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1. INTRODUCAO

Uma alternativa que vem sendo empregada na bioconservacdo de
alimentos, com o objetivo de controlar o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e deteriorantes, € a utilizacdo de metabdlitos de origem bacteriana,
as bacteriocinas (RODRIGUES, 2010).

O termo “bacteriocinas” refere-se a peptideos antimicrobianos, sintetizados
nos ribossomos, que atuam contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa,
sendo a bactéria produtora, portadora de mecanismos de imunidade especificos
que a protegem de sua propria bacteriocina (AND e HOOVER, 2003; COTTER et
al., 2013).

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo micro-organismos Gram-positivos,
apresentam morfologia de cocos, bacilos ou coco-bacilos, ndo formadores de
esporos, anaerébios, anaerébios facultativos ou microaerofilos, catalase negativo,
acido tolerantes, com metabolismo estritamente fermentativo, apresentando o
acido latico como principal produto da fermentacéo de carboidratos (FUGELSANG
& EDWARDS, 2007; MAKAROVA & KOONIN, 2007). Pelo fato de ndo afetarem a
saude humana e apresentarem potencial para melhorar a qualidade de alguns
alimentos, as bacteriocinas de BAL sao consideradas GRAS (Generally Regarded
as Safe) (EIJSINK et al., 2002).

A partir do exposto, o objetivo deste trabalho foi isolar BAL de carne ovina e
verificar a produgéo de substancias antimicrobianas.

2. METODOLOGIA

2.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ACIDO-LATICAS (BAL)

Foram realizadas duas coletas em 12 carcacas ovinas, diretamente nos
frigorificos (Bagé/RS e Pelotas/RS), com o uso de swabs em 4 pontos da
superficie das carcacas. As amostras foram transportadas em solucéo salina 1%
em condicdes isotérmicas até os laboratérios, foram homogeneizadas e
submetidas a diluicdes decimais com agua peptonada 0,1% (v/v). Aliquotas de
0,1mL, das diluicdes apropriadas, foram inoculadas em superficie, em duplicata,
em placas contendo agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e incubadas a 37 °C
por 72 horas, sob anaerobiose.

Além das carcagas ovinas, também foram isoladas BAL de cortes carneos
ovinos, refrigerados embalados a vacuo. Neste caso, uma amostra de 25 g foi
homogeneizada em 225 mL de &gua peptonada 0,1%. Apoés, foram realizadas
diluicbes decimais seriadas e o procedimento seguiu conforme descrito no
paragrafo acima.

ApG6s as 72 horas de cultivo, todos os isolados selecionados foram
purificados, por esgotamento em estrias, em placas contendo agar MRS, e
incubados a 37 °C por 72 horas sob anaerobiose. Posteriormente, cada isolado
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foi transferido para tubos de ensaio contendo agar MRS inclinado e incubados a
37 °C por 24 horas, e apos a multiplicagdo os mesmos foram mantidos sob
refrigeracao.

2.1.1 CARACTERIZACAO
Os isolados que se desenvolveram, foram submetidos aos testes de
coloracdo de Gram, morfologia e catalase, sendo selecionados aqueles que
apresentavam as caracteristicas de Gram-positiva e catalase negativa,
independente da morfologia.

2.1.2 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE BAL PRODUTORES DE
SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

Os isolados de BAL foram avaliados quanto a sua atividade antagonista,
utilizando-se o cultivo puro, através do teste spot-on-the-lawn, de acordo com
FLEMING et al. (1975), com adaptacbes. Como controle positivo, foi utilizada a
cepa Lactococcus lactis subsp. lactis DY13 e, como micro-organismo indicador, a
cepa de Listeria monocytogenes Scott A.

A presenca de halos de inibicdo foi considerada como indicadora de
atividade antagonista, em relacdo ao micro-organismo indicador.

2.1.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS SOBRENADANTES LIVRES DE
CELULAS (SLC)

A atividade antimicrobiana dos SLC provenientes dos isolados de BAL foi
avaliada através do método de difusdo em &gar descrito por BISCOLA et al.
(2013), com modificacbes. Primeiramente, foi obtido o SLC dos isolados de BAL a
partir dos cultivos em caldo MRS a 37 °C, por 24 horas. Apos, 0s 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, e em seguida foi aquecido a 80 °C por 10
minutos (TODOROV e DICKS, 2004).

Aliquotas de 10 pyL de cada SLC foram adicionadas na superficie de placas
de Petri contendo &gar BHI com, aproximadamente, 10° UFC.mL™ do micro-
organismo indicador (Listeria monocytogenes Scott A), e incubadas a 37 °C por
24 horas. A presenca de halo de inibigio no meio indicou capacidade
bacteriocinogénica do isolado (BISCOLA et al., 2013, com modificacdes).

