avaliar a acao de
substancias antimicrobianas produzidas por estes isolados, no controle de Listeria
monocytogenes, em linguica ovina frescal. Foram isoladas 84 BAL, das quais 6
isolados apresentaram caracteristicas fenotipicas quanto aos aspectos de
seguranca, como auséncia das enzimas gelatinase, DNase, atividade hemolitica e
sensibilidade a alguns antibiéticos. A atividade bacteriocinogénica do sobrenadante
livre de células (SLC) dos isolados apresentou estabilidade em diferentes
temperaturas, valores de pH, NaCl e sais de cura, bem como potencial
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antimicrobiano in vitro contra L. monocytogenes Scott A. Os isolados foram
identificados como Streptococcus gallolyticus (3) e Enterococcus faecium (3), sendo
que os SLC obtidos de E. faecium ndo apresentaram citotoxicidade em diluicbes
superiores a 1:40 e a quantificacéo da atividade antimicrobiana foi de 400 UA.mL™.
Foi verificado que E. faecium EO1 apresentou o gene que codifica para a producéo
de enterocina A, bem como produz substancia antimicrobiana a partir de 6 h de
cultivo. Com base nisso, foi selecionado para aplicacdo na matriz alimentar. A
aplicacdo do SLC de E. faecium EO1 em linguica ovina frescal, nas concentracdes
de 5 e 10%, foram significativamente eficazes na inibicdo de L. monocytogenes
durante 21 dias de armazenamento refrigerado. Foi possivel isolar BAL com
potencial bacteriocinogénico proveniente de carne ovina in natura e a linguica ovina
frescal pode ser considerada um bom veiculo para incorporacdo do SLC de E.

faecium EO1 com atividade contra L. monocytogenes Scott A.

Palavras-chave: bactérias acido laticas, bioconservacdo, derivado carneo,

enterocina, metabdlito antimicrobiano.

1 Introducéo

A bioconservacao utilizando BAL bacteriocinogénicas e/ou suas bacteriocinas,
tém se destacado como uma alternativa para prolongar a vida util e melhorar a
seguranca de produtos carneos (CASTELLANO et al., 2008; VIGNOLO et al., 2012).
Em consonancia, os consumidores tém buscado cada vez mais alimentos naturais,
atraidos pelos beneficios dos alimentos processados com pouca ou nenhuma adicéo
de conservante sintético (FRANZ et al., 2010).

Neste aspecto, aumenta o interesse por BAL produtoras de bacteriocinas,
pois sdo importantes do ponto de vista biotecnoldgico e cientifico, devido ao
potencial antimicrobiano que estas cepas podem proporcionar (VAN HEEL et al.,
2011). Dentre as BAL isoladas de carnes e de produtos carneos, Lactobacillus sakei
e Lactobacillus curvatus tém sido descritas como as principais produtoras de
substancias antimicrobianas, sendo responsaveis pela producdo de sakacinas e
curvacinas (BARBOSA et al., 2015; CASABURI et al., 2016; FONTANA et al., 2015;

TODOROV et al., 2013). No entanto, pesquisas utilizando E. faecium comprovaram
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a producéo de enterocinas por isolados obtidos de pescados (VALENZUELA et al.,
2010); carne de coelho (SZABOOVA et al., 2012); leites, queijos, carnes e vegetais
(GOMES et al.,, 2008); produtos lacteos (MIRHOSSEINI et al.,, 2010); e com
potencial para aplicacdo em produtos como presunto cozido (ANANOU et al., 2010),
queijos (ASPRI et al., 2017), entre outros.

Como o consumo mundial de cordeiro e carneiro vem aumentando nos ultimos
anos (BEHRENDT e WEEKS, 2017), estudos realizados no Brasil e no exterior
elaboraram alternativas visando melhorar o aproveitamento de cortes de carne ovina
oriundos de animais mais velhos, as quais possuem um baixo valor agregado devido
a apresentarem textura mais firme e sabor e odor mais intensos (OSORIO et al.,
2009; NASSU et al., 2002). Entre estas possibilidades, esta a producéo de derivados
carneos fermentados (CRUXEN et al., 2018), mortadela (ABDULLAH, 2004), copa
(DE ANDRADE et al., 2018), dentre outros produtos.

Na fabricacdo de produtos carneos frescais, como linguica ovina frescal, o
uso de matéria-prima contaminada, manipulacdo n&o higiénica durante o
processamento e armazenamento inadequado apresentam perigos a saude do
consumidor, visto que seu processamento nado inclui nenhum tipo de tratamento
térmico e o produto pode conter micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes
(CABRAL et al., 2014). Entre os patdégenos que podem ser encontrados em carnes e
produtos carneos, destaca-se a Listeria monocytogenes, a qual pode sobreviver em
condicBes ambientais adversas como temperatura de refrigeracdo, baixo pH ou altas
concentracdes de sal (KUMAR e SRIVASTAVA, 2010). Nesse sentido, a aplicacao
de metabdlitos, com potencial antimicrobiano, podera reforcar a seguranca de
produtos susceptiveis a contaminacao por L. monocytogenes.

Portanto, o objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar BAL obtidas de carne
ovina, assim como avaliar a acdo de substancias antimicrobianas no controle de L.

monocytogenes em linguica ovina frescal.

2 Material e Métodos

2.1 Amostras
Carcacgas ovinas foram amostradas através da técnica de esfregagco em 4

pontos da superficie, com o auxilio de swabs. As coletas ocorreram em dois
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frigorificos, localizados no estado do Rio Grande do Sul/Brasil, totalizando 48

amostras.

2.2 Isolamento de BAL

As amostras de swab foram homogeneizadas separadamente, e submetidas
a diluicdes decimais seriadas em agua peptonada 0,1% (v/v) (Himedia®). Para cada
diluicdo, aliguotas de 0,1 mL foram inoculadas na superficie de placas de petri
contendo 4gar De Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Acumedia®), as quais foram

incubadas a 37 °C por 72 h, em anaerobiose.

2.3 Caracterizacao fenotipica dos isolados de BAL

Os isolados foram submetidos aos testes de coloragcédo de Gram e reacdo da
catalase, sendo selecionados aqueles que apresentavam caracteristicas de bactéria
Gram-positiva e catalase negativa.

O perfil fermentativo dos isolados foi avaliado a partir do cultivo dos isolados
em tubos contendo caldo MRS suplementado com 3% de glicose (Alphatec®), em
tubos de ensaio contendo tubos de Durhan invertidos e incubados a 37 °C durante
48 h (HOLT, 1994). Nos tubos em que se observou turvacdo do meio e producao de
gas, os isolados foram classificados como heterofermentativos, enquanto aqueles
que apresentaram somente turvacdo do meio foram classificados como

homofermentativos.

2.4 ldentificacdo de isolados de BAL produtores de substancias
antimicrobianas

Os isolados de BAL foram avaliados quanto a sua atividade antagonista
contra Listeria monocytogenes Scott A, através do teste spot-on-the-lawn, de acordo
com Fleming et al. (1975), com adaptacdes. Como controle positivo, foi utilizado
Lactococcus lactis subsp. lactis DY13.

