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1. INTRODUCAO

Os alimentos passaram a serem vistos como sinbnimos de bem-estar,
reducdo de riscos de doencgas, assim como meio para uma melhor qualidade de
vida. Ha uma tendéncia geral e aumento do consumo daqueles alimentos que
tenham sido submetidos a tratamentos tecnol6gicos menos drasticos, preparados
com poucos, ou mesmo sem aditivos sintéticos e com baixo teor de &cidos,
acucares, sais e gorduras (CASABURI et al., 2016).

Apesar das diversas tecnologias para a conservacdo de alimentos ja
disponiveis, ainda é um desafio para os pesquisadores encontrar uma substancia
conservadora que apresente baixa toxicidade e mantenha as caracteristicas
sensoriais desejaveis em alimentos. Com isso, fica evidente a necessidade de se
desenvolver alternativas de conservacdo para que, aliadas as tecnologias
existentes, possibilite disponibilizar alimentos de qualidade e seguros a populagéo.
Para isto, 0s bioconservantes sdo uma alternativa bastante promissora.

A bioconservagcdo é uma técnica utilizada para estender a vida util dos
alimentos e aumentar a sua segurancga por meio da aplicacdo de uma microbiota
protetora ou de seus metabdlitos (ROSS et al., 2002). A fermentacédo por bactérias
acido-laticas (BAL) € uma forma de bioconservacao utilizada ha muito tempo. O
principal efeito bioprotetor de BAL € a taxa de acidificacdo que promove uma acao
antimicrobiana contra um amplo espectro de bactérias deteriorantes e patogénicas
(LEROY et al.,, 2006). Além dos acidos organicos, BAL produzem outras
substancias inibitérias, como bacteriocinas.

As bacteriocinas sé@o peptideos ou proteinas antimicrobianas sintetizadas nos
ribossomos das células bacterianas e liberadas no meio extracelular, que
apresentam agéo antimicrobiana sobre diversos micro-organismos (JACK et al.,
1995). As bacteriocinas de BAL oferecem muitas propriedades desejaveis que as
tornam adequadas para a utilizacdo na conservacao de alimentos: sdo geralmente
conhecidas como substancias seguras, ndo sao ativas ou citotoxicas em células
eucaribticas, sao inativadas por enzimas digestivas (proteases), tendo pouca
influéncia sobre a microbiota intestinal, sdo normalmente tolerantes ao pH baixo e
ao aquecimento, tem espectro antimicrobiano contra muitas bactérias patogénicas
e deteriorantes, apresentam modo de acdo bactericida e/ou bacteriostatico,
normalmente seu alvo € a membrana citoplasmatica, ndo apresentam resisténcia
a antibioticos e seus determinantes genéticos sdo geralmente codificados em
plasmideos, facilitando a manipulacéo genética (GALVEZ et al., 2007).

Sabe-se que os alimentos industrializados disponiveis no mercado passam
por diversos tipos de tratamentos durante sua fabricacdo. Portanto, para que uma
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bacteriocina possa ser aplicada e mantenha seu efeito protetor, esta deve resistir
aos diversos processos aos quais os alimentos sao submetidos, como por exemplo,
tratamento térmico, refrigeracdo, congelamento, baixo pH e, ainda, a outras
substancias quimicas que possam estar presentes no alimento ou ser utilizadas no
processo de obtencao destas.

Portanto, objetivou-se avaliar a estabilidade de um sobrenadante livre de
células (SLC) contendo substancias de origem proteica (bacteriocinas) produzidas
por um isolado de Leuconostoc spp. 99 proveniente de presunto cozido quanto a
estabilidade térmica, a refrigeracdo, ao congelamento, a diferentes pH e a
diferentes substancias quimicas.

2. METODOLOGIA

Para obtencao do SLC, uma aliquota da cultura de Leuconostoc spp. 99 de 24
h contendo 107 células/mL foi adicionada a 35 mL de caldo MRS. A seguir,
procedeu-se a incubacéo por 18 h a 35 °C em incubadora com agitacao orbital sob
agitacdo constante (100 oscilagbes por minuto). Apés este periodo, a cultura foi
centrifugada a 6.800 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e seu
pH neutralizado com NaOH 1 M. Um tratamento térmico a 80 °C por 10 minutos foi
realizado para eliminar proteases extracelulares e H202. A seguir, o SLC foi
esterilizado por membrana (0,22 um) e armazenado a - 20 °C para posterior
realizacdo dos testes (BISCOLA et al., 2013).