2.1.4 SENSIBILIDADE DO SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS AS
ENZIMAS PROTEOLITICAS

O SLC foi submetido ao teste de sensibilidade enzimatica para determinacao
da natureza proteica da substancia antimicrobiana, conforme VAN REENEN et al.
(1998). Neste teste, 1 mL de cada SLC foi misturado com as enzimas proteinase
k, tripsina, pepsina, a-quimiotripsina na concentracdo de 1 mg.mL-1. Apds,
incubou-se a 37 °C por 30min e, posteriormente, levou-se ao aguecimento por
5min a 95 °C, para inativagido enzimatica.

Entao, 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 e foram incubadas a 37°C por 24 horas. A auséncia de
halo de inibicdo foi considerado indicativo que a substancia inibidora do teste
anterior € de origem protéica (tipo bacteriocina).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE BACTERIAS ACIDO LATICAS

ApoGs avaliagdo das coldnias desenvolvidas no agar, foram obtidos 186
isolados. Destes, 88 isolados apresentaram caracteristicas compativeis com BAL
(Gram-positiva e catalase negativa). Dos 88 isolados, 86 possuiam formato de
cocos e 2 caracterizados como cocos-bacilos.

No estudo de CASTRO et al. (2011) ao analisarem 14 tipos diferentes de
embutidos fermentados, isolaram 141 cepas com caracteristicas referentes as
BAL com formato de bastonete. Em outra pesquisa que objetivou isolar BAL de
carne crua fresca, foram obtidos 44 isolados de BAL (POTHAKOS et al., 2014).

3.2 ISOLADOS DE BAL PRODUTORES DE SUBSTANCIAS
ANTIMICROBIANAS

Dos 84 isolados de BAL utilizados neste estudo, 36 (43%) foram capazes de
inibir a multiplicacdo de Listeria monocytogenes Scott A, qguando avaliados pelo
teste spot-on-the-lawn e os halos de inibig&do variaram entre 1,2 a 6,2 mm.

Esse resultado foi superior ao encontrado por CASTRO et al. (2011), onde
verificaram 21 isolados, dentre 141 testados, com atividade antagonista frente a
Listeria innocua ATCC 33090.

3.3 ATIVIDADE BACTERIOCINOGENICA DOS ISOLADOS DE BAL

Através da técnica de difusdo em &agar, 8 isolados (22,2%) apresentaram
atividade bacteriocinogénica contra Listeria monocytogenes Scott A, formando
halos de inibicdo que variaram de 8,7 a 11,7 mm. Esta atividade pode ser devido
a producdo de peptideos antimicrobianos ou compostos semelhantes a
bacteriocinas, visto que a atividade foi mantida mesmo apds a neutralizacéo e
tratamento térmico do SLC.

Esse resultado foi superior ao encontrado por CASTRO et al. (2011), onde
somente 3 isolados mantiveram a atividade no SLC contra Listeria innocua ATCC
33090, de um total de 21 testados. BISCOLA et al. (2013), isolaram e
caracterizaram uma substéncia tipo bacteriocina a partir de amostras de charque.
Dentre 100 isolados com atividade antimicrobiana, somente 5 isolados
apresentaram acao bacteriocinogénica no SLC.

3.4 SENSIBILIDADE DO SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS AS ENZIMAS
PROTEOLITICAS

Dentre os 8 isolados que apresentaram atividade bacteriocinogénica contra
Listeria monocytogenes Scott A, 7 confirmaram que a substancia antagonista
tinha natureza protéica, demonstrando sensibilidade a, pelo menos, trés das
enzimas proteoliticas testadas (pepsina, a-quimotripsina e proteinase k).

No estudo de CASTRO et al. (2011), dentre 3 isolados testados, somente 1
apresentou sensibilidade as enzimas tripsina e proteinase k, considerando-se que
esse isolado era produtor de uma substancia tipo bacteriocina. Ja para BISCOLA
et al. (2013), dos 5 isolados que possuiam atividade antimicrobiana no SLC, 2
isolados apresentaram sensibilidade a enzimas proteoliticas, revelando a
natureza proteica da substancia inibidora, apoiando a hip6tese da producéo de
substéancia tipo-bacteriocina.

4. CONCLUSOES
Neste trabalho obteve-se resultados positivos, pois foi possivel obter uma
substancia antimicrobiana tipo bacteriocina a partir de bactérias acido-laticas
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isoladas de carne ovina. Por isso, esses resultados apontam para um futuro
promissor na obtengdo de substancias antimicrobianas e sua possivel utilizacéo
na bioconservacao de alimentos.
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