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RESUMO

O envolvimento das bactérias lacticas em processos de biopreservacao
alimentar é reconhecido devido ao facto de estas serem produtoras de uma
variedade de compostos antimicrobianos tais como, acido lactico, didéxido de
carbono, &cido acético, élcool e bacteriocinas. Nos ultimos anos, grande parte
dos estudos realizados sobre biopreservagao tiveram como alvo principal as
bacteriocinas. O facto de as bacteriocinas ndo provocarem alteracdes sensoriais
indesejaveis nos alimentos e terem atividade especifica contra determinados
agentes patogénicos e deteriorantes tem aumentado o interesse da industria
alimentar sobre a potencial utilizagdo destes compostos, por exemplo, na

substituicdo de conservantes sintéticos.

Neste estudo foram aplicadas metodologias para o isolamento, purificacdo e
identificacdo de bactérias lacticas a partir de culturas microbianas obtidas de
alimentos. Posteriormente as bacteriocinas identificadas foram avaliadas quanto
a sua atividade antimicrobiana e espectro de acdo. Por fim foram caracterizadas
quanto a sua estabilidade e outras caracteristicas fisico-quimicas relevantes

para a sua potencial utilizac&o.

Bactérias isoladas, a partir de 5 amostras de alimentos diferentes, foram
identificadas como estirpes de Lactobacillus brevis e Lactobacillus plantarum. As
bacteriocinas produzidas por estas estirpes foram caracterizadas como péptidos
de baixo peso molecular, com uma grande estabilidade térmica, acao inibitéria
praticamente independente do pH, uma elevada estabilidade perante diferentes
tipos de agentes quimicos e demonstraram ser ativos contra um elevado niamero
de espécies de Listeria spp., sendo o seu mecanismo de acdo aparentemente

litico.

Apesar de ainda serem necessarios estudos complementares relativamente a
caracterizacdo das bacteriocinas e suas estirpes produtoras, as carateristicas e
propriedades das diferentes bacteriocinas isoladas sugerem uma potencial
utilizacao na area alimentar nomeadamente enquanto agentes com influéncia na
estabilidade microbiana, e muito em particular com acdo na inibicdo do

desenvolvimento de Listeria spp..



ABSTRACT

The involvement of lactic acid bacteria in food biopreservation is recognized by
the fact that they are producing a variety of antimicrobial compounds such as
lactic acid, carbon dioxide, acetic acid, alcohol and bacteriocins. In recent years,
most studies on biopreservation had bacteriocins as main target. The fact that
the bacteriocins would not result in undesirable sensory changes in food and
having specific activity against certain pathogenic and spoilage agents has
increased the interest of the food industry on the potential use of these

compounds, for example, the replacement of chemical preservatives.

In this study, lactic acid bacteria producing bacteriocins were isolated from
microbial cultures obtained from food and biochemically identified. Bacteriocins
produced by those strains were evaluated for their antimicrobial activity and
spectrum of inhibitory activity. Finally were characterized as to their stability and

other physical and chemical characteristics relevant to their potential use.

Bacteria isolated from 5 different food samples were identified as Lactobacillus
brevis and Lactobacillus plantarum. The bacteriocins produced by these strains
were characterized as low molecular weight peptides, with a high thermal
stability, inhibitory action with very low pH dependency, high stability towards
different types of chemical agents and demonstrated to be active against a large

number of Listeria spp. species, apparently with lytic action mechanism.

Although still needed further studies regarding the characterization of
bacteriocins and their producer strains, the characteristics and properties of
different isolated bacteriocins suggest a potential use in the food area such as
agents that influence the microbial stability, and in particular with action in
inhibiting development of Listeria spp..
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1. INTRODUCAO

1.1. Bactérias acido-lacticas e as suas propriedades antimicrobianas

A deterioracdo de um produto alimentar é caracterizada por qualquer alteracao
que neste ocorra e que o torne inaceitavel para o consumidor a partir de um
ponto de vista sensorial e de salubridade (Nychas et al., 2008). Estas alteracdes
podem ser expressas através de danos fisicos, alteracdes quimicas (oxidacao,
mudancas de cor) ou aparecimento de sabores e odores resultantes do

metabolismo e crescimento microbiano no produto (Gram et al., 2002).

A causa mais comum de deterioracdo dos alimentos é a de origem
microbiolégica. A presenca de alguns microrganismos, nomeadamente 0s
patogénicos e deteriorantes, em alimentos prontos para consumo pode, além de
reduzir o tempo de prateleira, causar doencas de origem alimentar (intoxicagdes
ou toxinfecdes) pondo em risco a saude do consumidor (Gram et al., 2002;
Rahman & Kang, 2009).

Para garantir a conservacdo dos alimentos e a saude do consumidor, o
fabricante/fornecedor deve empregar procedimentos eficazes para prevenir
possiveis contaminacdes, principalmente de origem microbiana. A
biopreservacdo constitui uma boa alternativa tecnologica para a producédo de
alimentos uma vez que, aumenta o tempo de vida Util e reforca a seguranca dos
produtos através da aplicacdo de microrganismos com acgado antimicrobiana.
Desta forma também é possivel diminuir o uso de conservantes sintéticos o que
torna o produto alimentar mais competitivo. (Deegan et al., 2006; Devlieghere et
al., 2004; Quintavalla & Vicini, 2002).

s

Desde os tempos mais remotos € reconhecido o envolvimento de bactérias
lacticas em processos de biopreservacao alimentar e, provavelmente foi um dos
primeiros meios, utilizados pelo ser humano, para a conservagao de alimentos
(Guerreiro et al., 2014).



O conceito de bactéria acido-lactica (LAB) como grupo de microrganismos foi
desenvolvido durante o século XX. A interacdo das LAB na conservagdo de
alimentos suscitou bastante interesse na comunidade cientifica e constituiu um
contributo significante para Pasteur no desenvolvimento do estudo da
fermentacao acido-lactica (Saranraj et al., 2013). A primeira cultura pura destas
bactérias, na época designada por Bacterium lactis, foi obtida por Lister em 1873.
No entanto foi Beijerinck, em 1901, quem descreveu pela primeira vez este grupo
bacteriano baseado na sua capacidade de fermentacédo e coagulacédo do leite
(Liu et al., 2014; Stiles & Holzapfel, 1997).

As bactérias acido-lacticas caracterizam-se como bacilos ou cocos geralmente
imoveis, Gram-positivas, nao-esporuladas, catalase e oxidase negativas,
resistentes em meios acidos. O seu pH e temperatura 6tima de crescimento
podem variar entre 4.0 e 4.5, e entre os 30°C e os 42°C. Preferencialmente
realizam a fermentacdo em aerobiose, porém também séo capazes de o fazer
em ambientes anaerdbios (anaerdbias facultativas). Utilizam os acUcares como
fonte primordial de energia sendo o &acido lactico o principal produto da
fermentacao (Ali, 2010; Sabo et al., 2014; Siamansouri et al., 2013; Todorov &
Franco, 2010).

Encontram-se amplamente distribuidas na natureza, sendo comumente
encontradas em alimentos (lacticinios, carnes e vegetais), solos, plantas e em
seres humanos e animais (cavidade oral, trato respiratorio, trato gastrointestinal
e urogenital) (Lee & Paik, 2001; Lépez-Diaz et al., 2000; Sun et al., 2014).

Estas bactérias constituem um grupo bastante heterogéneo ao qual pertencem
11 géneros, Carnobacterium, Enterococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Weissella, Lactococcus e

Lactobacillus sendo este ultimo, o género mais estudado (Sabo et al., 2014).

Uma vez que as bactérias lacticas estdo presentes de forma natural em diversos
alimentos como constituintes da sua flora endégena e devido ao facto de a
maioria dos géneros, pertencentes a este grupo, ndo apresentarem riscos para
a salude humana estas sao geralmente reconhecidas como sendo seguras pela
FDA (GRAS - generally recognized as safe) e pela EFSA (QPS - Qualified



presumption of safety) (Guerreiro et al., 2014; Lee & Paik, 2001; Saranraj et al.,
2013; Yang et al., 2012).

A nivel industrial, entre outras aplicacdes, destacam-se 0s probidticos, muito
conhecidos pelos seus beneficios para a saude humana (Ali, 2010) e as culturas
starter (Sankar et al., 2012 ). Estas culturas sdo adicionadas diretamente no
alimento aquando da sua confecado e intervém nos processos fermentativos de
alimentos e bebidas, exercendo relevantes papéis na producdo de alimentos
como o vinho, iogurtes, carnes processadas etc. As suas funcdes nado se
restringem ao envolvimento no processo produtivo, desempenhando por vezes
um papel importante, ndo s a nivel organolético mas também, na estabilidade
microbioldgica e conservacao dos produtos (Guerreiro et al., 2014; Noonpakdee
et al., 2003; Todorov & Dicks, 2004) pois, além de serem capazes de sobreviver
por longos periodos de tempo sem alterar a qualidade do produto alimentar onde
se encontram, exercem atividade antimicrobiana contra agentes patogénicos e
deteriorantes de alimentos (Cotelo et al., 2013; Galvez et al., 2007; Noonpakdee
et al., 2003).

Esta capacidade de biopreservacdo deve-se ao facto de as LAB serem
produtoras de uma variedade de compostos antimicrobianos tais como, acido
lactico que, como referido anteriormente, constitui o principal produto da
fermentacdo homolactica, ou dioxido de carbono, &cido acético e/ ou alcool,
produtos resultantes da fermentacao heterolactica e ainda, da producédo de
bacteriocinas (Ali, 2010; Todorov & Dicks, 2004; Todorov & Franco, 2010).