Os isolados, primeiramente, foram reativados em caldo MRS seguido por
incubacéo a 37 °C por 24 horas. Em seguida, os isolados e a cepa de Lactococcus
lactis subsp. lactis DY13 foram incubados em caldo MRS (1% v/v) a 37 °C por 24

horas. Apés uma aliguota de 5 uL dos isolados, na forma de gotas, foram inoculados
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na superficie de placas de petri contendo agar MRS, as quais foram incubadas a 37
°C por 24 h, sob anaerobiose. Posteriormente, adicionou-se as placas uma
sobrecamada de &gar BHI semi-sélido, com aproximadamente 10° UFC.mL*
(padronizado pela leitura de D.O.) do micro-organismo indicador e as mesmas foram
incubadas novamente a 37 °C por 24 h, sob aerobiose. A presenca de zonas de
inibicAo ao redor das “gotas” foi considerada como indicadora de atividade
antagonista em relacédo ao micro-organismo indicador. A medida do tamanho do halo
(mm) foi realizada utilizando paquimetro digital (Kingtools®), considerando-se como
medida de inibigdo do crescimento, a distancia entre o limite da zona de crescimento

do isolado e o limite do halo de inibigdo.

2.5 Atividade antimicrobiana do Sobrenadante Livre de Células (SLC)

Os isolados que apresentaram atividade antagonista no teste anterior, foram
submetidos ao método de difusdo em agar, descrito por Biscola et al. (2013), para
verificar a atividade antimicrobiana dos SLC contra L. monocytogenes Scott A.
Primeiramente, foi obtido o SLC dos isolados de BAL a partir dos cultivos em caldo
MRS a 37 °C, por 24 horas. Apés, os cultivos foram centrifugados a 7.000 rpm, a
temperatura ambiente, por 30 minutos. Posteriormente, o sobrenadante de cada
amostra foi neutralizado (pH 7,0), utilizando-se solucdo de NaOH 1 N (Alphatec®),
para exclusdo da possibilidade da atividade inibitéria ter sido ocasionada por meio
da producédo de &cidos organicos e consequente reducdo do pH. Em seguida, foi
aguecido a 80 °C por 10 minutos para inativar proteases, H,O, e células residuais
gue poderiam estar presentes no meio (TODOROV e DICKS, 2004).

Aliquotas de 10 uL de cada SLC foram adicionadas na superficie de placas de
Petri contendo &gar BHI com, aproximadamente, 10° UFC.mL™ do micro-organismo
indicador (L. monocytogenes Scott A). Apds a completa adsorcédo da aliquota pelo
meio de cultura, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A presenca de
halo de inibicdo no meio foi considerada indicadora de atividade bacteriocinogénica
do isolado, e a medida do tamanho do halo (mm) foi realizada utilizando paquimetro
digital (Kingtools®), considerando-se o diametro total do halo de inibicdo (BISCOLA
et al., 2013).
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2.5.1 Natureza proteica de substancias antimicrobianas do SLC

O SLC foi submetido ao teste de sensibilidade enzimatica para determinacao
da natureza proteica da substancia antimicrobiana, conforme Van Reenen et al.
(1998). Aliquotas de 1 mL de cada SLC foi homogeneizado com as enzimas
proteinase k, pepsina, a-quimiotripsina (1 mg.mL?, Sigma®), as quais foram
incubadas a 37 °C por 30 min, seguido de aquecimento a 95 °C por 5 min, para
inativagdo enzimatica.

Posteriormente, aliquotas de 10 yL foram adicionadas nas placas contendo
agar BHI com, aproximadamente, 10° UFC.mL™ de L. monocytogenes Scott A. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A auséncia de zona de inibicdo indicara
que a substancia inibidora possui natureza proteica (sugerindo substancia tipo
bacteriocina) (BISCOLA et al., 2013).

2.6 Aspectos de seguranca dos isolados de BAL

2.6.1 Atividade da enzima DNase

A capacidade de produzir a enzima DNase foi avaliada apds a inoculacédo de
uma alcada dos isolados, previamente ativados em caldo MRS por 24 horas a 37 °C,
em agar DNase (Acumedia®). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e
para leitura dos resultados utilizou-se acido cloridrico na concentragdo de 1 N. A
formacdo de zonas transparentes ao redor das col6nias foi considerada como
resultado positivo. Como controle positivo foi utilizado Staphylococcus aureus ATCC
25923 (KATEETE et al., 2010).

2.6.2 Atividade da enzima gelatinase

A atividade da enzima gelatinase foi determinada em meio de cultura
preparado com 1% de extrato de levedura (Himedia®), 1,5% de triptona (Oxoid®) e
12% de gelatina (Sigma®), como descrito por Pereira et al. (2009). Os isolados
ativados em caldo MRS por 24 horas a 37 °C foram inoculados através da técnica
em picada, para o meio contendo gelatina. Os tubos foram incubados a 30 °C por
sete dias e ao final do sétimo dia os mesmos foram mantidos sob refrigeracdo (8 °C)

por 30 minutos. A transformacdo do meio do estado soélido para liquido significa um
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resultado positivo para atividade da enzima. Como controle positivo foi utilizado S.
aureus ATCC 25923.

2.6.3 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica dos isolados foi avaliada de acordo com Eaton e
Gasson (2001), utilizando-se o cultivo dos isolados em caldo MRS por 24 horas a 37
°C, com posterior inoculagdo em placas contendo &gar Tripticase de Soja (TSA)
(Kasvi®) suplementado, previamente, com 7% de sangue equino desfibrinado. Apés
a incubacédo por 24 horas a 37 °C, a reacao hemolitica foi avaliada e classificada
como a-hemdlise (lise parcial dos glébulos vermelhos com zonas amarelo-
esverdeadas ao redor das colbnias) e B-hemdlise (lise total com zonas transparentes
ao redor das colénias). Como controle positivo foi utilizado L. monocytogenes ATCC
7644.

2.6.4 Susceptibilidade a antimicrobianos de uso clinico

O teste de sensibilidade aos antibiéticos foi realizado de acordo com o Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) usando discos (Laborclin®) com os
seguintes antimicrobianos: ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 ug), eritromicina
(15 pg), gentaminica (10 pg), penicilina G (10 ug), tetraciclina (30 pg) e sulfonamidas
(300 pg). A concentracdo dos isolados foi padronizada para aproximadamente 108
UFC.mL™* usando o padrdo McFarland 0,5. Os isolados foram inoculados em placas
com agar Miller Hinton (Kasvi®) e, em seguida, discos contendo antimicrobianos
foram aplicados. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e os diametros
das zonas de inibicdo foram medidos e expressos em milimetros (mm). A tabela
CLSI (2015) para micro-organismos Gram-positivos foi usada para classificar os

isolados de BAL como resistentes (R), intermediarios (1) e suscetiveis (S).

2.7 ldentificacdo genotipica dos isolados de BAL

A extragdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com o protocolo
proposto por Coton & Coton (2005). A identificacdo genotipica foi realizada a partir
do sequenciamento do gene 16S rDNA. Para o preparo da amostra foram utilizados
os primers F 5 GGACGGGTGAGTAACACGTGG 3 e R ¥
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TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT 3’, como descrito por Baron et al. (2004). O
sequenciamento das amostras foi realizado na Unidade de Andlises Moleculares e
de Proteinas (Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil). Para o estudo do
fragmento sequenciado, foi utilizado o programa ContigExpress (VectorNTl,
Invitrogen) e, apos a ferramenta BLAST do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) foi usada para comparar a similaridade do resultado com outras

sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.8 Avaliacdo in vitro da estabilidade das substancias antimicrobianas na
presenca de NacCl, sais de cura, diferentes valores de pH e temperatura

A acdo do NaCl e dos sais de cura na estabilidade das substancias
antimicrobianas foi analisada pela adicéo de 2, 5 e 10 % (m/v) de NaCl, e 0,1, 0,2 e
0,3 % (m/v) de sais de cura (preparado com 85 % NacCl, 10 % nitrito de s6dio e 5 %
nitrato de sédio) em aliquotas de 1 mL de SLC. Os mesmos foram incubados a 37
°C por 1 hora (TODOROQYV et al., 2010).