Para avaliar a estabilidade ao tratamento térmico, aliquotas de 200 ul do SLC
foram submetidas as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C em banho-
maria por 30 minutos e 121 °C por 10 e 20 minutos em autoclave. A estabilidade a
refrigeracdo e ao congelamento do SLC foi avaliada utilizando aliquotas de 200 pl
que foram incubadas por dois meses as temperaturas de 4 °C e — 20 °C,
respectivamente. Aliquotas de 200 pl do SLC foram incubadas com 200 ul de
solucéo tampéao de pH entre 2 e 10 a 35 °C por 2 h em banho-maria para avaliar a
estabilidade aos diferentes pH. A acdo dos agentes quimicos sob a estabilidade da
substancia antimicrobiana foi analisada pela adi¢do de 10 % (v/v ou m/v) de Tween
20, Tween 80, Triton X-100, Triton X-114, SDS, ureia e cloreto de sédio (NaCl) a
aliquotas de 1 mL de SLC. Os mesmos foram incubados a 37 °C por 30 min
(FAVARO et al., 2014).

Apos os tratamentos, a atividade remanescente foi testada de acordo com a
técnica de difusdo em agar como descrito por LEWUS E MONTVILLE (1991),
utilizando L. monocytogenes Scott A como linhagem de referéncia. Como controle,
SLC sem tratamento foi utilizado para posterior calculo da atividade antimicrobiana
residual. As placas foram incubadas por 18 h a 35 °C. Os halos foram medidos em
milimetros. O experimento foi realizado em duplicata. A formula utilizada para
calcular a atividade residual em porcentagem foi:

A.R. (%) = HT X 100
HC
Sendo: HT = Halo do sobrenadante apoés tratamento (mm)
HC = Halo do controle (mm)
A.R. = Atividade Residual



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O SLC manteve sua atividade antimicrobiana estavel até 90 °C (100 %). A
atividade residual aos 100 °C, 121 °C por 10 minutos e 20 minutos foi de 96,43 %,
89,29 % e 82,14 %, respectivamente. A estabilidade ao tratamento térmico é uma
caracteristica das bacteriocinas provenientes da classe Il. PAULA et al. (2014)
observaram em seu trabalho que a atividade antimicrobiana de uma bacteriocina
produzida por L. mesenteroides subsp. mesenteroides SJRP55 foi mantida em
temperaturas até 100 °C por 2 h, tendo um decréscimo apos tratamento a 121 °C
por 20 minutos. XIRAPHI et al. (2008) verificaram a estabilidade térmica do SLC da
bacteriocina de L. mesenteroides E131 e observaram que esta é bastante estavel,
uma diminuicao da atividade (40 %) foi detectada apenas quando foi submetida as
temperaturas de 90 e 100 °C.

Nas duas primeiras semanas de armazenamento, tanto o SLC refrigerado
como o congelado, mantiveram sua maxima atividade antimicrobiana. Da terceira
a quinta semana, houve uma diminuigdo na atividade (3,57 %) para os dois
sobrenadantes. Na sexta, sétima e oitava semana de armazenamento, O
sobrenadante congelado reduziu sua atividade em 10,8 % e o refrigerado em 14,4
%. XIRAPHI et al. (2008) observaram que o SLC proveniente de um isolado de L.
mesenteroides teve uma reducéo de 60 % na sua atividade apds seis semanas de
armazenamento a 4 °C. Quando este SLC foi submetido ao congelamento a — 20
°C pelo mesmo periodo, a reducdo da atividade antimicrobiana foi apenas de 20 %.

O SLC teve uma reducao de 7,2 % na atividade quando submetido aos pH 7
e 8. Nos pH 2, 3, 4,5, 6 e 9, a reducéo foi de 10,7 % e em pH 10 de 14,3 %. A
estabilidade a baixos pH é muito importante para que as bacteriocinas possam ser
aplicadas em alimentos, principalmente em fermentados, nos quais prevalecem as
condicBes acidas, o que pode ser observado neste estudo. PAULA et al. (2014) e
XIRAPHI et al. (2008) também observaram estabilidade a baixos pH quando estes
testaram bacteriocinas provenientes de linhagens de Leuconostoc spp..

O SLC quando submetido ao tratamento com Tween 80, Triton X-100 e Triton
X-114, manteve sua atividade maxima. O tratamento com Tween 20 reduziu a
atividade do SLC em 5 % e os tratamentos com SDS, Uréia e NaCl reduziram a sua
atividade em 10 %. PAULA et al. (2014) trataram uma bacteriocina proveniente de
um isolado de L. mesenteroides SJRP55 com 0s mesmos agentes quimicos
testados neste trabalho e observaram que a bacteriocina teve sua atividade
mantida apos estes tratamentos.

4. CONCLUSOES

Podemos concluir que o SLC produzido pelo isolado Leuconostoc spp. 99 foi
estavel a todas as condi¢cdes submetidas. Este resultado é importante para a
aplicagédo deste SLC como antimicrobiano em alimentos acidos ou que sofrerdo
tratamento térmico. Ainda, a estabilidade a refrigeracdo, ao congelamento e aos
agentes quimicos € necessaria para processos de obtencdo e armazenamento
desta substancia antimicrobiana.
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