Nos ultimos anos, grande parte dos estudos realizados sobre biopreservacao
tiveram como alvo principal as bacteriocinas. Estes incidiram fundamentalmente
na sua detecdo, producédo, purificacdo, mecanismo de acdo, caracterizagao
bioquimica, propriedades bactericidas contra agentes patogénicos,

microrganismos alvo e possiveis aplicacdes em alimentos (Vasquez et al., 2009).

Além disso, o facto de as bacteriocinas ndo provocarem alteragbes sensoriais
indesejaveis nos alimentos e terem atividade especifica contra determinados

patogénicos tem aumentado o interesse da industria alimentar sobre a potencial



utilizacdo destes compostos em substituicdo aos conservantes sintéticos
(Gaamouche et al., 2014; Hajikhani et al., 2007).



1.2. Bacteriocinas

Por definicdo, bacteriocinas sdo pequenas proteinas ou péptidos com atividade
antimicrobiana, produzidas tanto por bactérias Gram positivas como por
bactérias Gram negativas, sintetizadas nos ribossomas das células bacterianas
e libertadas para o meio extracelular tendo acéo bactericida ou bacteriostatica
sobre o microrganismo alvo (Galvez et al., 2007; Karpinski & Szkaradkiewicz,
2013; Sabo et al., 2014; Todorov et al., 2007).

As caracteristicas de cada bacteriocina dependem da bactéria produtora que,
naturalmente, € imune a sua propria bacteriocina (s). Contudo o seu espectro de
acdo antimicrobiano pode variar dependendo da bactéria alvo, podendo ser
ativas contra bactérias de espécies geneticamente relacionadas (espectro de
acao reduzido) ou contra bactérias pertencentes a outros géneros (espectro de
acao alargado) (Cotter et al., 2005; Digaitiene et al., 2012; Mills et al., 2011).

O primeiro registo sobre “bacteriocinas” foi datado em 1925 por André Gratia
gquando este comprovou que uma substancia antimicrobiana produzida por
Escherichia coli, atualmente conhecida por colicina e assim denominada em
alusdo ao microrganismo produtor, apresentava atividade bactericida contra
outras estirpes de E. coli (Cotter et al., 2005; Sabo et al., 2014). Posteriormente
os estudos desenvolvidos com esta bacteriocina demonstraram ser importantes
pois permitiram o desenvolvimento de métodos bésicos, atualmente utilizados
para detecdo e isolamento de outras bacteriocinas (Chen & Hoover, 2003;
Karpinski & Szkaradkiewicz, 2013; Lima & Filho, 2005).

Em 1928 a observacdo de um efeito inibitério, que algumas estirpes de
Lactococcus spp. tiveram no crescimento de outras bactérias lacticas, despertou
um crescente interesse pela descoberta da origem de tal fenémeno. Cinco anos
mais tarde, constatou-se que o efeito inibitério era provocado por uma substancia
de origem proteica produzida pela bactéria responsavel pela inibicdo (Cotter et
al., 2005; Nes et al., 1996; Sabo et al., 2014).

Em 1947 Mattick e Hirsh, concentraram a partir de uma estirpe de Lactococcus
lactis subsp. lactis, uma bacteriocina, denominada nisina que so foi purificada e

comercializada, pela primeira vez, em 1953 em Inglaterra. O termo “bacteriocina”
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foi entdo proposto para designar péptidos antimicrobianos produzidos por
microrganismos (Reeves, 1965). Em 1969, a nisina foi considerada segura para
a saude humana, pela Food and Agriculture Organization/ World Helth
Organization Expert Committee on Food Aditives, e desde entéo foi aprovada
para uso alimentar em mais de 60 paises (Cotter et al., 2005; Delves-Broughton
et al., 1996; Sankar et al., 2012 ).

Na década de 80 esta bacteriocina foi adicionada a lista de aditivos alimentares
europeia, com o numero E234, e aprovada pela Food and Drug Agency (FDA)
para uso na producdo de queijos fundidos e pasteurizados, requeijao, leite e
derivados (Collins et al., 2010; Karpinski & Szkaradkiewicz, 2013).

Hoje em dia, a nisina € uma bacteriocina amplamente estudada e a mais utilizada
como conservante alimentar. Esta bacteriocina € um péptido formado por 34
aminoéacidos, com peso molecular inferior a 5 KDa existente em duas variantes,
a nisina A e a nisina Z cuja diferenca € o aminoacido na posi¢do 27. Na nisina A
este amino&cido € a histidina e na nisina Z € a asparagina. A nisina é bastante
estavel até 121°C, contudo se a exposi¢cao ao calor for muito prolongada esta
acaba por ser inativada, especialmente entre pH 5 a 7. Geralmente as estirpes
produtoras desta bacteriocina séo isoladas a partir de lacticinios, alguns vegetais
e produtos carneos fermentados (Noonpakdee et al., 2003; Siamansouri et al.,
2013).

A nisina tem atividade contra microrganismos Gram positivos, como por
exemplo, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Clostridium botulinum, que sdo conhecidos como responsaveis pela causa de
diversos surtos de origem alimentar (Karam et al., 2013; Martin-Visscher et al.,
2011; Zacharof & Lovitt, 2012). A sua atividade antimicrobiana contra a L.
monocytogenes é um fator muito relevante no que respeita ao seu uso na
industria alimentar, pois este agente patogénico, além de ser conhecido como
habitual contaminante de produtos alimentares é responsavel por uma doenca
de origem alimentar denominada listeriose (Guerreiro et al., 2014). A listeriose,
em individuos adultos saudaveis apenas causa sintomas como febre, dores
musculares, nauseas e diarreia, contudo, em criancas, idosos, gravidas e

doentes imunodeprimidos esta constitui uma doenca grave que em muitos casos



pode ser mortal (Elinav et al., 2014; Hernandez-Milian & Payeras-Cifre, 2014;
Silk et al., 2014).

Normalmente a nisina ndo tem acéo inibitéria contra microrganismos Gram
negativos. Isto da-se porque a parede celular das bactérias Gram-negativas atua
como uma barreira de permeabilidade celular e impede que a nisina atinja a
membrana citoplasmatica. No entanto, estudos comprovam que quando a nisina
é utilizada em simultdaneo com agentes quelantes (p. ex. EDTA) ou tensoativos
(p. ex. SDS) estes podem desestruturar a parede, deixando a membrana celular
exposta a acdo da bacteriocina (Abriouel et al., 2001; Martin-Visscher et al.,
2011; Samelis et al., 2005).

As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas, devido as suas
caracteristicas, sdo as de maior interesse para futura utilizacdo na industria
alimentar e foram classificadas pela primeira vez por Klaenhammer em 1993 que
as agrupou em quatro classes distintas de acordo com suas caracteristicas
bioguimicas e genéticas (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2013).

Porém, com o isolamento e caracterizacdo de novas bacteriocinas, outras
classificacBes foram propostas, destacando-se as classificacfes elaboradas por
Cleveland (2001), Cotter (2005), Heng (2007) e respetivos colaboradores pois
sdo as mais utilizadas e citadas em varios estudos até agora realizados
(Guerreiro et al., 2014; Karpinski & Szkaradkiewicz, 2013; Nishie et al., 2012;
Perez et al., 2014; Sabo et al., 2014; Zacharof & Lovitt, 2012). Assim as
bacteriocinas provenientes de bactérias Gram positivas podem ser classificadas
da seguinte forma (Cleveland et al., 2001; Cotter et al., 2005; Heng et al., 2007):

Classe | — denominam-se lantibiéticos, sdo compostos por péptidos termo
estaveis de baixo peso molecular (<5 kDa, com aprox. 19 a 38 aminoacidos),
caracterizados pela presenca incomum de aminoacidos como a lantionina e [3-
metilantionina. Esta classe esta subdividida em duas subclasses (la e Ib),

conforme a sua estrutura quimica e atividade antimicrobiana.

A subclasse la, que inclui a nisina (principal representante desta classe), é
composta por péptidos lineares e flexiveis, catidnicos e hidrofébicos que agem

pela despolarizacdo de membrana formando poros na membrana citoplasmatica.
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A subclasse Ib € composta por péptidos globulares com carga neutra ou
negativa, que tem como mecanismo de acao a interferéncia no metabolismo

celular através de reacdes enzimaticas.

Classe Il — denominam-se nao lantibidticos. S&o péptidos hidrofébicos, termo
estaveis de peso molecular inferior a 10 kDa (aprox. 37 a 48 aminoacidos) e
constituem a maior classe de bacteriocinas sendo comumente divididos em trés

subclasses:

A subclasse lla apresenta péptidos anti-Listeria com sequéncia de aminoacidos
YGNGV (tirosina, glicina, asparagina, glicina e valina) na extremidade N-
terminal. S&o exemplos: pediocina PA-1, sakacinas A e P, leucocina A,
mesentaricina Y105, entre outras.

A subclasse llb contém bacteriocinas compostas por dois péptidos diferentes,

gue atuam em sinergia. S&o exemplos: lactacina F, lactococcina G e M.

A subclasse llc apresenta péptidos, que requerem residuos de cisteina reduzida
para se tornarem ativos (p. ex. lactococcina B e carnobacteriocina A).
Classificacbes mais recentes referem que esta classe apenas reune as

bacteriocinas da classe Il que ndo pertencem a subclasse lla ou llb.