O efeito do pH foi avaliado ajustando-se aliquotas de 1 mL do SLC para pH 2,
4, 6, 8 e 10, com adicéo de solucdo de HCI 1 ou 5 M ou NaOH 1 ou 5 M, seguido de
incubacédo a 37 °C por 1 hora (TODOROV et al., 2010).

A estabilidade das substancias antimicrobianas em diferentes temperaturas
foi avaliada incubando-se aliquotas de 1 mL do SLC a 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100°C
em banho-maria por 1 hora e 121 °C por 15 minutos (TODOROV et al., 2010).

Decorridos os periodos de incubacdo de cada uma das analises, o pH das
amostras foi neutralizado pela adi¢cao de solu¢do de HCI 1,0 ou 5,0 M ou NaOH 1,0
ou 5,0 M e a atividade antimicrobiana dos SLC avaliada, conforme descrito na secéo
2.5. Cada um dos ensaios foi realizado em duplicata e, como controle, foi utilizado

SLC sem nenhum tratamento.

2.9 Quantificacao da atividade antimicrobiana do SLC

A quantificagédo da atividade antimicrobiana do SLC foi avaliada pelo método
de difusdo em &agar, conforme descrito por Biscola et al. (2013), onde foram
adicionados 10 yL do SLC bruto e diluido, sobre agar BHI previamente inoculado
com L. monocytogenes Scott A, na concentracdo de 10° UFC.mL™. Apés, as placas

foram incubadas a 37 °C por 24 horas e entdo analisadas quanto a formacéao de
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halos de inibicdo. A atividade antimicrobiana foi expressa em unidades arbitrarias
por mL (UA.mL™), calculada levando-se em consideracdo a maior diluicio capaz de

produzir halos de inibicdo = 2 mm de diametro.

2.10 Citotoxidade das substancias antimicrobianas no SLC

Para a avaliacdo da toxicidade foi utilizado o método colorimétrico com metil
tetrazolio (MTT) descrito por Mosmann (1983), utilizando células renais bovinas
linhagem MDBK (Madin-Darby bovine kidney, NBL-1- ATCC® CCL22™, USA),
através da atividade enzimatica mitocondrial das células vivas, pela leitura em
espectrofotometro a 540 nm.

O porcentual da viabilidade celular foi calculado atraveés da relagdo entre a
absorbéancia dos tratamentos (AT) com a respectiva diluicdo e a absorbancia das
células controle (AC): (AT/AC x 100) (VAUCHER et al., 2010). As concentra¢des nao
toxicas consideradas foram aquelas em que a viabilidade celular foi superior a 90%,

guando comparada ao controle.

2.11 Deteccéao de genes que codificam para a producéo de bacteriocinas

Os isolados identificados como E. faecium foram submetidos a PCR
(Polymerase Chain Reaction) (Ozdemir et al., 2011) para detec¢do dos genes que
codificam para a producdo das enterocinas A, B, P e L50A/B, conforme condi¢des
descritas na Tabela 1.

Cada reacéo foi realizada com volume total de 25 pL onde foram colocados
12,5 pL de 2X Go Taq Green Master Mix, 10 pmol de cada primer, 1 uL de DNA e
agua ultrapura até completar o volume final. Os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 2% em TBE 0,5% (Tris borate — EDTA®) e
visualizados sob luz UV em transiluminador (L-Pix Image HE — Loccus, L-Pix Touch).
Os genes que apresentaram amplificagdo por PCR foram submetidos ao

sequenciamento para confirmacéo, conforme descrito na se¢éo 2.7.



68

Tabela 1: Oligonucleotideos e condi¢cdes de PCR utilizadas para identificacdo de
genes que codificam para a producgao das enterocinas A, B, P e L50A/B nos isolados

de E. faecium de carne ovina

Temperatura Tamanho

Bacteriocinas Gene Oligonucleotideos
anelamento fragmento

Enterocina A entA GGTACCACTCATAGTGGAAA 55°C 138 pb
CCCTGGAATTGCTCCACCTAA

Enterocina B entB CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG 55°C 201 pb
AGAGTATACATTTGCTAACCC

Enterocina P entP GCTACGCGTTCATATGGTAAT 58 °C 87 pb
TCCTGCAATATTCTCTTTAGC
ATGGGAGCAATCGCAAAATTA 60 °C 274 pb

Enterocina L50A/B entL50A/B TAGCCATTTTTCAATTTGATC

2.12 Cinética de crescimento e producao de substancias antimicrobianas

A cinética de crescimento do isolado de E. faecium e a respectiva producéo
de substancias antimicrobianas foi avaliada por um cultivo do isolado em 100 mL de
caldo MRS, o qual foi incubado a 37 °C, sob agitagdo (100 rpm, MARQ LABOR®).
Aliguotas de 2 mL foram retiradas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 36 e 48 h,
para determinagdo do pH, contagem de células viaveis e quantificagcdo da atividade
antimicrobiana (TODOROV et al., 2010).

2.13 Aplicagcdo e avaliagcdo do SLC de E. faecium em lingui¢ca ovina frescal
contaminada com L. monocytogenes

Para elaboracao das linguicas foi usada a seguinte formulacdo base: cortes
de carne ovina de animais mais velhos (80%), toucinho suino (20%), agua (3%),
NaCl (2%) (Diana®), pimenta do reino em pé (0,2%) (Bom gosto®), alho em pé
(0,2%) (Rey temper®) e sal de cura (0,2%) (Duas Rodas®).

A carne ovina e toucinho foram moidos, separadamente, em disco de 8 mm, e
misturados em um recipiente com os demais ingredientes. Baseado em testes
preliminares, foram preparados quatro tratamentos: controle (10% de agua destilada
esterilizada); T1 (0,1% de L. monocytogenes Scott A (10’ UFC.mL™) + 10% de agua
destilada esterilizada); T2 (0,1% de L. monocytogenes Scott A (10’ UFC.mL™) + 5%
de SLC + 5% de agua destilada esterilizada) e T3 (0,1% de L. monocytogenes Scott
A (10 UFC.mL™) + 10% de SLC). Os percentuais estdo relacionados & massa total

de linguica em cada tratamento, e o SLC foi obtido nas condi¢cées onde apresentou
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maior atividade antimicrobiana, no teste anterior. Em seguida, a massa cérnea foi
embutida em tripa natural bovina, e o produto foi armazenado sob refrigeracéo (4 °C)
e acondicionado em embalagens plasticas individuais, por 30 dias.

Andlises microbiologicas e fisico-quimicas foram realizadas nos tempos zero,
7, 14, 21 e 30 dias de armazenamento refrigerado (4 °C).

Para a contagem de L. monocytogenes foram realizadas diluicbes decimais
seriadas a partir de 10 g de amostra, e as mesmas foram inoculadas em Agar Oxford
(Oxoid). As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e os resultados expressos em
log UFC.g™* (SANT'ANNA et al., 2013)

Para verificagdo do pH realizou-se a medicdo em pHmetro digital (lon pHB
500), de acordo com AOAC (2005). A atividade de agua foi medida em Analisador
de Atividade de Agua Modelo Labtouch (Novasina).

2.14 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em duplicata. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa STATISTICA 7.0.

