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1. INTRODUCAO

As bactérias acido laticas (BAL) sdo relevantes na industria de alimentos, pois
diversas espécies sdo utilizadas em alimentos como bioprotetoras, inibindo a
multiplicacdo de bactérias patogénicas e deteriorantes, pela  producdo de
metabolitos antimicrobianos, principalmente baceriocinas (HOLZAPFEL et al., 2011).

Lactobacillus curvatus se destaca por fazer parte da microbiota de muitos
produtos fermentados e por sua atividade bacteriocinogénica (TODOROV et al.,
2013). Nesse sentido, a aplicacdo de bacteriocinas é uma alternativa promissora na
biopreservacdo de alimentos, visto que ndo causam alteragdes sensoriais nos
produtos (FERNANDEZ et al., 2003).

As substancias antimicrobianas quando produzidas por bactérias, em caldo,
podem ser separadas por centrifugacdo, obtendo-as no sobrenadante livre de
células (SLC). A vantagem de usar SLC esta na possibilidade de outros metabdlitos,
biologicamente ativos, estarem presentes e causarem efeitos sinérgicos
(HARTMANN et al., 2011).

Dessa forma, a incorporacdo de SLC em filmes biodegradaveis pode trazer
contribuicdo tecnolégica para a industria de alimentos, ja que além de reduzir a
contaminacgdes por patdgenos, podera auxiliar na separacéo das fatias de alimentos,
como queijo e presunto. Nos Ultimos anos, pesquisas sobre filmes antimicrobianos
biodegradaveis tém sido desenvolvidas a fim de reduzir a contaminagcdo em
produtos prontos para o consumo (SANTIAGO-SILVA et al.,, 2009). Os filmes
biodegradaveis sdo produzidos a partir de polimeros naturais, como o0 amido e,
contribuem como uma alternativa a reducdo da poluicdo ambiental, aliado ao seu
baixo custo e ampla disponibilidade (HALAL et al., 2015). Com base nisso, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de filmes biodegradaveis de
amido de batata incorporado com substancias antimicrobianas produzidas por L.
curvatus P99.

2. METODOLOGIA

Foi objeto deste estudo um isolado de BAL, denominado L. curvatus P99,
proveniente de alimentos. O isolado pertence a cole¢do de culturas bacterianas do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos — Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Através de andlises
prévias, foi identificado que esse isolado apresenta potencial bacteriocinogénico. O
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SLC produzido pelo isolado P99 foi obtido conforme descrito por BISCOLA et al.
(2013), e utilizado nos testes posteriores.

O espectro de acao foi realizado através do teste spot-on-the-lawn (BISCOLA
et al, 2013). Os micro-organismos indicadores testados foram: Listeria
monocytogenes (ATCC 7644, Scott A, Siliken), Listeria ivanovii ATCC 19119, Listeria
innocua CLIP 12612, isolados de alimentos de L. monocytogenes (L6P4, L80P2,
L89P2, L101P5, L115P2, L136P8, L137P2, L142Q2, L148Q5, L149Q2, L164P5,
L167Q5, L177P4, L190Q5, L194P5), Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus ATCC11778, Escherichia coli (O157:H7 and ATCC 43895), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella Enteretidis ATCC 13076 e Salmonella
Typhimurium ATCC 14028. Os testes foram realizados em duplicata.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2012). O micro-organismo indicador utilizado foi L.
monocytogenes Scott A. A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada
a partir da transferéncia de aliquotas de 10 pL de cada poco, onde houve inibicdo no
teste de CIM, para agar Oxford. A CBM foi considerada como a menor concentracao
onde ndo houve multiplicacdo microbiana neste novo meio de cultura. Os testes
foram realizados em triplicata.

Foram elaborados filmes a base de amido de batata, incoporados com o SLC
de L. curvatus P99, a partir da técnica de casting (Soares, 1998). Duas
concentracbes do SLC (CIM e CBM) foram testadas e um filme sem adicdo de SLC
foi utilizado como controle negativo. Foram preparadas duas repeticdes de cada
tratamento.

A atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com SLC de L. curvatus
P99 foi avaliada contra 0s mesmos micro-organismos testados no espectro de acéo,
através do método de difusdo em agar (BISCOLA et al., 2013). Como controle
positivo foi utilizado o SLC, e como controle negativo foram utilizados filmes sem a
adicdo de SLC. A avaliacdo do tempo de manutencéo da atividade antimicrobiana
nos filmes foi realizada em O, 2, 4, 6, 8, 10, 14, 21 e 30 dias de armazenamento a
36 °C, conforme descrito anteriormente.