Classe lll — Este grupo é constituido por péptidos termolabeis com peso
molecular superior a 30 kDa. S&o exemplos, helveticina J, acidofilina A e

lactacinas A e B.

Classe IV — Sado bacteriocinas complexas que contém, na sua estrutura, uma
fracdo proteica e porcdes de hidratos de carbono ou lipidos. Contudo, Cleveland
e seus colaboradores sugerem que estas bacteriocinas sdo artefactos da

purificacdo parcial e ndo deveriam constituir uma classe (Cleveland et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, as bacteriocinas sao sintetizadas nos
ribossomas das células bacterianas e libertadas para o meio extracelular tendo

acgdo antimicrobiana sobre o microrganismo alvo.



Piard e Desmazeaud sugeriram que a biossintese de bacteriocinas Gram
positivas ocorre entre o final da fase exponencial e inicio da fase estacionaria do

desenvolvimento bacteriano (Gillor et al., 2008; Piard & Desmazeaud, 1992).

Segundo Drider e seus colaboradores (Drider et al., 2006) para haver producgéo
e secrecao de bacteriocinas sdo necessarios pelo menos quatro genes, sendo
estes: o gene estrutural da bacteriocina, que codifica uma pré-bacteriocina; o
gene que confere imunidade, este codifica uma proteina de imunidade que
protege a bactéria produtora da sua propria bacteriocina; um gene que codifica
um transportador ABC (cassete de ligacdo ao ATP) necessario para secrecao; e
um gene que codifica uma proteina assessora da funcdo continua também
necessaria para a secrecdo. No entanto, fatores como pH, temperatura, tempo
de incubacédo, nutrientes, infecdo da célula por bacteriéfago e presenca de
microrganismos competitivos no meio, entre outros, podem interferir na producao
de bacteriocina (Galvez et al., 2007; Sabo et al., 2014).

Em relacdo ao modo de acdo das bacteriocinas, tém sido propostos diferentes
mecanismos. Estes dependem diretamente de fatores relacionados com a
espécie bacteriana e as suas condi¢des de crescimento, quantidade utilizada e
até o seu grau de purificacdo (Chen & Hoover, 2003; Sabo et al., 2014).
Particularmente, a acdo pode promover um efeito bactericida (com lise celular,
ou sem lise celular - inibicdo da sintese de compostos essenciais a sobrevivéncia
da célula) sendo este letal para a célula alvo ou bacteriostatico, apenas
impedindo a multiplicacéo celular (Cintas et al., 2001; Devlieghere et al., 2004;
Sabo et al., 2014).

Geralmente as bacteriocinas atuam ao nivel da membrana citoplasméatica em
duas fases distintas. A primeira fase consiste na adsor¢cédo da bacteriocina aos
recetores, especificos e nédo especificos, da membrana celular da bactéria alvo.
Na segunda fase da-se a inser¢cdo da bacteriocina na membrana. Ocorre a
dissipacdo da forca protonica (quimiosmose) que conduz a modificacdes no
potencial da membrana e no gradiente de concentragéo do i&o hidrogénio (H*).
Estas modificacdes, originam a formacéo de poros ha membrana citoplasmatica

provocando a saida de alguns compostos e/ou impedem a produgdo de ATP



necessarios para sintese proteica comprometendo, assim, a viabilidade da célula
(Ghrairi et al., 2012; Lima & Filho, 2005; Nishie et al., 2012).

Tal como na producao, a eficicia das bacteriocinas pode ser igualmente afetada.
A presenca de microrganismos resistentes a bacteriocina ou o elevado o nivel
de contaminacdo do alimento podem diminuir a atividade deste composto
antimicrobiano impedindo a sua acdo contra o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos ou deteriorantes. Também, a presenca de enzimas
proteoliticas, a ocorréncia de rea¢des de oxidacao-reducédo, a interagdo com 0s
componentes da matriz alimentar (p. ex. lipidos, proteinas, conservantes, pH),
as restricdes de difusdo, devido a alta concentracdo de sal e a presenca de
nitratos e nitritos e baixa atividade de &gua, que pode levar a distribuicdo
inadequada da bacteriocina em todo o produto alimentar, sao fatores que podem
contribuir para a diminuicdo da atividade antimicrobiana (Devlieghere et al.,
2004; Galvez et al., 2007; Sabo et al., 2014).

Gracas ao seu reconhecido envolvimento na biopreservacdo de produtos
fermentados e ao uso comercial da nisina, as bacteriocinas produzidas por
bactérias lacticas, tém atraido muito a atencdo da comunidade cientifica nos
altimos anos. Além disso, as bacteriocinas produzidas pelas LAB oferecem
outras propriedades que as tornam adequadas para 0 uso ha conservacao de
alimentos: sao reconhecidas como substancias seguras (GRAS); o seu espectro
de acdo contra agentes patogénicos de origem alimentar e bactérias
deteriorantes é relativamente alargado; sdo normalmente tolerantes a uma gama
alargada de temperatura e pH; ndo tem atividade em células eucarioticas;
tornam-se inativas por acdo das protéases, tendo pouca influéncia sobre a flora
microbiana intestinal; ndo apresentam resisténcia cruzada com os antibiéticos;
podem ser manipuladas geneticamente através da insercdo em plasmideos
(Cotter et al., 2005; Gélvez et al., 2007; Yang et al., 2012).
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1.3. Relevancia das bacteriocinas na indudstria alimentar e suas

aplicabilidades

Apesar do desenvolvimento tecnoldgico, a preservacdo de alimentos ainda é
uma questdo em debate, ndo s6 para os paises em desenvolvimento (onde a
implementacdo de tecnologias de conservacdo de alimentos é claramente

necesséaria) mas também para a industrializacdo mundial (Galvez et al., 2007).

Atualmente, os produtos alimentares sdo selecionados por consumidores cada
vez mais preocupados com a saude, exigentes e mais despertos para niveis de
qualidade elevado. A procura de produtos com propriedades benéficas, ndo sé
a nivel nutricional mas também ao nivel da seguranca alimentar é cada vez mais
frequente (Digaitiene et al., 2012; Mills et al., 2011).

A diminuicdo de perdas econdmicas devido a deterioracdo dos alimentos, a
reducdo dos custos de processamento e a satisfacdo dos consumidores na
procura de alimentos seguros, minimamente processados, livres de aditivos
sintéticos, ricos em nutrientes e vitaminas e que mantenham as suas
propriedades organoléticas, sdo os principais desafios para a industria alimentar
atual (Galvez et al., 2007).

Notavelmente, as bacteriocinas e outros péptidos bioativos tém um enorme
potencial para contribuir para o cumprimento de varios desses requisitos, nao so
ao nivel da seguranca alimentar pela sua capacidade de biopreservacdo, como
referido anteriormente, mas também pela sua influéncia na saidde humana. De
acordo com Pritchard e colaboradores (Pritchard et al., 2010), existem péptidos
bioativos com um impacto positivo sobre as funcdes corporais que englobam
numerosas atividades bioldgicas, incluindo processos hormonais, neuroldgicos,

gastrointestinais, entre outros.

No estudo “New Developements and Applications of Bacteriocins and Peptides
in Foods” (Mills et al., 2011) os autores, além de exporem diversas aplicacdes
inovadoras das bacteriocinas a nivel alimentar, enfatizam o uso de péptidos
bioativos na promocdo da saude atravées de uma variedade de atividades
bioldgicas que estes péptidos podem exercer, por exemplo, na reduc¢ao do risco

de contrair doencas cardiovasculares ou na prevengdo de doencas
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cancerigenas. Afirmam ainda que estas atividades podem ser tdo diversas que

conseguem reproduzir efeitos semelhantes aos de alguns farmacos.

As bacteriocinas diferem dos antibiéticos quanto a sua sintese, modo de acdo,
espectro de inibicdo, toxicidade e mecanismos de resisténcia (Chen & Hoover,
2003; Hassan et al.,, 2012). Tecnicamente, antibidéticos sdo metabolitos
secundarios sintetizados por enzimas que apresentam aplicacao clinica. No caso
das bacteriocinas, estas sé@o proteinas sintetizadas no ribossoma, utilizadas na
industria alimentar para promover a bio preservacdo de produtos alimentares
através da inibicdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes. Até a data
as bacteriocinas ndo sao aplicadas em tratamentos clinicos. Se estas fossem
consideradas antibiéticos, ndo poderiam ser usadas em alimentos, ja que o uso
de antibiéticos em produtos alimentares é proibido (Cleveland et al., 2001;
Hassan et al., 2012; Joerger, 2003).

De acordo com a FDA, os compostos antimicrobianos “naturais” sé devem ser
aplicados, como conservantes alimentares, se forem produzidos por
microrganismos GRAS. Uma vez que muitas espécies de bactérias lacticas,
produtoras de bacteriocinas, apresentam esse status, estas tém despertado

grande interesse no contexto preservacao (Cotter et al., 2005; Yang et al., 2012).

Atualmente existe uma ampla cole¢cdo de bacteriocinas que tém sido
investigadas como potenciais agentes antimicrobianos para utilizacdo na
industria alimentar, contudo, além da nisina apenas mais duas bacteriocinas
estdo disponiveis comercialmente. Ambas produzidas por Pediococcus ssp., sdo
pediocinas usadas em processos de fermentagao, designadas por ALTA 2351®
(pediocina PA-1) e ALTA 2341®. De referir que a ALTA 2341® € uma pediocina
produzida pela Quest International (Sarasota, Florida) a partir de P. acidilactici e
por apresentar uma boa atividade contra L. monocytogenes, o fabricante

solicitou a sua aprovacao pela FDA (Mills et al., 2011; Sabo et al., 2014).