3 Resultados e Discussao

3.1 Isolamento e caracterizacdo de BAL

No presente estudo, foram obtidos 186 isolados de carcacas ovinas in natura,
dos quais 84 com caracteristicas de BAL (morfologia de cocos, coloragdo Gram-
positiva e catalase negativa).

Segundo Liu et al. (2014) a presenca de BAL esta associada a matérias-
primas ricas em nutrientes, como vegetais, frutas, produtos lacteos, carne e peixe
cru ou fermentados, cereais, legumes em conserva, batatas, silagem, bebidas
fermentadas e sucos.

No estudo de Castro et al. (2011) ao analisarem 14 tipos diferentes de
embutidos fermentados, 141 isolados foram obtidos com caracteristicas referentes

as BAL, com morfologia de bacilos.
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Quanto ao perfil fermentativo, dos 84 isolados, 29 (34,5%) foram classificados
como homofermentativos, ou seja, apenas turvaram o meio, enquanto 55 isolados
(65,5%), por turvarem o meio e produzirem didxido de carbono, foram caracterizados
como heterofermentativos (PARADA et al., 2007).

Em funcédo das diferengas no perfil fermentativo, as BAL podem ser utilizadas
para melhorar a textura e as propriedades sensoriais dos alimentos, especialmente
na fabricacdo de produtos fermentados (FONDEN et al., 2000; D’'SOUZA et al.,
2002). Em virtude de uma futura utilizacado desses isolados em embutidos carneos,
os isolados adequados para aplicacdo s80 0sS que possuem caracteristicas
homofermentativas, para que ndo ocorra o estufamento do produto embutido. No
entanto, para os demais testes todos os 84 isolados foram avaliados, independente

do perfil fermentativo.

3.2 Atividade antagonista dos isolados de BAL contra L. monocytogenes Scott
A

Neste estudo, 36 (43%) isolados homofermentativos foram capazes de inibir a
multiplicacdo de L. monocytogenes Scott A, apresentando zonas de inibicdo que
variaram entre 1,2 a 6,2 mm. Este resultado corrobora com o encontrado por
Fontana et al. (2015), os quais analisaram 115 cepas de BAL isoladas de carne crua
e fermentada, e as mesmas apresentaram atividade anti-listerial, com a maioria das
zonas de inibicdo variando de 2 a 4 mm de diametro.

De acordo com Lewus e Montville (1991) e Moraes et al. (2010), o meio MRS
favorece a producdo de acidos organicos. Como apresenta alta concentracdo de
glicose e ndo possui substancias inibidoras, ndo ha como se definir qual a natureza
da atividade antagonista, tendo em vista que pode ter ocorrido pela producédo de
acidos organicos, de peroxido de hidrogénio e/ou de bacteriocinas. No entanto, a
quantidade de acido latico produzida é dependente da cepa (SORIA e AUDISIO,
2014), o que justificaria a diferenga de tamanho das zonas de inibicdo, apresentadas

pelos isolados.

3.3 Atividade antimicrobiana do SLC
Dos 36 isolados que foram capazes de inibir o micro-organismo indicador pelo

teste spot-on-the-lawn, apenas 8 isolados (22,2%) apresentaram atividade
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antimicrobiana a partir do SLC contra L. monocytogenes Scott A, formando zonas de
inibicdo que variaram de 8,76 a 11,67 mm, conforme apresentado na Tabela 2. Esta
atividade pode ser devido a producdo de peptideos antimicrobianos, visto que a
atividade foi mantida mesmo apods a neutralizacdo do pH e tratamento térmico do
SLC.

Tabela 2: Atividade antimicrobiana dos Sobrenadantes Livres de Céulas contra L.
monocytogenes Scott A.

Amostras Zona de inibicdo (mm)
EO1 11,67+1,072
EO2 11,67+0,502
S08 8,76+0,18°
S09 10,91+0,852"
S010 10,21+0,332P¢
EO18 10,060,213
1045 9,57+0,34°¢
1071 9,00+0,33°¢
*Lactococcus lactis subsp. lactis DY13 9,67+0,91°

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, nédo diferem entre si a P < 0,05 de significancia pelo Teste
de Tukey. *Controle positivo.

Esse resultado foi superior ao encontrado por Castro et al. (2011), no qual
somente 3 isolados apresentaram atividade do SLC contra Listeria innocua ATCC
33090, de um total de 21 isolados testados.

Em estudo realizado por Biscola et al.(2013), de 100 isolados com atividade
antimicrobiana contra Lactobacillus sakei ATCC 15521, somente 5 isolados
apresentaram acao bacteriocinogénica do SLC.

Diversos estudos tém sido realizados a fim de identificar BAL com atividade
antimicrobiana oriundas de diferentes fontes, no entanto, tem-se observado que
dentre estas, o percentual com atividade bacteriocinogénica, é consideravelmente
pequeno (MURUA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014; CASABURI et al., 2016), o que
corrobora os resultados obtidos no presente trabalho, pois dentre 84 isolados,

somente 8 apresentaram atividade, supostamente, bacteriocinogénica.
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3.3.1 Natureza proteica de substancias antimicrobianas do SLC

Dentre os 8 isolados que apresentaram atividade antagonista contra Listeria
monocytogenes Scott A, 7 isolados (EO1, EO2, SO8, SO9, SO10, EO18 e 1045)
confirmaram que a substadncia antagonista é de natureza protéica, pois
apresentaram sensibilidade para as trés enzimas proteoliticas testadas.

No estudo de Castro et al. (2011), dos 3 isolados testados, somente um
apresentou sensibilidade as enzimas tripsina e proteinase k, considerando-se que
esse isolado era produtor de uma substancia tipo bacteriocina. J& em estudo
desenvolvido por Biscola et al. (2013), dos 5 isolados que apresentaram atividade
antimicrobiana no SLC, 2 apresentaram sensibilidade as proteases, revelando a
natureza proteica da substancia inibidora, sugerindo a producédo de substancia tipo
bacteriocina.

A sensibilidade a mais de uma enzima proteolitica, sugere a producéo
simultanea de diferentes bacteriocinas. No entanto, apenas avaliando-se o perfil de
sensibilidade as proteases, ndo € possivel determinar quantas bacteriocinas séo
produzidas pelo isolado, tendo em vista que as diferentes bacteriocinas podem ser

sensiveis a uma ou mais enzimas proteoliticas (ARAUZ et al., 2009).

3.4 Aspectos de seguranca dos isolados de BAL

3.4.1 Atividade da enzima DNase

Os sete isolados (EO1, EO2, SO8, SO9, SO10, EO18 e 1045) produtores de
substancias antimicrobianas de natureza proteica apresentaram resultados
negativos para a produgdo da enzima DNase, a qual degrada os acidos nucleicos.

Anacarso et al. (2017) caracterizaram duas cepas de BAL isoladas de fatias
de presunto, e observaram que os isolados ndo apresentaram atividade da enzima
DNase. Os resultados do presente estudo também corroboram com o0s encontrados
por Vitola et al. (2018), em que seis isolados testados provenientes de silagem de

colostro apresentaram resultados negativos para a producdo da enzima DNase.
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3.4.2 Atividade da enzima gelatinase

Para a presenca da enzima gelatinase, que hidrolisa gelatina, colageno,
caseina, hemoglobina e outros peptideos bioativos, os resultados mostraram que 6
(85,7%) isolados (EO1, EO2, SO8, SO9, SO10, EO18) ndo produziram a enzima.