A cinética de acao antimicrobiana dos filmes incorporados com SLC de P99 foi
verificada conforme descrito por DIAO et al. (2014). Foram divididos trés grupos: FC
- flme sem incorporagéo de SLC; FCI - filme incorporado com a CIM; e FCB - filme
incorporado com a CBM. Para a quantificacdo das células viaveis, foram retiradas
amostras de cada grupo nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 24 e 48 h. Foi realizada uma
repeticado bioldgica e as andlises foram realizadas em duplicata.

Os resultados obtidos nas andlises de espectro e cinética de acdo dos filmes
foram submetidos as analises de variancia (ANOVA) usando o teste de Tukey (p <
0.05), através do software STATISTICA versao 6.1 (StatSoft, France).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a maior atividade antimicrobiana do SLC de
L. curvatus P99 foi de 12.800 UA.mL™ contra L. ivanovii ATCC 19119, L164P5 e
L194P5. No entanto, ndo apresentou atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes L115P2, S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 11778, E. coli
ATCC 43895, P. aeruginosa ATCC 15442, Salmonella Enteretidis ATCC 13076 e
Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

O SLC apresentou atividade contra micro-organismos Gram-positivos, no
entanto, teve sensibilidade para E. coli O157: H7, uma bactéria patogénica Gram-
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negativa de importancia em doencas de origem alimentares. A maioria das
pesquisas envolvendo atividade bacteriocinogénica relata agéo limitada sobre as
bactérias Gram-positiva. Um problema para o uso de bacteriocinas contra bactérias
Gram-negativa € atribuida ao efeito protetor da sua membrana externa, o que
dificulta a acdo das substancias antagonistas (MECHAI et al., 2014).

A menor concentracdo do SLC de P99 necesséaria para promover efeito
bacteriostatico (CIM) sobre L. monocytogenes Scott A foi de 6.400 UA.mL™ (15,6
uL.mL™), enquanto a acdo bactericida (CBM) contra 0 mesmo micro-organismo, foi
de 1.600 UA.mL™ (62,5 pL.mL™).

Os filmes biodegradaveis elaborados com a CBM do SLC apresentaram
atividade antimicrobiana contra todas as cepas de referéncia testadas. Os filmes
elaborados com a CIM do SLC nao foram eficientes contra as culturas de referéncia
L. monocytogenes Siliken, L. inoccua CLIP 12612 e E. coli O157:H7 ATCC 43895,
assim como os isolados L. monocytogenes L6P4, L101P5, L137P2, L142Q2,
L148Q5, L149Q2 e L167Q5.

Considerando que a embalagem isola o alimento de agentes externos,
possiveis contaminacdes microbianas do produto acabado sdo inerentes de etapas
anteriores. Sendo assim, € de interesse que as embalagens antimicrobianas tenham
rapida acado, impedindo e/ou retardando a multiplicacdo celular bacteriana durante o
armazenamento. Neste contexto, o mecanismo de liberacdo, determinado pelas
interacbes entre o material polimérico que compdem a matriz e o0 agente
antimicrobiano incorporado a mesma (HYLDGAARD et al., 2012), deve possibilitar
uma rapida liberacéao.

No presente estudo, 0 ensaio de cinética de acao do filme demonstrou que o
amido de batata permitiu rapida liberacdo da substancia antimicrobiana do SLC de L.
curvatus P99. Foram observadas diferencas (p < 0,05) na cinética de agao
antimicrobiana entre os trés tratamentos (FC, FCl e FCB) em 3 h a 48 h de
incubacdo (Figura 1). Um aumento de 4,86 log UFC.g* para a contagem do
patdogeno foi observada no tratamento FC. No entanto, a contagem de L.
monocytogenes foi de 1,83 e 2,83 log UFC.g™ inferior ao controle nos filmes FCI e
FCB, respectivamente. O filme FCB apresentou uma reducdo de 1 log UFC.g*,
guando comparado com a FCI.
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Figura 1 — Cinética de agao antimicrobiana de filmes incorporados com
sobrenadante livre de células (SLC) contendo substancias antimicrobianas de L.
curvatus P99. FC: filme controle; FCI: filme contendo SLC na concentracéo inibitoria
minima; FCB: filme contendo SLC na concentracao bactericida minima. Dados
apresentados como media * desvio padréo (n=4).
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4. CONCLUSOES

O SLC produzido por L. curvatus P99 teve agdo antimicrobiana contra bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa. Os filmes produzidos com a CIM e a CBM do SLC
tiveram atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas e, mantiveram sua
atividade durante 30 dias. No entanto, estudos complementares estdo sendo
realizados, como a caracterizacdo da substancia antimicrobiana. Estes testes sao
necessarios para garantir a seguranca na aplicacdo dessa substancia em um
sistema alimentar.
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