A busca de bacteriocinas que apresentem resultados semelhantes ou superiores
aos da nisina continua, acreditando-se que outras bacteriocinas possam ser
exploradas e utilizadas com sucesso em alimentos e diversas aplicacdes

criativas e comercialmente importantes. No entanto, € necessario, em primeiro
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lugar, compreender a biologia das bacteriocinas (Cotter et al., 2005; Lee & Palik,
2001; Sabo et al., 2014).

Foi criada uma base de dados, denominada Bactibase ("Bactibase - database
dedicated to bacteriocins," 2015), projetada para compilar a caracterizagéo das
bacteriocinas que vao sendo identificadas e caracterizadas. A informacéo nesta
contida € de muito facil acesso e permite uma previsédo rapida da relacéo
estrutura/funcdo e organismo alvo destes péptidos facilitando a exploragcédo da
sua atividade bioldgica nos diferentes sectores. O nimero de entradas continua
a crescer e atualmente (Novembro de 2015) contém cerca de 229 sequéncias
de bacteriocinas na sua maioria produzidas por bactérias Gram-positivas,
particularmente de LAB (Nishie et al., 2012).

Visto que as LAB se encontram amplamente distribuidas na natureza, estas
podem ser encontradas em alimentos como, carne e produtos carneos
fermentados, lacticinios, peixe, bebidas alcodlicas, saladas, ovo-produtos,
produtos de pastelaria, alimentos enlatados e vegetais fermentados. De facto, a
maioria das LAB produtoras de bacteriocinas, atualmente conhecidas, foram
isoladas a partir destas matrizes alimentares (Deegan et al., 2006; Galvez et al.,
2010). Galvez e colaboradores (Galvez et al., 2010) sugerem que para garantir
a seguranca microbiolégica de um produto, este deve ser inoculado com a LAB
qgue deste foi isolada, uma vez que consideram que estas se apresentam mais

adaptadas ao meio.

As bacteriocinas podem ser introduzidas nos alimentos via ex situ — adi¢ao direta
da bacteriocina; ou via in situ — através da inoculacdo direta com uma estirpe
produtora de bacteriocina sob condicbes que favorecem a producdo do

composto antimicrobiano.

No primeiro caso, a bacteriocina pode ser obtida e aplicada de duas formas: (i)
a bacteriocina é submetida a um processo que permite separa-la do
sobrenadante onde se encontra e de outros metabolitos excretados pela estirpe
produtora. Findo todo o processo a bacteriocina pode ser adicionada diretamente
ao alimento sob a forma purificada ou parcialmente purificada (p. ex. E234); (ii)
ser adicionada sob a forma de um ingrediente concentrado, resultante da

fermentacdo de uma cultura produtora (p. ex. ALTA 2351). E importante referir
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gue ambas as aplicacbes exigem, do ponto de vista legislativo, a aprovacéo

especifica como conservante alimentar.

No segundo caso, a estirpe produtora € adicionada diretamente como uma
cultura starter e a bacteriocina € produzida no alimento. Quando utilizada desta
forma, a estirpe produtora deve ser capaz de realizar o processo de fermentacéo
desejado e, ainda, produzir bacteriocina em quantidades suficientes para exercer
a sua acao (Cotter et al., 2005; Galvez et al., 2007; Mills et al., 2011).

Segundo Géalvez e colaboradores (Gélvez et al., 2007), a producdo de
bacteriocina via in situ oferece mais vantagens em relacéo a producédo ex situ no

que refere a aspetos econdémicos e legais.

Com o acumular de trabalhos realizadas nos ultimos anos, tem sido demonstrado
gue as bacteriocinas tem um bom potencial na biopreservacao alimentar, quer
estas sejam utilizadas isoladamente, quer sejam utilizadas em conjunto com

outros métodos de conservacao.

Estudos comprovam que muitas bacteriocinas demonstraram ter um efeito mais
eficaz quando utilizadas em sinergia com outros agentes antimicrobianos (p. ex.
NaCl, acidos organicos, agentes quelantes, 6leos essenciais e outras
bacteriocinas) (Géalvez et al., 2007; Martin-Visscher et al., 2011; Mills et al.,
2011). Um bom exemplo desta relacéo € a nisina, que tem maior eficacia contra

bactérias Gram negativas, quando utilizada em conjunto com o EDTA.

A possibilidade de manipular geneticamente as LAB produtoras de bacteriocinas,
também tem despertado grande interesse na comunidade cientifica (Lee & Palik,
2001; Nes et al., 1996). Mills e seus colaboradores (Mills et al., 2011) salientam
gue a bioengenharia pode ser explorada no sentido de melhorar a solubilidade e
a estabilidade das bacteriocinas, aumentar o espectro de inibicdo e a atividade
antimicrobiana. A natureza dos genes que codificam as bacteriocinas faz destas
moléculas antimicrobianas as candidatas ideais para aplicacdo de estratégias de
bioengenharia. Assim, podem ser geradas, através de mutacdes ou juncdes

genéticas, “novas” bacteriocinas com propriedades mais desejaveis.

Outra aplicacdo interessante das bacteriocinas tem a ver com a sua adsorcgéo

em peliculas para uso alimentar (Mills et al., 2011). Galvez e colaboradores
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(Galvez et al., 2007) destacam que as bacteriocinas poderdo se utilizadas no
desenvolvimento de embalagens bioativas. As embalagens tradicionais
proporcionam suporte mecéanico e protecdo contra influéncias fisicas externas,
contudo ndo tem uma interacdo ativa na conservacdo dos alimentos. Pelo
contrario, as embalagens bioativas devem ter a capacidade de interagir com o
alimento e/ou ambiente envolvente, inativando 0s microrganismos que se
encontram na superficie deste. O autor refor¢a ainda, que este sistema pode
oferecer oportunidades inovadoras para explorar todo o potencial destes

compostos antimicrobianos.

De um modo geral, as aplicacdes das bacteriocinas na conservacéao de alimentos
conferem varios beneficios e vantagens que satisfazem, nao s6 as necessidades
da industria alimentar, mas também as exigéncias do consumidor atual. Por isso,
importa produzir bens diferenciaveis com valor acrescentado. As adaptacdes das
tecnologias tradicionais a modernizacdo dos processos produtivos séo
perfeitamente aceitaveis e concilidveis, se ndo mesmo desejaveis. O seu limite

€ a manutencao da genuinidade dos produtos.

15



2. ENQUADRAMENTO DO TRABALHO REALIZADO

O presente projeto decorreu no laboratério “ Unidade de Microbiologia Aplicada
— UMA” na Escola Superior de Tecnologia e Gestao do Instituto Politécnico de
Viana do Castelo (ESTG) (laboratério acreditado, segundo a NP EN ISO
17025:2005, para andlises microbioldgicas de alimentos e 4guas).

2.1. Objetivo geral

Isolar estirpes produtoras de bacteriocinas, provenientes de amostras crio
preservadas e sua caracterizacdo em funcdo das condicdes de producdo da
bacteriocina e carateristicas bioquimicas, para aplicacdo futura em alguns

alimentos tornando-os mais seguros do ponto de vista alimentar.

2.2. Objetivos especificos

« Identificar, isolar e obter culturas puras de bactérias lacticas a partir de
culturas microbianas obtidas de alimentos;

« Avaliar a atividade antimicrobiana das bacteriocinas identificadas, bem como
0 seu espectro de acao;

« Caracterizar parcialmente as bacteriocinas isoladas em termos de
estabilidade e outras caracteristicas fisico-quimicas relevantes para a sua

potencial utilizacéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Rastreio de bacteriocinas a partir de culturas crio preservadas

As culturas analisadas foram obtidas a partir de amostras de diversos tipos de
alimentos, por crescimento em meio APT (Merck, Darmstadt, Germany), incubadas
durante 18 horas a 30°C e posteriormente crio-preservadas a -80°C com 20% (v/v)
de glicerol (Merck).

No total foram testadas 99 culturas. As culturas foram regeneradas,
ressuspendendo o pellet, obtido por centrifugacdo a 13000 rpm durante 10 minutos
(Mikro 20, Hettich, Germany), em 1mL de MRSB (Biokar Diagnostics, Beauvais,
France) e incubado durante 1 hora a 30°C.

Foram feitas diluicdes decimais em meio MRSB (Biokar) até 10°. Esta dilui¢do foi
plagueada por espalhamento em meio MRSA (Biokar), previamente preparado
segundo instru¢des do fabricante, e distribuido em placas de Petri (d = 90mm), e

incubadas a 30°C durante 48 horas.

Para cada cultura foram isoladas 4 a 5 colénias, de morfologia distinta. Cada

coldnia foi inoculada em 1mL de MRSB (Biokar) e incubada a 30°C durante a noite.

Foi obtido o CFS de cada cultura por centrifugacéo a 13000 rpm durante 10 minutos
(Hettich) e testada a sua atividade inibitéria como descrito em 3.2.