Estudos conduzidos por Vitola et al. (2018) nao identificaram nenhum dos
isolados de Lactobacillus casei, como produtores da enzima gelatinase. Moreno et
al. (2018) ao avaliarem 5 isolados de BAL obtidos de produtos carneos, também
verificaram que nenhum isolado apresentou atividade da enzima gelatinase.

Como o isolado 1045 apresentou atividade da enzima gelatinase, 0 mesmo foi

excluido das posteriores analises.

3.4.3 Atividade hemolitica

No presente estudo, os 7 isolados (EO1, EO2, SO8, SO9, SO10, EO18 e
I045) foram positivos para a atividade da enzima a-hemolisina (lise parcial),
apresentando halos de coloracdo amarelada/esverdeada. Quanto a atividade [3-
hemolitica, nenhum isolado foi capaz de produzir essa enzima.

Esse resultado é importante, visto que a B-hemolisina € uma enzima capaz de
lisar eritrocitos humanos e de animais como equinos e coelhos (EATON e GASSON,
2001), sendo uma das caracteristicas fenotipicas utilizadas como marcador de
patogenicidade.

Gomes et al. (2008) relataram a presenca da enzima a-hemolisina em 81%
dos isolados de E. faecium provenientes de produtos carneos e completa auséncia

de B-hemolisina nesses mesmos isolados.

3.4.4 Susceptibilidade dos isolados a antimicrobianos de uso clinico

Na Tabela 3 podem ser observados os resultados de susceptibilidade aos

antimicrobianos testados.
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Tabela 3: Perfil de susceptibilidade dos isolados de bactérias acido laticas a

antimicrobianos de uso clinico.

CIP CLO GEN TET PEN SUL ERI
Isolados  (5pg) (30pg) (10pg) (30ug) (10pg) (300 pg) (15 pg)

EO1 S
EO2 S
EO18 S
SO8 S
SO9 S
SO10 S
1045 S S

S
S
I
I
I
S

nuunuununmunmnwm
nuunuunumuunmnwm
nuunuunununmunom
0000300
PVRPVRP VPR VRS VPV

CIP: ciprofloxacina; CLO: cloranfenicol; GEN: gentamicina; TET: tetraciclina; PEN: penicilina G; SUL:

sulfonamidas; ERI: eritromicina; S: sensivel; R: resistente; |; intermediario.

Pode-se observar que os sete isolados apresentaram-se susceptiveis a
ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina e tetraciclina. A resisténcia apresentada
pelos isolados a sulfonamidas pode ter relacdo com o uso do antimicrobiano em
ovinos, visto que é um dos antimicrobianos usados na medicina veterinaria para
tratar ou prevenir doencas (SARMAH et al., 2006).

Além disso, 100% dos isolados demonstraram resisténcia ao antimicrobiano
penicilina G. Esse resultado contrasta com os dados encontrados por Valenzuela et
al. (2010) e Vitola et al. (2018), nos quais nenhum isolado apresentou resisténcia a
esse antimicrobiano. Contudo, Kayser (2003) afirmou que Enterococcus podem ser
intrinsecamente resistentes a penicilinas semi-sintéticas, possuindo a capacidade de
adquirir genes de resisténcia, através de plasmideos e transposons.

Moreno et al. (2018), ao analisarem a resisténcia de isolados de BAL de
produtos carneos (Lactococcus e Lactobacillus), observaram resisténcia a
cloranfenicol e a eritromicina, contrastando com os resultados encontrados neste
estudo. Porém, os mesmos isolados apresentaram sensibilidade a tetraciclina, como
o que foi encontrado no presente estudo.

No estudo de Anacarso et al. (2017), os isolados (Lactobacillus) apresentaram
sensibilidade a tetraciclina e cloranfenicol, porém um dos isolados demonstrou
resisténcia a gentamicina, diferente do que foi encontrado neste estudo e também
por Vitola et al. (2018), os quais todos os isolados de L casei foram susceptiveis a

gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol e ciprofloxacina.
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A capacidade de uma bactéria resistir & exposi¢cdo aos antimicrobianos pode
representar uma ameaca a salde humana e animal, pois a presenca dessa bactéria
nos alimentos e no trato gastrointestinal pode agir como reservatorio de genes de
resisténcia aos antimicrobianos, os quais podem ser transferidos para outras
bactérias, tornando-as multirresistentes (JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014).

3.5 Identificagao molecular dos isolados

A analise do sequenciamento do gene 16S rDNA identificou os isolados EO1,
EO2 e EO18 como Enterococcus faecium, com 97, 96 e 93% de similaridade,
respectivamente. Ja os isolados SO8, SO9 e S0O10 foram identificados como
Streptococcus gallolyticus, com 92, 94 e 94% de similaridade, respectivamente.

Streptococcus gallolyticus é uma espécie encontrada na microbiota intestinal
de animais e humanos, podendo causar neste Ultimo, carcinoma gastrointestinal
(ABDULAMIR et al., 2009; POTTER et al., 1998). Em trabalhos realizados por
O’'Shea et al. (2009), foram isoladas e identificadas varias BAL do trato
gastrointestinal de mamiferos, e foi possivel verificar a producdo de bacteriocina por
uma cepa de Streptococcus gallolyticus isolada do jejuno suino.

O género Enterococcus spp. compreende bactérias que fazem parte da
microbiota natural do trato gastrointestinal de humanos e animais, podendo ser
encontrados também na agua, alimentos e em outras fontes (REFFUVEILLE et al.,
2011).

De acordo com o estudo de Gomes et al. (2008), foi evidenciada a
prevaléncia de Enterococcus sp. em 60% dos produtos carneos, sendo a espécie E.
faecium mais frequentemente isolada.

Em virtude de S. gallolyticus apresentar importancia clinica para o homem, e
por sua vez, E. faecium estar vinculado a alimentos (ASPRI et al., 2017
VALENZUELA et al.,, 2010), deu-se continuidade aos estudos somente com o0s

isolados de E. faecium.
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3.6 Avaliacédo da estabilidade e quantificacdo da substancia antimicrobiana

3.6.1 Estabilidade na presenca de NacCl, sais de cura, diferentes valores de pH

e temperatura

O efeito da adicdo de NaCl e sais de cura na atividade antimicrobiana dos
SLC obtidos dos isolados de E. faecium foram avaliados e estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4: Atividade antimicrobiana residual dos Sobrenadantes Livres de Células,
produzida pelos isolados de BAL de carne ovina (EO1, EO2 e EO18), submetidos as

diferentes concentrac6es de NaCl e sais de cura (% de atividade em relacdo ao

controle).
Sais Atividade antimicrobiana residual (%)
EO1 EO2 EO18
2% NaCl 98 86 88
5% NaCl 96 93 90
10% NaCl 97 94 -
0,1% sais cura 98 90 86
0,2% sais cura 95 89 91
0,3% sais cura 94 87 89
Controle 100 100 100

De acordo com os valores obtidos, observa-se que 0 aumento nha
concentracdo de NaCl e sais de cura adicionados, ndo apresentou efeito
proporcional na diminuicdo da atividade antimicrobiana residual dos SLC. A Unica
excecdo, foi no tratamento com concentracdo de 10% de NaCl para a amostra
EO18, a qual ndo apresentou atividade antimicrobiana. Esses resultados séo
importantes, pois a maioria dos produtos carneos fazem uso de aditivos como sal
(NaCl) e sais de cura, e foi possivel perceber que os referidos aditivos néo
influenciaram na atividade antagonista.

