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1. INTRODUCAO

Um dos grandes problemas de saude publica que tem preocupado o0s
consumidores é a emergéncia de micro-organismos resistentes aos antibioticos
convencionais e o uso de aditivos quimicos para conservacdo de alimentos
processados. Neste contexto, a aplicacdo de um conjunto de técnicas e de
processos que empregam organismos Vivos ou substancias provindas destes,
chamada de bioconservacao, tem sido utilizada. O uso desta permite melhorar a
qualidade do produto, controlar os processos e aumentar a vida util e a seguranca
alimentar em todas as suas vertentes (CORBO et al., 2009). As bactérias acido
laticas (BAL) tém participacdo importante na bioconservacdo de alimentos,
ressaltando que algumas destas ainda sdo capazes de inibir o crescimento de
determinados micro-organismos patogénicos que podem estar presentes nos
alimentos (HERREROS et al., 2005).

As bacteriocinas sdo os peptideos antimicrobianos sintetizados pelas BAL
que podem reduzir essa microbiota indesejavel (HANCOCK; SCOTT, 2000;
ZASLOFF, 2002). A sintese de bacteriocinas no metabolismo bacteriano é maior
no final da fase exponencial/inicio da fase estacionaria e o seu declinio ocorre
devido a degradacao proteolitica (THOMAS et al., 2000).

A aplicacdo das bacteriocinas como bioconservantes nos alimentos pode se
dar de duas formas: inoculacdo das BAL no alimento e consequente producéo de
bacteriocinas; e aplicacédo de bacteriocinas purificadas no produto (SCHILLINGER
et al., 1996). Para a obtencdo de sucesso na aplicacdo desses peptideos, deve-
se avaliar suas propriedades, como: estabilidade a temperatura, pH e espectro de
acao. Visando a comercializacédo, é necessaria a avaliagdo das bacteriocinas em
relacdo aos principais fatores que serdo encontrados nos alimentos, assim como
0S aspectos que proporcionardo sua producéo otimizada, sem afetar a qualidade
nutricional e sensorial do alimento (NAVARRO et al., 2000).

BROMBERG et al. (2006) isolaram BAL bacteriocinogénicas de produtos
carneos e derivados, e detectaram resultados positivos da bacteriocina sintetizada
por Lactobacillus lactis ssp. hordniae na redugéo e inibicdo de L. monocytogenes.
Neste sentido, as bacteriocinas produzidas por BAL em produtos carneos, como
Pediococcus, Leuconostoc e Lactobacillus spp. podem apresentar um potencial
ainda maior como conservantes em alimentos. Atualmente, a Unica bacteriocina
que é permitido o uso comercial em alimentos é a nisina, produzida pelo
Lactococcus lactis ssp. lactis. No entanto, s6 é aplicada em queijos e superficie
externa de salsichas (FORSYTHE, 2002).
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Assim, 0s micro-organismos recomendados para uso como biconservadores
sdo aqueles isolados da microbiota natural de produtos, pois tendem a ter
capacidade metabolica mais bem adaptada a qualidade do produto.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi verificar o potencial
bacteriocinogénico de isolados de BAL provenientes de presuntos cozidos
comercializados em Pelotas/RS.

2. METODOLOGIA

Para confirmacé&o do potencial bacteriocinogénico, os isolados (70) foram
semeados em tubos contendo caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe,
Acumedia®) e incubados em aerobiose a 25°C por 24h. Apés esse periodo, foram
semeadas, de cada isolado, trés aliquotas de 2uL em duas placas contendo 10mL
de 4gar MRS modificado (com 0,5% de dextrose) e incubadas em aerobiose a
25°C por 24h. Transcorrido esse periodo, foi adicionada uma sobrecamada de
8mL de BHI (Brain Heart Infusion, Acumedia®) semi-soélido (0,8% de agar) com,
aproximadamente, 10°UFC.mL™ de Listeria monocytogenes Scott A.

As placas ficaram expostas durante 15 minutos em temperatura ambiente e,
em seguida, foram feitas cavidades de 3mm de diametro no agar com 0,5cm de
distancia entre os crescimentos e acrescentados 20uL de solugcdo de duas
enzimas por placa. As enzimas utilizadas foram: pepsina (mucosa de estébmago
de suino), quimotripsina (pancreas bovino), proteinase K (Tritirachium album), e
tripsina (pancreas bovino). Como controle negativo, foram utilizados 20uL de agua
destilada estéril. As placas foram incubadas a 30°C por 24h.

A confirmacédo da producdo de bacteriocinas pelos isolados se deu através
da sensibilidade da substéncia produzida frente a uma ou mais enzimas testadas.
A auséncia de zona de inibicdo na regido onde as solu¢des foram inoculadas
indicou sensibilidade da cultura a solucdo e confirmou a natureza proteica da
substancia inibidora.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que dos 70 isolados submetidos ao teste, 9 (13%) apresentaram
sensibilidade a uma das proteases, 21 (30%) a duas proteases, 18 (26%) a trés
proteases e 16 (23%) a quatro proteases (Fig. 1). Vale ainda salientar que 6 (9%)
isolados ndo apresentaram sensibilidade a nenhuma das enzimas proteoliticas
gue foram testadas.

Figura 1. Potencial bacteriocinogénico de 70 isolados de BAL provenientes de
presunto cozido comercializados em Pelotas/RS.
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Entretanto, quando ha sensibilidade da substancia antimicrobiana a uma
protease, ja ocorre inativagcdo da substancia, sendo possivel inferir que a
auséncia de inibicdo do micro-organismo patogénico na presenca de proteases
caracteriza o composto produzido como uma bacteriocina (MONTVILLE; KAISER,
1993).

ARAUZ et al. (2009) ressaltam a necessidade de testar mais enzimas
proteoliticas, ja que a sensibilidade a mais de uma protease sugere a producao de
mais de uma bacteriocina por cepa testada. Isso se da pelo fato de que cada
bacteriocina apresenta diferentes peptideos em sua estrutura, e
consequentemente sensibilidade a diferentes proteases. Com isso, avaliando
somente o perfil de sensibilidade as proteases ndo se pode afirmar qual
bacteriocina é sintetizada pelo isolado, pois como os resultados do presente
estudo evidenciaram, os isolados podem ser sensiveis a uma ou mais enzimas
proteoliticas e serem classificados como bacteriocinas diferentes.

Uma pesquisa desenvolvida por DAL BELLO (2010) detectou 9,8% dos
isolados com potencial bacteriocinogénico frente a bactérias patogénicas ao isolar
BAL de produtos carneos. SCHITTLER (2012) ao desenvolver uma pesquisa em
que isolou BAL de leite in natura da regido oeste de Santa Catarina, verificou que
9% dos isolados apresentaram atividade bacteriocinogénica contra L.
monocytogenes.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que 64 isolados (91%) apresentam potencial bacteriocinogénico,
pois apresentaram sensibilidade, a uma ou mais, proteases testadas. Testes
complementares sdo necessarios, para aplicacdo em produtos carneos como
bioconservantes.
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