As culturas, cujo CFS apresentou poder de inibicdo, foram renovadas em MRSB
(Biokar) e incubadas a 30°C durante a noite. Posteriormente foram crio preservadas
a -80°C com 20% (v/v) de glicerol (Merck).
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3.2. Atividade inibitoria

A determinacéo da atividade inibitoria foi realizada através do método spot-on-the-
lawn, descrito por Stecchini e colaboradores (Stecchini et al., 1995), em placas de
Petri com meio TSA (Biokar) previamente inoculadas, por incorporagédo, com L.
monocytogenes B218 (estirpe selvagem, isolada de uma amostra alimentar,
colegdo UMA, Viana do Castelo, Portugal) com 10° UFC/mL e incubadas a 30°C

durante a noite.

3.3. Efeito de enzimas proteoliticas nas bacteriocinas

O CFS de cada cultura o.n. (18h, 30°C) foi obtido por centrifugagcdo a 13000 rpm
durante 10 minutos (Hettich) e foi tratado com tripsina 12mg/mL (Fluka, St. Louis,
Missouri, USA) e catalase 10mg/mL (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), com
uma concentracao final de 1mg/mL, como descrito por Guerreiro e colaboradores
(Guerreiro et al., 2014) e incubou-se a 37°C e 25°C, respetivamente, durante 2
horas. Findo o periodo de incubacdo efetuou-se uma inativacdo térmica das
enzimas a 100°C durante 3 minutos (MAXI-GENE, Stuart Scientific, Red Hill, UK) e
arrefecimento imediato em gelo. Para efeitos de controlo foi utilizado o CFS de cada

cultura sem tratamento enzimatico. O ensaio foi realizado em duplicado.

A atividade inibitéria dos CFS’s foi testada segundo descrito em 3.2.
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3.4. Caracterizacdo e ldentificacdo das bactérias acido lacticas (LAB)
produtoras da bacteriocina

3.4.1. Caracterizacdo Fenotipica e Morfoldgica

As LAB produtoras de bacteriocinas foram caracterizadas fenotipicamente através
do método da coloracédo de Gram, reacdo da Catalase utilizando H202 3% (Sigma)
e reacdo da Oxidase (Bactident Oxidase, Merck). Foram, ainda, analisadas quanto
a morfologia das células por microscopia 6tica a 100x (Nikon Eclipse 400, Japan).

3.4.2. ldentificagdo de LAB produtoras de Bacteriocinas

A identificacdo das LAB produtoras de bacteriocinas foi realizada através da
utilizacdo de galerias bioquimicas API 50 CHL (BioMerieux SA, Marcy-I' Etoile,
France), segundo as instrucdes do fabricante.

3.5. Espectro de acdo das bacteriocinas isoladas contra diferentes
estirpes bacterianas

Uma vez neutralizado o pH das culturas LAB com uma solugdo de NaOH 3 M
(Merck), foi obtido o CFS de cada cultura, por centrifugacdo a 13000 rpm durante
10 minutos (Hettich) e a sua atividade inibitoria foi medida através do método spot-
on-the-lawn, como descrito anteriormente. Para o efeito foram utilizadas placas de
Petri com meio TSA (Biokar) ou TSC (Biokar) no caso do C. perfringens,
previamente inoculadas, por incorporacdo, com culturas de estirpes bacterianas
Gram positivas (B. subtilis (ATCC 6633); S. aureus (ATCC 25923); E. faecalis
(ATCC 19433); B.cereus (ATCC 11778); C. perfringens (ATCC 13124); L.
plantarum B391; L. monocytogenes 4b (ATCC 13932); L. ivanovii B021; L. innocua
B020; L. monocytogenes B218 e 57 estirpes selvagens de L. monocytogenes
provenientes de amostras de alimentos) e Gram negativas (E. coli (ATCC 8739); P.
aeruginosa (ATCC 27853); Salmonella entérica (ATCC 13076)) (colecdo UMA,
Viana do Castelo, Portugal) com, aproximadamente, 10° UFC/mL e incubadas a
30°C durante 24 horas.
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A L. monocytogenes B218, inoculada nas mesmas condicdes, foi utilizada como
controlo na determinagdo da atividade anti microbiana. O presente ensaio foi

realizado em duplicado.

3.6. Influéncia de agentes fisicos e quimicos na atividade da bacteriocina

3.6.1. Estabilidade da bacteriocina quando exposta a diferentes
temperaturas

Obteve-se o CFS de cada cultura LAB, como descrito anteriormente, e tratou-se

termicamente a diferentes temperaturas, nomeadamente 44°C, 65°C, 80°C 100°C

(MAXI-GENE, Stuart Scientific) e 121°C (Sterilclav AES-28, Raypa, Barcelona,

Espanha), por periodos de 10 e 20 minutos e em duplicado. Foi medida a atividade

inibitéria através do método descrito em 3.2.

3.6.2. Efeito do pH na estabilidade da bacteriocina

Inocularam-se 50mL de MRSB (Biokar) com 1mL da cultura LAB a testar e incubou-
se a 30°C durante a noite.

Mediu-se o pH inicial (Orion 4 star, Thermo Scientific) e retirou-se amostra em
quadruplicado (1mL x 4). Acertou-se o pH a 5.0, 6.0, 7.0 e 8.0, retirando as
amostras entre cada acerto, como descrito anteriormente. Apos obtencédo do CFS
o mesmo foi sujeito a filtracdo estéril (Sterile Syringe Filter 0.2um, VWR, U.S.A)).
Dois tubos de cada amostra foram submetidos a tratamento térmico (121°C, 20 min;

Sterilclav AES-28, Raypa) e os restantes foram colocados a 4°C.

Efetuaram-se 11 diluigbes 1:2 sucessivas, mediu-se a atividade inibitéria de cada
suspensao, através do método descrito em 3.2.,, em UA/mL. As UA/mL foram
calculadas segundo descrito por Guerreiro e seus colaboradores (Guerreiro, et al.,
2014), em que estas foram definidas pela diluicdo onde n&o se observou nenhuma
zona de inibicdo, sendo calculadas segundo a formula: 2" x 100, em que n = n° da

diluicdo que n&o apresentou zona de inibig&o.
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3.6.3. Estabilidade da bacteriocina ao tratamento com detergentes e
agentes quimicos

Obteve-se e esterilizou-se por filtracdo (Sterile Syringe Filter 0.2um, VWR, U.S.A.)
o CFS de cada uma das culturas LAB. Em tubos distintos e em duplicado,
adicionou-se ao CFS, cada uma das seguintes solucdes: Triton (20%), Tween80
(20%), SDS (20%) por forma a obter uma concentracao final de 1% (p/v) e EDTA
(20%) para obter uma concentracao final de 2mM e incubou-se a 30°C durante 2
horas. Um tubo contendo apenas CFS foi submetido as mesmas condic¢des, de
tempo e temperatura, apenas para efeito de controlo.

De seguida foi testada a atividade inibitoria de cada proteina pelo método descrito
em 3.2.

3.7. Purificag&o parcial da bacteriocina

Inocularam-se 20mL de MRSB (Biokar) com 400ul da cultura fresca de LAB
produtora de bacteriocina e incubou-se durante a noite a 30°C. Foram pipetados
15mL do CFS obtido para um frasco e precipitada a proteina por adicdo de sulfato
de aménio a 70% (p/v) (Pronalab), permanecendo a 4°C até ao dia seguinte. O
precipitado foi recolhido e ressuspenso em 1.5mL (1% do volume inicial) de TAA
25mM, pH 6.5 (Acetato de aménio — PANREAC).

O total do volume foi depositado numa membrana de didlise (Sigma) e esta
submersa em TAA 25mM, pH 6.5, substituido varias vezes e mantido a 4°C até ao

dia seguinte.

O dialisado, sobrenadante contendo proteina parcialmente purificada, foi
esterilizado por filtragdo (Sterile Syringe Filter 0.2um, VWR), testado quanto a sua

atividade inibitéria em UA/mL como descrito anteriormente e conservado a 4°C.

Este procedimento foi realizado para cada uma das culturas de LAB produtoras das
bacteriocinas em estudo, nomeadamente B1271, B1272, B1273, B1275 e B1276.
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3.8. Modo de acéo da bacteriocina

Este procedimento foi adaptado do método descrito por Mardones e Venegas
(Mardones & Venegas, 2000), em que a partir de uma cultura o.n. de L.
monocytogenes B218 com 18 horas de incubacao a 37°C, realizaram-se diluigcbes
decimais e a suspensdo com 107 UFC/mL foi espalhada, com o auxilio de uma
zaragatoa, em placas com meio ALOA (Oxoid, Basingstoks, Hants, England)
previamente preparado segundo instru¢cdes do fabricante.

Foi colocado por spot-on-the-lawn 10uL de cada proteina parcialmente purificada,
obtidas como descrito em 3.8, nas placas com ALOA. Para efeito de controlo
colocaram-se, também, spot’s com Nisina 20000UA/mL (Singma), MRSB (Biokar)
e TAA 25mM, pH 6.5 (Acetato de amonio - PANREAC). Apds secagem durante

aproximadamente 30 minutos, as placas foram a incubar a 30°C durante 48 horas.

3.9. Analise eletroforética da proteina parcialmente purificada por Tricina
SDS-PAGE

As bacteriocinas parcialmente purificadas foram separadas por electroforese em
gel de Tricina SDS-PAGE. Este gel, composto por trés camadas (empacotamento,
intermédio e separacdo), foi preparado conforme descrito por Schagger & von
Jagow (Schéagger & von Jagow, 1987), utilizando o sistema vertical Blue vertical

100, Serva Electrophoresis (Heidelberg, Germany).