O efeito dos diferentes valores de pH na atividade antagonista dos SLC,

obtidos de cada isolado estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Atividade antimicrobiana residual dos Sobrenadantes Livres de Células,
produzida pelos isolados de BAL de carne ovina (EO1, EO2 e EO18), submetidos a

diferentes valores de pH (% de atividade em relacdo ao controle).

Atividade antimicrobiana residual (%)

PH EO1 EO2 EO18
2 99 83 84
4 96 82 01
6 100 86 83
8 93 86 90
10 83 71 83
Controle 100 100 100

A atividade antimicrobiana dos SLC foi superior a 70% nos diferentes
tratamentos. E importante que nos pH 2 e 4 a substancia antimicrobiana tenha
estabilidade, visto que alguns produtos carneos possuem condicdes 4cidas e, dessa
maneira a substancia antimicrobiana se apresenta como uma alternativa para
aplicacdo nesse tipo de alimento. Nesses valores de pH, a atividade se mostrou
acima de 70% para todos os isolados, destacando o isolado EO1, o qual manteve
atividade residual acima de 90% em todos os tratamentos, exceto em pH 10.

Aspri et al. (2017) encontraram resultados semelhantes a este estudo, visto
que os SLC produzidos por E. faecium, mantiveram atividade residual acima de 80%
durante os diferentes tratamentos (pH 2 a 8).

Em estudos conduzidos por Barbosa et al. (2016), a atividade residual da
bacteriocina produzida por Lactobacillus plantarum MBSa4 isolada de salame tipo
italiano, manteve-se igual ao tratamento controle em pH &cido (2-6), porém diminuiu
para 20,8% em pH 8 e ndo apresentou atividade antimicrobiana em pH 10.
Diferentemente do resultado encontrado neste trabalho, a atividade residual foi
mantida tanto em pH acido quanto alcalino (8-10).

O efeito do tratamento térmico na atividade antimicrobiana dos SLC obtidos,

de cada isolado estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Atividade antimicrobiana residual dos Sobrenadantes Livres de Células,
produzida pelos isolados de BAL de carne ovina (EO1, EO2 e EO18), submetidos as

diferentes temperaturas (% de atividade em relacdo ao controle).

Atividade antimicrobiana residual (%)

Temperaturas (°C)

EO1 EO2 EO18
40 100 85 88
50 100 88 84
60 82 86 94
70 92 87 87
80 85 83 89
90 74 92 92
100 - 88 82
121 - - 61,5
Controle 100 100 100

Pode-se observar que em todos os SLC foi verificada atividade
potencialmente bacteriocinogénica entre as temperaturas de 40 a 90 °C, nao
reduzindo mais que 30% em comparacdo ao tratamento controle (ndo submetido ao
tratamento térmico). Porém, quando os SLC foram submetidos as condi¢cdes de
calor imido (121 °C/15 min), somente o isolado EO18 manteve atividade residual,
com percentual inferior ao encontrado em outras temperaturas.

Estes resultados sédo importantes, pois demonstra uma relativa estabilidade
do SLC contendo substancias antimicrobianas durante aquecimento a altas
temperaturas, o que é interessante do ponto de vista tecnolégico para aplicacdo em
alimentos submetidos ao tratamento térmico.

Estes resultados sdo similares ao trabalho de Aspri et al. (2017), os quais
avaliaram o efeito das mesmas temperaturas, porém durante menor tempo de
aplicacdo, nos SLC obtidos de isolados de E. faecium. Neste trabalho a atividade

antimicrobiana residual manteve-se nos diferentes tratamentos.

3.6.2 Citotoxicidade das substancias antimicrobianas no SLC

A avaliacdo de citotoxicidade com a substancia antimicrobiana produzida é
fundamental para uma futura aplicagdo em alimentos para consumo humano
(BELGACEM et al., 2010; GOMES et al., 2008).
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De acordo com os dados obtidos, o SLC puro e as diluicdes 1:10 e 1:20 do
SLC dos isolados EO1, EO2 e EO18, apresentaram citotoxicidade para as células
MDBK. Nas diluicbes subsequentes (1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640) a viabilidade
celular foi superior a 90% para todas as amostras.

Em um estudo que avaliou a toxicidade do peptideo antimicrobiano P34
produzido por Bacillus sp. isolado de pescado, também sobre células MDBK, néo foi
verificado citotoxicidade em concentracées menores que 1,2 ug.mL™* (CASTRO et
al., 2017).

Vaucher et al. (2010) estudaram a citotoxicidade em células Vero da
bacteriocina P40 produzida pela cepa Bacillus licheniformis P40 e também da nisina
que foi usada como comparacdo. Nesse trabalho, ambos peptideos apresentaram
comportamento semelhante, onde com 0 aumento da concentracdo da bacteriocina
(0,02 até 2,5 pg.mL™), ocorria a diminuicdo da viabilidade celular. Esses autores
sugeriram que o0 aumento da citotoxicidade da nisina e de outros peptideos
antimicrobianos contra alguns tipos de células, pode estar relacionado com
diferencas na hidrofobicidade da superficie celular, que pode influenciar na ligacéo

do peptideo e na sua acao citotéxica.

3.6.3 Quantificacao da atividade antimicrobiana do SLC

A atividade antimicrobiana referente aos SLC dos isolados EO1, EO2 e EO18
contra L. monocytogenes Sott A foi de 400 UA.mL™.

Anacarso et al. (2017) relataram atividade bacteriocinogénica contra L.
monocytogenes NCTC 10888 para os SLC de L. plantarum-GS16 e L.
paraplantarum-GS54, isoladas de fatias de presunto. As atividades antimicrobianas
foram de 1.600 e 3.200 UA.mL™, respectivamente. No entanto, em outro estudo
onde foram avaliadas a atividade antimicrobiana de enterocinas produzidas por
Enterococcus isolados de salame do tipo italiano, os resultados encontrados foram
de 620 a 1.280 UA.mL™ (SABIA et al., 2004).

3.7 Identificacdo da presenca de genes produtores de bacteriocinas
Dentre os 3 isolados de E. faecium avaliados, somente o isolado EO1

apresentou um dos genes estruturais que codifica a enterocina A (entA), confirmado
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pela amplificagdo de um fragmento de 138pb (Figura 1), e ndo apresentando 0s
genes que codificam para as enterocinas B, P e L50A/B. Além disso, o gene entA foi
confirmado pela técnica de sequenciamento, com 99% de similaridade. Diferente do
que aconteceu no trabalho de Ozdemir et al. (2011), onde foram identificados a
presenca dos genes estruturais das enterocinas A, B, P e L50A/B em 94,7% de 57

isolados de Enterococcus spp., obtidos de agua, alimentos e animais.

M C EO1

138 pb

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos da PCR do isolado de E.
faecium EO1 proveniente de carne ovina, para identificacdo do gene estrutural da enterocina
A. M: marcador de peso molecular Ladder 1kb; C: controle negativo (Staphylococcus aureus
ATCC 25923); EO1 isolado positivo para o gene de Enterocina A.

Em estudo conduzido por Valenzuela et al. (2010), ao analisarem 12 isolados
de E. faecium que possuiam atividade anti-listerial, provenientes de frutos do mar,
obtiveram somente um isolado portador do gene estrutural para enterocina A. A
frequéncia de isolados de Enterococcus portadores desse gene é bastante variavel,
visto que 9 isolados de E. faecium obtidos de produtos lacteos foram analisados
quanto a presenca de genes codificadores de bacteriocina, e todos apresentaram
somente o gene correspondente para enterocina A (MIRHOSSEINI et al., 2010).