As amostras foram preparadas adicionando NR-Sample Buffer (glicerol a 30% (w /
V), 12% de SDS (w/ V), 1% azul de Coomassie G-250 (Serva), 150mM Tris-HCI (pH
7,0)) as proteinas parcialmente purificadas (obtidas como descrito em 3.8) na
proporcao 3:1. Como padrdes de massa molecular foram usados, Protein Molecular
Weight Markers (LMW) (low range rainbow, Bio-Rad) e Insulina 3,5mg/mL (Lilly,
Houten, Holand) juntos no mesmo poco do gel. Tanto as amostras como os padrdes

de massa molecular foram a incubar durante 1 hora a 37°C.

Colocaram-se as amostras e os padrbes de massa molecular (Marker LMW +

Insulina) nos respetivos pocos do gel e ligou-se a fonte de alimentacdo E865
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(Consort, Turnhout, Belgium) aplicando, inicialmente, uma corrente de 10mA, 150V
durante 20 minutos aproximadamente, fazendo as amostras percorrerem a 12
camada do gel (gel de empacotamento). Quando as amostras atingiram o gel
intermédio aumentou-se a intensidade da corrente para 14mA e quando
alcancaram o gel de separagdo aumentou-se, novamente, a intensidade da

corrente para 18mA.

No fim deste processo a metade do gel contendo o marcador foi corada com
solucédo corante de azul de Coomassie (0.025%) (FLUKA) e a outra metade foi
colocada, assepticamente, numa placa de Petri (@= 150mm) com TSA (Biokar) e
coberta com meio BHI agar, previamente inoculado com L. monocytogenes B218,

com 104 UFC/mL e incubou-se a 30°C durante a noite.

3.10. Influéncia da proteina parcialmente purificada no crescimento da

L. monocytogenes B218

Regenerou-se uma cultura de L. monocytogenes B218 em meio BHI (Biokar) e
incubagéo a 37°C durante a noite. Inoculou-se BHI com a cultura regenerada,
monitorizando o seu crescimento até esta atingir uma O.D. = 0,05 (inicio da fase
exponencial) (600nm - Helios Gamma, Unicam, England). Uma vez atingida esta
0O.D., foram adicionados 250uL de cada uma das bacteriocinas parcialmente
purificadas a 25mL desta suspensdo. Antes e apoés incubacédo (1 hora; 30°C), foi
efetuada uma quantificacdo (UFC/mL), da L. monocytogenes B218 presente, por
drop-plate em meio OXFORD (Oxoid).

Este trabalho foi realizado em duplicado.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

4.1. Rastreio de bactérias

bacteriocinas

lacticas potencialmente produtoras de

O rasteio de bactérias lacticas potencialmente produtoras de bacteriocinas foi

realizado em duas fases complementares. Primeiro, foi efetuado um isolamento das

LAB a partir de 99 culturas provenientes de amostras de alimentos utilizando o

meétodo de rastreio descrito em 3.1 que consistiu, essencialmente, em realizar um

enriguecimento seletivo em meio MRSB seguido de um isolamento em meio MRSA.

O meio MRS é um meio que proporciona um bom crescimento de LAB,

principalmente do género Lactobacillus spp. Posteriormente o CFS do meio onde

cresceram os isolados foram testados quanto a sua atividade inibitoria contra L.

monocytogenes B218, como descrito em 3.2 e obtiveram-se 0s seguintes

resultados (Tabela 1):

Tabela 1 - Isolados com atividade anti-Listeria provenientes das culturas em estudo

: N° de isolados
Ref. interna da Tipo de amostra com atividade Ref. para o presente
amostra L ; trabalho
anti-Listeria
01.41.13.009 Leite de cabra cru 1 Isolado 1
01.15.14.004 Chourica de carne 3 Isolados 2; 3; 4
01.13.14.005 Chourica para assar 2 Isolados 5; 6
01.08.14.003 Carapau fumado 1 Isolado 7
01.40.13.005 Carne de porco crua 1 Isolado 8
01.40.12.010 Arroz de Marisco 1 Isolado 9
01.47.12.006 Jardineira com arroz seco 1 Isolado 10
01.47.12.025 Lombo com arroz 2 Isolados 11; 12
01.48.12.026 Espetadas _de peru com batata 5 Isolados 13; 14
frita e arroz
01.25.14.008 Polvo fresco 1 Isolado 15
01.15.14.007 Camaréo cozido 1 Isolado 16
01.10.13.015 Sande de filete com alface 1 Isolado 17
01.48.13.005 Salada Mista _(_cNenoura, alface, 1 Isolado 18
tomate, feijao e massa)
01.48.13.008 Pada de delicias com alface 1 Isolado 19
01.48.13.009 Salada mista (alface, cenoura e 5 Isolados 20: 21
tomate)

Das 99 culturas testadas 21 isolados, provenientes de 15 culturas, revelaram ter

atividade positiva na inibicdo da L. monocytogenes B218.
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Numa segunda fase foi realizado um teste de despistagem aos 21 isolados obtidos
com objetivo de verificar se o efeito era, ou ndo, derivado da producao de
bacteriocina. A possibilidade do CFS, de uma determinada cultura, inibir o
crescimento de uma determinada bactéria pode ser atribuida a um conjunto de
fatores que ndo apenas a expresséo de bacteriocinas, nomeadamente a producéo
de H20:2 e 0 abaixamento de pH. Assim, e por forma a concluir a natureza proteica
do fator envolvido na inibicdo do crescimento da L. monocytogenes, foi efetuado o
tratamento proteolitico com tripsina, tendo também sido realizado o tratamento do
CFS com catalase, degradando assim qualquer H202 potencialmente existente no
CFS. Posto isto foi analisado, o efeito destas enzimas na atividade antimicrobiana
das culturas em estudo, através do método simples spot-on-the-lawn e verificacédo

da capacidade do CFS em criar um halo de inibicdo (como descrito em 3.3).

Dos 21 isolados, cujo CFS foi tratado com a enzima catalase, 5 ndo apresentaram
qualquer mudanca no seu comportamento antimicrobiano o que permite excluir o
envolvimento do H202 no processo de inibicdo. No que diz respeito ao tratamento
com a tripsina, os mesmos 5 isolados revelaram uma perda total da atividade, o
gue confirma a natureza proteica da substancia antimicrobiana produzida por estas

bactérias.

Assim, pbde confirmar-se que as bactérias provenientes destes 5 isolados,
indicadas na tabela seguinte, poderiam ser potenciais produtoras de péptidos com

atividade antimicrobiana.

Tabela 2 — Resultados da verificagdo da identidade proteica das potenciais bacteriocinas provenientes das
bactérias isoladas

Isolado CFS sem tratamento enziméatico CFS com Catalase CFS com Tripsina
6 + + .
9 + + .
10 + + -
11 + + -
13 + + -

+ presenca de halo de inibicéo; - auséncia de halo de inibicéo
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No estudo realizado por Guerreiro e seus colaboradores (Guerreiro et al., 2014), a
bacteriocina B231, produzida por Lactobacillus pentosus isolado de um queijo
portugués DOP, apresentou um comportamento idéntico quando submetida aos
mesmos tratamentos. Também Yang e colaboradores (Yang et al., 2012) obtiveram
resultados semelhantes num estudo realizado a 138 culturas LAB. Concluiram que
20% dos isolados demonstraram ter atividade anti-Listeria quando submetidos ao
tratamento com a enzima catalase, quando tratados com a tripsina ndo tiveram

qualquer acao antimicrobiana.

4.2. Caracterizacdo das bactérias produtoras de potenciais bacteriocinas

Apos a confirmacdo da natureza proteica do agente inibidor, as bactérias
produtoras foram caracterizadas morfologicamente e bioquimicamente tendo sido
identificadas por galeria bioquimica.

Todas as culturas, relativas aos isolados 6, 9, 10, 11 e 13, foram sujeitas a
coloracdo de Gram, observacdo da morfologia por microscopia Otica e ainda
verificacdo da sua atividade como produtoras de catalase e presenca de oxidase
(3.4.1).

Através da observacdo microscopica da coloracdo de Gram foi possivel realizar,
também, uma caracterizacdo morfolégica das células de cada bactéria em estudo,
constatando-se que as estirpes testadas apresentavam forma de bacilos de cor

violeta, verificando-se assim a presenca de bacilos Gram positivos.

O teste da catalase é utilizado para detetar a presenca da enzima catalase que é
uma enzima intracelular, que decomp®e o peréxido de hidrogénio (H202) em agua
(H20) e oxigénio (O2). Esta reacdo quimica ocorre na maioria das bactérias
aerdbias e anaerdbias facultativas que contém citocromo (Alonso-Urmeneta et al.,
2000). As bactérias lacticas sdo desprovidas de citocromos, logo ndo apresentam

reacao aquando do contacto com esta enzima (catalase negativa) (Liu et al., 2014).
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Constatou-se que nenhuma das estirpes analisadas apresentou reacéo positiva
aquando do contacto com o peroxido de hidrogénio, deste modo, todas as estirpes

sao catalase negativa.

Em relacdo a reacdo da oxidase, sendo esta uma enzima que ativa 0s citocromos
através da transferéncia de eletrdes para o oxigénio molecular, verificou-se que
todas as estirpes demonstraram ser negativas, reforcando a ideia de que se
tratavam de bactérias lacticas uma vez que estas ndo contém citocromos (Merck
KGaA, 2008).

A identificagdo bioquimica das bactérias em estudo foi realizada através da
utilizacdo de galerias bioquimicas APl 50 CHL (3.4.2). Os resultados obtidos
permitiram identificar os isolados 9, 10, 11 e 13 como Lactobacillus brevis com um
grau de confianca de 90,2% e o isolado 6 como Lactobacillus plantarum com um

grau de confianca de 99,8%.

Uma vez confirmada a origem bacteriana dos isolados em estudos, as bactérias
lacticas obtidas foram integradas na colecéo interna do laboratério UMA, sendo-
Ihes atribuido uma referéncia, que foi utilizada como meio de identificacdo na

apresentacao dos restantes resultados (Tabela 3).

Tabela 3 — Referéncia interna atribuida, pelo laboratério UMA, aos isolados obtidos

Isolado Ref. Interna
6 B1275
9 B1271
10 B1272
11 B1273
13 B1276
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4.3.Caracterizagdo das potenciais bacteriocinas

4.3.1. Espectro de acéo

A atividade antimicrobiana das potenciais bacteriocinas B1271, B1272, B1273,
B1275 e B1276 produzidas por bactérias lacticas pertencentes ao género
Lactobacillus spp, como confirmado anteriormente em 4.2, foi testada em bactérias

Gram positivas e Gram negativas como descrito em 3.5.

A avaliagdo do espectro de inibicdo constitui um fator importante quando se
pretende avaliar uma possivel aplicagdo da bacteriocina ou da sua bactéria
produtora como um potencial probiético, cultura starter ou simples inibidor do
desenvolvimento microbiano quando adicionado a um alimento (Guerreiro et al.,
2014; Koch et al., 2010).

Os testes realizados basearam-se no método spot-on-the-lawn, considerando-se
gue havia inibicdo aquando da existéncia de um halo com diametro superior a 5mm.
Os resultados obtidos permitiram verificar que as bacteriocinas produzidas pelas
LAB em estudo, Lactobacillus brevis B1271, Lactobacillus brevis B1272,
Lactobacillus brevis B1273, Lactobacillus plantarum B1275 e Lactobacillus brevis
B1276, tinham atividade antimicrobiana contra bactérias pertencentes ao género
Listeria spp., inclusivamente contra L. ivanovii e L. innocua, como se pode observar
na Tabela 4, sendo ainda particularmente relevante a utilizacdo como alvo, de um
namero muito elevado de estirpes selvagens de L. monocytogenes isoladas a partir
de alimentos. A L. monocytogenes, devido a sua patogenicidade, é um
microrganismo cujo controlo em alimentos € obrigatério. Os seus limites encontram-
se estabelecidos no Regulamento da Comissdo (CE) N° 2073/2005 de 15
Novembro de 2005, relativo aos critérios microbiolégicos para géneros alimenticios.
Posto isto, a possibilidade do controlo do crescimento deste tipo de estirpes é para,
um produtor industrial, um requisito fundamental. O facto das bacteriocinas em
estudo terem um bom potencial anti-Listeria fazem com que estas possam vir a
despertar interesse para uso alimentar. Também o Enterococcus faecalis e o
Lactobacillus plantarum B391 demostraram ser suscetiveis a estas potenciais

bacteriocinas. Contudo estas substancias nao foram efetivas contra as bactérias
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Gram-negativas testadas. Estudos demonstram que este comportamento é comum

a outras bacteriocinas produzidas por bactérias lacticas (Bromberg et al., 2006;

Martin-Visscher et al., 2011; Samelis et al., 2005).

Tabela 4 — Efeito antimicrobiano das bacteriocinas em estudo, em bactérias Gram positivas e Gram

negativas

B1271

B1272

B1273

B1275

B1276

Bacillus cereus
ATCC 11778

Bacillus subtilis
ATCC 6633

Clostridium perfringens
ATCC 13124

Enterococcus faecalis
ATCC 19433

Escherichia coli
ATCC 8739

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Salmonella entérica
ATCC 13076

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Lactobacillus plantarum B391

Listeria monocytogenes B218

Listeria monocytogenes 4b
ATCC 13932

Listeria ivanovii B021

Listeria innocua B020

Listeria monocytogenes (57 estirpes
selvagens isoladas de alimentos)

+

+

+ presenca de halo de inibi¢éo; - auséncia de halo de inibicdo
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4.3.2. Modo de acao

Quanto ao seu modo de acdo este foi testado, para todas as potenciais
bacteriocinas, segundo o procedimento descrito em 3.8, onde foi adaptado o
método descrito por Mardones e Venegas (Mardones & Venegas, 2000),
aproveitando-se o facto do meio ALOA ser um meio especifico para o isolamento e
quantificacdo de Listeria spp. Este meio possui X-glucésido, substrato cromogéneo
que apods clivagem pela enzima R-glucosidase, comum a todas as espécies de

Listeria spp, permite uma identificacdo presuntiva desta bactéria patogénica.

Quando a bacteriocina tem um efeito bacteriolitico provoca lise celular da bactéria
alvo e a B-glucosidase é libertada para o meio onde hidrolisa o substrato X-
glucésido desenvolvendo um halo de inibicdo com bordo azul. Quando o efeito é

bacteriostatico a coloracdo azul ndo se evidencia (Mardones & Venegas, 2000).

Através da visualizacdo dos resultados obtidos (Fig.1) observou-se que todas as
potenciais bacteriocinas apresentavam um halo de inibicdo rodeado por uma
coloracdo azul, resultante da acumulacdo do substrato hidrolisado, pelo que o seu
modo de acdo é aparentemente litico. Este comportamento foi semelhante ao da
nisina, uma bacteriocina bacteriolitica amplamente estudada e reconhecida pela

comunidade cientifica (Noonpakdee et al., 2003).

Legenda:
1-B1275
2-Bl1271
3-B1272
4 -B1273

5-B1276

Figura 1 — Modo de a¢éo das bacteriocinas em estudo
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4.3.3. Influéncia de agentes fisicos e quimicos na estabilidade e acéo

das bacteriocinas
A utilizacdo das bacteriocinas em processos industriais carece de uma profunda
caracteriza¢do uma vez que podera estar sujeita a multiplos fatores que podem ter
um efeito muito significativo na sua atividade, como por exemplo, a temperatura, o

pH e agentes quimicos.

4.3.3.1. Temperatura e pH

O estudo da estabilidade da bacteriocina quando exposta a diferentes temperaturas
demonstrou que as bacteriocinas em analise sdo termo estaveis. Os resultados que
se seguem (Tabela 5) permitiram constatar que os CFS, expostos as temperaturas
de 44, 65, 80 e 100°C durante 10 e 20 minutos, mantiveram a atividade inibitria
contra a L. monocytogenes B218. Por outro lado, quando submetidos a 121°C (10
e 20 minutos) verificou-se uma ligeira diminui¢cdo das zonas de inibicao, reflexo de

uma perda da atividade, embora ndo muito significativa.

Todorov e Dicks (Todorov & Dicks, 2009) descreveram que a bacteriocina ST44AM
permaneceu estavel a 25, 30, 45, 60 e 100° C durante 120 minutos. Contudo a sua
atividade contra L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19119 sofreu uma reducao apés
20 minutos a 121°C. Também, resultados semelhantes foram descritos para a
bacteriocina produzida pelo Lactobacillus CA44 (Joshi et al., 2006) e para a
lactacina NK24, produzida por L. lactis NK24, quando submetidas a varias
temperaturas compreendias entre 40°C e 100°C por 30 minutos e quando
autoclavadas a 121°C por 15 minutos (Lee & Paik, 2001).
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Tabela 5 — Estabilidade térmica dos CFS, produzidos pelas LAB em estudo, quando submetidos a varias
temperaturas

44°C 65°C 80°C 100°C 121°C
10min | 20min | 10min | 20min | 10min | 20min | 10min | 20min | 10min | 20min
B1271 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
B1272 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
B1273 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
B1275 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
B1276 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++

Atividade do CFS — Diametro do halo de inibigdo em cm: + (20,5 e <1,0) ++ (21,0 e <1,5) +++ (21,5 € <2,0)

Sendo, as bacteriocinas proteinas, é natural que a modificacdo do pH do meio
tenha influéncia na sua estabilidade e atividade, pois este tem certamente influéncia
nas interacdes entre cadeias laterais dos seus aminoacidos, afetando
potencialmente a estrutura e a estabilidade da sua conformacao tridimensional,
fundamental para a sua atividade (Chen & Hoover, 2003; Mataragas et al., 2003;
Van Reenen et al., 2003).

Neste ensaio, avaliou-se o efeito de diversos valores de pH (de 4 a 8) sobre a
atividade das bacteriocinas produzidas, pelos Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus brevis em estudo, bem como o efeito do tratamento térmico (121°C/20
min) nas mesmas, como descrito em material e métodos (3.5). Os resultados

obtidos estéo representados nas Figuras 2 a 6.