Sabe-se que a enterocina A pertence a familia da pediocina e esta agrupada
na Classe ll.a, as quais sao efetivas contra a multiplicagdo de Listeria (EIJSINK et
al., 1998), corroborando com os resultados encontrados nesse estudo. Além disso,
0s peptideos dessa classe possuem um restrito espectro de inibicdo, tém sido
extensivamente estudados em relacdo a genética, estrutura e modo de acéo, e

podem possuir espectro de atividade frente a outros micro-organismos deteriorantes
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e patogénicos como Brochotrix spp., Clostridium spp., Bacillus spp. e
Staphylococcus spp. (ALVAREZ-SIERO et al., 2016; ENNAHAR et al., 2000).

3.8 Cinética de crescimento e producdo de substancia antimicrobiana pelo
isolado E. faecium EO1
A cinética de acao (Fig. 2) foi avaliada somente para o isolado EOL1, pois foi 0

anico que apresentou o gene que codifica para a producéo de enterocina.
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Figura 2: Numero de células viaveis (Log UFC.mL™), producéo de substancia antimicrobiana

(UA.mL™) e variag&o do pH durante a multiplicacéo de E. faecium EO1 em 48 horas.

Verificou-se que a fase exponencial de crescimento do isolado E. faecium
EO1 iniciou apds duas horas da inoculagéo, terminando aproximadamente apos 12 h
de incubacao. A partir deste periodo, manteve relativa constancia (fase estacionaria)
até 36 h, seguido de declinio ao final do experimento (48 h), variando de 6,8 Log
UFC.mL™ até 8,8 Log UFC.mL™.

A atividade antimicrobiana atingiu o valor méaximo de 400 UA.mL™ ap6s 6 h de
cultivo (fase exponencial), mantendo-se até as 24 h, com posterior decréscimo,
coincidindo com o final da fase estacionaria e inicio da fase de declinio. Isto pode ter

ocorrido devido a vérios fatores, como agregacdo, presenca e acdo de proteases
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extracelulares ou mesmo a adsor¢cdo as células do préprio isolado produtor da
substancia antimicrobiana (DE VUYST et al., 1996).

Quanto ao pH do meio, o valor inicial foi préximo de 6,0 e finalizou com pH
igual a 4,0 apos as 48 h de incubacdo. Este comportamento era esperado, visto que
quanto maior a concentracdo celular, maior € a producdo de acidos orgéanicos, e
consequentemente diminuicdo do pH. Observa-se também que a atividade é
maxima nos valores de pH entre 50 e 4,0, demonstrando que a substancia
antimicrobiana é estavel ao pH acido, o que ja foi comprovado no experimento de
estabilidade ao pH.

No trabalho de Mirhosseini et al. (2010), a producdo de bacteriocinas por
isolados de E. faecium iniciou na metade da fase exponencial de crescimento, e as
atividades antimicrobianas maximas foram encontradas durante a fase estacionaria,
porém essa atividade so6 foi atingida apds 33 h de crescimento.

Diferentemente, Barbosa et al. (2015) ao avaliarem 2 isolados de L. curvatus,
provenientes de salame, verificaram que a producdo das respectivas bacteriocinas
ocorreram no inicio da fase exponencial (ap6s 4 h de incubacao), atingindo valores
maximos apos 8 h de crescimento. Perez et al. (2014) afirmaram que talvez a maior
vantagem das bacteriocinas sobre os antibioticos convencionais € que elas séo
consideradas metabdlitos primarios naturais, com mecanismos biossintéticos
relativamente simples, diferente dos antibiéticos que sdo metabdlitos secundarios.
Os resultados encontrados por esses autores vao de encontro ao que foi constatado
nesse trabalho e demonstra a grande variacdo no tempo e quantidade de

substancias antimicrobianas produzidas pelos diferentes micro-organismos.

3.9 Aplicacédo e avaliagdo da substancia antimicrobiana em linguica ovina

frescal contaminada com L. monocytogenes Scott A

3.9.1 Verificagdo do efeito das substancias antimicrobianas no produto

A atividade antimicrobiana do SLC de E. faecium EO1 sobre L.

monocytogenes Scott A na linguica ovina frescal esta apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Contagem de L. monocytogenes Scott A em linguica ovina frescal
experimentalmente contaminada, durante 30 dias de armazenamento refrigerado (4 °C). (¢)
T1: Tratamento contendo 0,1% de micro-organismo indicador; (m) T2: Tratamento contendo

0,1% de micro-organismo indicador + 5% de SLC; (A) T3: Tratamento contendo 0,1% de

micro-organismo indicador + 10% de SLC.

Pode ser observado que a contagem de células viaveis de L. monocytogenes
ao decorrer do periodo de armazenamento reduziu em todos os tratamentos, e as
maiores reducdes foram naqueles que utilizaram o SLC na formulagdo. Os
resultados variaram de 4,57 e 4,49 log UFC.g* a 3,5 e 3,47 log UFC.g* nos
tratamentos contendo 5 e 10% da substancia antimicrobiana, respectivamente
(reducdo de aproximadamente 1 ciclo logaritmico). A contagem de L.
monocytogenes diminuiu significativamente (p < 0,05) a partir do 21° dia, quando
comparado a contagem inicial, nos tratamentos que continham o SLC. Porém, ao
final dos 30 dias de armazenamento, ao comparar as contagens finais de L.
monocytogenes Scott A em todos os tratamentos, aqueles que continham o SLC nao
foram suficientemente eficientes no controle do patégeno, visto que nao diferiram
significativamente do tratamento que possuia somente 0 micro-organismo
contaminante. Apesar deste patdogeno ser capaz de se desenvolver em temperatura
de refrigeracdo (4 °C), o mesmo apresentou viabilidade apos 7 dias, porém seguiu
decrescendo até os 30 dias de armazenamento (4,07 log UFC.g™%).

De acordo com esses resultados, o melhor efeito foi produzido pela adicao de
10% de SLC a linguica ovina frescal, pois manteve contagens significativamente
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inferiores ao tratamento que continha apenas L. monocytogenes nos tempos 7, 14 e
21 dias de armazenamento.

Resultados semelhantes foram encontrados por Barbosa et al. (2015), que
adicionaram a bacteriocina semi-purificada produzida por L. curvatus MBSa2 em
salame experimentalmente contaminado com L. monocytogenes Scott A. A acao da
bacteriocina promoveu uma redugao nao significativa na contagem do micro-
organismo indicador nos primeiros 4 dias de fermentacéo, e ao final dos 30 dias a
diferenca significativa foi de 1,77 ciclos logaritmicos para o tratamento controle
(somente com L. monocytogenes).

Sant'Anna et al. (2013) ao analisarem o efeito da bacteriocina P34
parcialmente purificada em linguica frescal de frango inoculada com L.
monocytogenes ATCC 7644 durante 10 dias de armazenamento refrigerado,
encontraram diminuicdo das contagens tanto no tratamento controle quanto no
tratamento contendo a bacteriocina, porém com uma redugdo significativa,
principalmente, nos primeiros 3 dias de armazenamento.

Deve-se levar em consideracdo que a presenca de alguns ingredientes na
linguica, bem como a gordura e a prépria carne ovina, podem ter influenciado na
difusdo do SLC no produto, afetando sua acédo frente ao patégeno. Além disso, a
presenca de proteases ou agentes conservantes como NaCl e sais de cura, também
podem ter afetado a conservacédo do produto, visto que diminuiu a contagem de L.
monocytogenes Scott A durante o periodo de armazenamento, e ao final dos 30 dias
de armazenamento, o produto ndo apresentava aspecto de deterioracdo, o que pode
ser visualizado diretamente no produto (Figura 4). No estudo de Rivas et al. (2014),
os autores verificaram que quando o SLC foi aplicado em matriz carnea contendo
carne e gordura suina, a atividade antimicrobiana diminuiu 50% durante o
armazenamento devido a absorcao da bacteriocina por estes componentes.

De acordo com Castellano et al. (2017), para assegurar a eficacia de uma
nova bacteriocina, testes contra bactérias-alvo especificas devem ser realizados no
préprio alimento no qual ela sera aplicada. Dessa maneira, devem ser considerados
alguns fatores que podem influenciar na propagacao das bacteriocinas no alimento,
como: concentracdo de sal, pH, nitrito e nitrato, enzimas presentes no alimento,
solubilidade no produto, conteudo e superficie lipidica disponivel para solubilizacao,
distribuicdo uniforme no alimento e possivel inativacdo por outros aditivos (TIWARI
et al., 2009).
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Figura 4 - Foto da linguica ovina frescal experimentalmente contaminada com L.

monocytogenes Scott A. Fonte: Autor.

3.9.2 Avaliacéo do pH e atividade de 4gua no produto

Os valores de pH variaram durante o experimento, entre 5,96 a 6,33,
apresentando um aumento nos primeiros 7 dias de armazenamento, seguido de uma

estabilidade até o 21° dia, e ap6s um decréscimo ao final dos 30 dias (Figura 5).
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Figura 5 - Variagdo do pH em linguica ovina frescal experimentalmente contaminada com L.
monocytogenes Scott A durante 30 dias de armazenamento refrigerado (4 °C). (¢)
Tratamento controle: sem adicdo do micro-organismo indicador e sem adi¢do do SLC; (m)
T1: Tratamento contendo 0,1% de micro-organismo indicador; (A) T2: Tratamento contendo
0,1% de micro-organismo indicador + 5% de SLC; (X) T3: Tratamento contendo 0,1% de

micro-organismo indicador + 10% de SLC.
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Pode-se afirmar que o pH néo influenciou negativamente na atividade do
SLC, visto que de acordo com a Tabela 5, o isolado utilizado para a producédo e
aplicacdo do SLC (EO1) apresentou 100% de atividade antimicrobiana residual em
valores de pH proximos a 6,0.

Resultado semelhante foi verificado por Zhang et al. (2010), no qual o pH das
amostras de carne suina refrigerada adicionadas de nisina e pentocina, aumentou
gradualmente (5,5 — 7,1) com o tempo de armazenamento (18 dias). Em estudo de
Mattila et al. (2003), a adicdo de um preparado de pediocina AcH n&o influenciou no
pH de embutido carneo cozido fatiado embalado a vacuo durante 21 dias de
armazenamento.

Os resultados da analise de atividade de agua variaram entre 0,976 e 0,897, e
estdo apresentados na Figura 6, onde pode-se observar que houve um aumento
durante os 30 dias de armazenamento. Esse aumento pode ter ocorrido devido aos
valores de pH terem se mantido acima de 6,0, o que leva a um aumento na
capacidade de retencdo de agua na carne. Mesmo com esse aumento na atividade
de agua, nao houve influéncia na multiplicacdo do micro-organismo indicador, pois
houve uma diminuicdo nas contagens de células vidveis ao longo do
armazenamento.

Em um estudo que avaliou a atividade de agua em presunto cozido
adicionado de diferentes concentracbes de nisina, durante 60 dias de
armazenamento a temperatura de 8 °C, os valores ficaram em 0,97 em todas
formulacdes (KALSCHNE et al., 2014).
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Figura 6 - Variacdo da atividade de agua (Aw) em linguica ovina frescal experimentalmente
contaminada com L. monocytogenes Scott A durante 30 dias de armazenamento refrigerado
(4 °C). () Tratamento controle: sem adicdo do micro-organismo indicador e sem adi¢ao do
SLC; (m) T1: Tratamento contendo 0,1% de micro-organismo indicador; (A) T2: Tratamento
contendo 0,1% de micro-organismo indicador + 5% de SLC; (X) T3: Tratamento contendo

0,1% de micro-organismo indicador + 10% de SLC.

4 Conclusdes

Obteve-se trés isolados de BAL (E. faecium) a partir de carne ovina,
produtores de substancias antimicrobianas com atividade anti-listerial, sendo que o
isolado E. faecium EO1 apresentou o gene codificador da enterocina A. O SLC
obtido deste isolado, apresentou estabilidade a diferentes temperaturas, valores de
pH, presenca de NaCl e sais de cura. Além disso, também apresentou atividade
antimicrobiana em linguica ovina frescal contaminada com L. monocytogenes,
reduzindo-a significativamente em 21 dias de armazenamento. Dessa forma, a
linguica ovina frescal pode ser considerada um bom veiculo para incorporacdo do
SLC de E. faecium EO1 com atividade potencialmente bacteriocinogénica contra L.

monocytogenes.
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Considerac0des Finais e Perpectivas Futuras

A partir dos resultados obtidos, pode-se considerar que:

- Foram isolados 84 BAL procedentes de carne ovina, dos quais 6 apresentaram
atividade bacteriocinogénica no SLC contra Listeria monocytogenes Scott A,
confirmaram a natureza protéica da substancia antagonista e apresentaram
seguranca microbiologica,;

- Os isolados SO8, SO9 e SO10 foram identificados molecularmente como
Streptococcus gallolyticus e os isolados EO1, EO2 e EO18 como Enterococcus
faecium;

- O isolado Enterococcus faecium EO1 apresentou genes que codificam a
bacteriocina enterocina A, atingindo producdo maxima a partir de 6 horas de cultivo,
durante fase exponencial de crescimento;

- O SLC deste isolado apresentou estabilidade a diferentes temperaturas, valores de
pH, presenca de sal e sais de cura,

- Foi possivel elaborar uma linguica frescal de carne ovina proveniente de animais
adultos;

- As quantidades de 5% e 10% de SLC foram capazes de inibir L. monocytogenes
Scott A inoculada em linguica ovina frescal (cortes de animais mais velhos), por 21
dias de armazenamento refrigerado (4 °C).

Como perspectivas futuras, sugere-se avaliar as caracteristicas sensoriais do
produto, sua aceitacdo e se a presenca do SLC influencia nessas caracteristicas.
Também, realizar a purificacdo da bacteriocina e identificacdo dos aminoacidos
presentes nos peptideos que a compdem, bem como avaliar a atividade
antimicrobiana na matriz alimentar.

Outra alternativa, € estudar a aplicacdo da substancia antimicrobiana em
embalagens/filmes ou entéo testa-la em outros produtos carneos e/ou frente a outros
micro-organismos indicadores. Assim podera tornar-se uma alternativa na
bioconservacao de alimentos, podendo reduzir o uso de conservantes sintéticos e/ou
a intensidade de tratamentos fisicos, satisfazendo as demandas dos consumidores
por alimentos frescos, saudaveis e seguros.

Por fim, é evidente que existe uma ampla possibilidade de aplicacdo das
bacteriocinas, devendo ser vista ndo como uma Unica solu¢cdo, mas sim como mais

uma alternativa, a ser empregada pela industria, em termos de seguranca de
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alimentos, especialmente quando combinadas com outras substancias

conservantes.
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