30000 - 60000

25000 50000
20000 40000
15000 - 30000
10000 - 20000
5000 10000
o 0

4 5 6 7 8 4 5 6 7 8

Atividade da bacteriocina(UA/ml)
Atividade da bacteriocina (UA/mI)

m S/tratamento 121°C /20 min PH m S/tratamento 121°C /20 min PH
Figura 2 — Estabilidade da bacteriocina B1271 quando Figura 3 — Estabilidade da bacteriocina B1272 quando
submetida a altas temperaturas e a diferentes pH submetida a altas temperaturas e a diferentes pH
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15000 -

10000 -
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m S/tratamento ®121°C /20 min pH

Figura 4 — Estabilidade da bacteriocina B1273 quando
submetida a altas temperaturas e a diferentes pH

Atividade da bacteriocina (UA/ml)

60000 |

50000 4

40000 -

30000
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10000 -

14000 -

12000 -

10000 -

6000

4000 -

2000 -

Atividade da bacteriocina(UA/ml)
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m S/tratamento m121°C /20 min pH

Figura 5 — Estabilidade da bacteriocina B1275 quando
submetida a altas temperaturas e a diferentes pH
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Figura 6 — Estabilidade da bacteriocina B1276 quando
submetida a altas temperaturas e a diferentes pH
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As bacteriocinas em estudo evidenciaram uma excelente estabilidade
relativamente a variagcdo do pH. De facto, todas as bacteriocinas estudadas néo
apresentaram variacdes significativas e mensuraveis da sua atividade entre pH 4 e
pH 8. No entanto, verificou-se que apesar do pH nao ter tido muita influéncia na sua
atividade, possuiu uma enorme influéncia na sua resisténcia térmica. Para pH'’s
baixos a maior parte das bacteriocinas mantiveram alguma ou mesmo toda a
atividade (B1275) apd6s autoclavagem, mas quando o pH se aproximou da
neutralidade ou superior, todas as bacteriocinas estudadas foram completamente

inativadas quando sujeitas a tratamento térmico.

Estudos comprovam que este comportamento € comum a varias bacteriocinas. A
nisina, produzida por L. lactis subsp. lactis WNC20, demonstrou ter atividade a
valores de pH baixos (3 a 5) quando incubada a 121°C durante 15 minutos, contudo
a pH neutro (= 7) verificou-se perda total da sua atividade (Noonpakdee et al.,
2003). Outro estudo refere que a bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei
R1333 permaneceu estavel numa gama de pH compreendida entre 2 e 12 ap0s
incubacdo a 30°C durante 30 minutos. Esta estabilidade também foi comprovada
apo6s tratamento térmico a 100°C durante 120 minutos a um pH de 5.5 (Todorov et
al., 2011).

4.3.3.2. Agentes quimicos

O estudo da influéncia de agentes quimicos na atividade da bacteriocina é um fator
importante na caracterizacdo deste composto antimicrobiano, principalmente
guando se tem em vista uma potencial utilizacdo no sector alimentar. Neste sector
a presenca destes agentes € frequente, como potenciais contaminantes ou em

reacoes especificas.

Os resultados obtidos através do procedimento, tal como descrito em 3.6.3, onde
foi testado o CFS de cada bactéria em estudo sem adi¢édo de detergentes e agentes
quimicos (controlo) e com adicdo dos mesmos (Tabela 6), demonstraram que a
atividade das bacteriocinas em estudo nao foi afetada pelos respetivos tratamentos,

nas condicdes e concentracdes usadas.

34



Tabela 6 — Influéncia do tratamento do CFS das bactérias em estudo com detergentes e agentes quimicos

B1271 B1272 B1273 B1275 B1276
Triton + + + + +
Tween 80 + + + + +
SDS + + + + +
EDTA + + + + +
Controlo + + + + +

+ presenca de halo de inibi¢éo; - auséncia de halo de inibicao

Todorov e colaboradores (Todorov et al., 2011) obtiveram uma resposta
semelhante por parte da bacteriocina R1333 quando a submeteram a um
tratamento com Triton, Tween 80, SDS e EDTA. O mesmo ndo se observou num
estudo realizado com a plantaricina C19, produzida por uma estirpe de L.
plantarum, que perdeu toda a sua atividade apés tratamento com Triton e SDS
(Atrih et al., 2001).

4.3.4. Massa molecular relativa das bacteriocinas isoladas

Analisou-se ainda, a massa molecular de cada uma das bacteriocinas em estudo,
por electroforese em gel de Tricina SDS-PAGE. Contudo as bacteriocinas de classe
| ou classe Il sdo, na sua maioria, polipeptideos com peso inferior a 10 KDa, o que
dificulta a detecédo das bandas destas moléculas através de métodos convencionais
de coloracdo, como a coloragéo de azul de Coomassie e nitrato de prata (Guerreiro
et al.,, 2014; Nishie et al., 2012). Estudos ja realizados comprovam este
comportamento em varias bacteriocinas, como por exemplo, a mesentercina Y015,
uma bacteriocina de peso molecular 3 KDa (Hechard et al., 1992). Uma justificacéo
possivel para este comportamento € a ocorréncia de uma difusdo da bacteriocina
no gel de acrilamida, durante o processo de coloracdo, em que esta é eluida
(Carolissen-Mackay et al., 1997).

A visualizacdo das bandas que correspondem ao tamanho molecular das

bacteriocinas em estudo foi possivel através da incubacdo do gel de acrilamida
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sobreposto em uma camada de TSA contendo L. monocytogenes B218, conforme

descrito em 3.9, observando-se que 0 seu peso era de aproximadamente 6 KDa
(Fig. 7).

20,1

144

5.8

Figura 7 — Separagdo molecular das bacteriocinas por método SDS-PAGE e sua inibicéo
contra a L. monocytogenes B218. 1 — Marcador molecular; 2 — B1271; 3 — B1272; 4 — B1273;
5-B1276; 6 — B1275

4.4. Efeito das potenciais bacteriocinas no crescimento da L.

monocytogenes B218

Foi analisado o efeito das bacteriocinas no crescimento e viabilidade da L.
monocytogenes B218, tal como descrito em 3.10 e os resultados apresentados
foram obtidos através do calculo da média das contagens efetuadas apds

incubacédo na sua presenca.

Apb6s 1 hora de incubacao verificou-se que houve inibicdo da bactéria patogénica
em estudo por parte de todas as bacteriocinas, contudo, nem todas demonstraram
ter o mesmo efeito, destacando-se a B1275 e B1276 por terem causado uma
reducdo consideravel (2 log) da L. monocytogenes B218, num periodo de tempo

téo reduzido (Fig.8).
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Figura 8 — Influéncia das potenciais bacteriocinas em estudo no crescimento e viabilidade da L.
monocytogenes B218

Num estudo realizado em condi¢cdes semelhantes, constatou-se que apés uma 1
hora de incubacé&o, a pediocina ST18 teve um efeito antimicrobiano contra a L.
innocua F e apds a 22 hora, foi registada uma completa inibicdo do crescimento da

bactéria patogénica (Todorov & Dicks, 2005).
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5. CONCLUSOES

Quando se pretende utilizar uma potencial bacteriocina em futuras aplicacbes
alimentares torna-se necessario, ndo so aprofundar o conhecimento acerca da sua
bactéria produtora bem como estudar todas as caracteristicas do proprio agente

antimicrobiano.

As bactérias lacticas estdo presentes em muitos e variados tipos de alimentos,
como se pode comprovar a partir do rastreio efetuado a diferentes amostras de
alimentos. Destas foi possivel isolar 21 bactérias lacticas cujo crescimento originou
de alguma forma o surgimento, no sobrenadante, de fatores com atividade

antimicrobiana.

O teste de despistagem realizado aos isolados obtidos, com a tripsina, demonstrou
ser importante na identificacdo da natureza proteica da substancia antimicrobiana
produzida por estas bactérias. Obtiveram-se 5 isolados que revelaram uma perda
total da atividade, o que confirmou a natureza proteica do fator envolvido na
inibicdo. De facto, a producéo de péptidos com a¢do antimicrobiana € relativamente
frequente, apresentando-se naturalmente como uma vantagem competitiva para as

bactérias produtoras.

As bactérias isoladas a partir destas 5 amostras de alimentos diferentes, foram
identificadas como estirpes de Lactobacillus brevis e Lactobacillus plantarum.
Ambas as estirpes tém um estatuto GRAS pelo que a sua potencial utilizacéo

industrial pode ser encarada como promissora.

As bacteriocinas produzidas por estas estirpes foram isoladas, parcialmente
purificadas e caracterizadas. Tratam-se de péptidos de baixo peso molecular, como
€ alids caracteristica habitual e ja& estudada das bacteriocinas. Além disto
apresentam uma grande estabilidade térmica, uma acédo inibitoria praticamente
independente do pH e uma elevada estabilidade perante diferentes tipos de
agentes quimicos como por exemplo, Triton, Tween80, SDS e EDTA.
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Os péptidos isolados demonstraram ser ativos contra um elevado numero de
espécies de Listeria spp., inclusivamente, L. ivanovii e L. innocua e varias estirpes
selvagens de L. monocytogenes, sendo que aparentemente o seu mecanismo de
acao é litico. De destacar ainda, a eficacia de duas das bacteriocinas obtidas
(B1275 e B1276), pois apresentaram um enorme poder redutor da carga microbiana
num curto espacgo de tempo. Por incubagéo direta com a bacteriocina durante uma
hora, foi possivel atingir uma reducdo de 2 log no crescimento da bactéria

patogénica utilizada neste estudo.

Uma potencial utilizacdo de qualquer das bacteriocinas isoladas ou das estirpes
produtoras, carece ainda de estudos complementares relativamente a sua
caracterizacdo. No que diz respeito as estirpes produtoras e apesar de serem
consideradas GRAS é fundamental verificar, por exemplo, a presenca de genes
potencialmente codificantes para toxinas e ainda responsaveis pela resisténcia a

antibioéticos.
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