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AVALIACAO DA EFICACIA DA BACTERIOCINA P34 FRENTE A LISTERIA
MONOCYTOGENES EM QUEIJO MINAS FRESCALI1

Adriano Brandelli? , Amanda de Souza da Motta3 , Gislaine Hermanns4, Stela Maris Meister
Meira?

INTRODUCAO: O surgimento de novos patéogenos de origem alimentar, bem como o
aumento de microrganismos resistentes aos processos fisicos e quimicos tradicionais de
conservacao de alimentos tem gerado grande preocupagdo quanto a seguranca alimentar.
Adicionalmente, alimentos naturais sem adi¢do de conservantes quimicos ¢ com elevada
qualidade nutricional tém sido procurados pelos consumidores, o que desafia as industrias
alimenticias a producao de alimentos minimamente processados e possuidores de longa vida
de prateleira. Neste aspecto, novas propostas de conservagao de alimentos sdo imprescindiveis
para assegurar ¢ contemplar a produg¢ao de alimentos com qualidade em seu sentido mais
amplo. Em vista disso, o potencial de antagonismo de alguns microrganismos, assim como de
seus metabolitos antimicrobianos tem despertado interesse, sendo a atividade antimicrobiana
das bacteriocinas sugerida como alternativa para o controle do desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes em alimentos. As bacteriocinas constituem um
grupo heterogéneo de compostos antimicrobianos produzidos por bactérias, de natureza
protéica e sintetizadas ribossomalmente. Diferem quanto ao espectro antimicrobiano,
propriedades bioquimicas, mecanismo de acdo e caracteristicas genéticas. Possuem atividade
bactericida e bacteriostatica geralmente contra espécies estreitamente relacionadas com a
espécie produtora. Desse modo, pesquisas visando o estudo de bacteriocinas sdo importantes
devido a sua potencial aplicacdo na bioconservagdo de alimentos. A proposta deste estudo foi
avaliar o potencial anti-listeria da bacteriocina P34 em queijo minas frescal. A bacteriocina
P34 foi isolada de uma espécie do género Bacillus, previamente purificada e caracterizada.
Possui espectro de agdo relativamente amplo e apresenta caracteristicas vantajosas como
termoestabilidade e manutencao da atividade em uma ampla faixa de pH, o que permite sua
utilizagdo em produtos alimenticios, tais como laticinios, € em processos de alimentos que
empregam tratamento térmico e baixas temperaturas. A utilizagdo de Listeria. monocytogenes
neste experimento deveu-se a sua sensibilidade a bacteriocina P34, a sua capacidade de
crescimento em produtos laticinios fermentados frescos, como queijo minas frescal, e devido
a sua patogenicidade, muito importante sob o ponto de vista de seguranca alimentar.
MATERIAL E METODOS: Para a avaliacdo da eficacia da bacteriocina no controle de L.
monocytogenes em queijo minas frescal, primeiramente, houve a produgdo da bacteriocina em
meio caldo triptona de soja através da preparacao de pré-indculo e indculo. Apds, conduziu-se
a purificacdo parcial que incluiu a precipitagdo com sulfato de amoénio e posterior
cromatografia de exclusao molecular. O tratamento consistiu na aplicacao da bacteriocina P34
parcialmente purificada e inoculagdo artificial do microrganismo alvo, linhagem de L.
monocytogenes ATCC 7644, em amostras de queijo minas frescal. A concentracdo de
bacteriocina aplicada foi de 3200 UA/mL e a concentragdo de L. monocytogenes inoculada
aproximadamente 2x107 UFC/mL. Em paralelo, amostras controle também foram preparadas
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para acusar possivel contaminag¢do natural do queijo pelo microrganismo em questdo e para
acompanhamento do crescimento da bactéria inoculada na auséncia da bacteriocina. A
amostragem foi conduzida em duplicata. Assim, realizou-se o monitoramento do numero de
c€lulas viaveis do patogeno durante 8 dias nas amostras armazenadas a 4 °C, efetuando-se a
contagem de unidades formadoras de colonia de L. monocytogenes pelo método de Milles &
Misra (1938) com modificagdes, pelo uso de micropipetas, nos tempos 0, 96 e 192 horas.
RESULTADOS: Os resultados constituem a média das duplicatas e evidenciaram que no
tempo zero (1° dia), ja foi possivel a reducdo de aproximadamente 3,5 ciclos logaritmicos de
L. monocytogenes comparativamente ao controle. Isto significa que com a adigdo da
bacteriocina P34 ja foi possivel observar uma diminui¢ao consideravel no namero de células
do patdgeno presentes. Apos 96 horas de incubagao (4° dia), observou-se pequena variagao do
numero de células viaveis do microrganismo alvo nas amostras tratadas em relagdo ao 1° dia,
assim como houve diminui¢do de aproximadamente 1,5 ciclos logaritmicos no controle. A
alteracdo da concentracdo do niimero de células de L. monocytogenes no controle pode ser
justificada pela possivel acdo de outros compostos antimicrobianos no queijo, devido a
presenca da microbiota lactica natural do produto. E, depois de 192 horas de incubagdo (8°
dia), o controle manteve-se praticamente com a mesma concentracdo do 4° dia, e todas as
células de L. monocytogenes foram eliminadas em presenca da bacteriocina P34, indicando
efeito bactericida, nas condi¢des testadas. Portanto, pode-se dizer que a bacteriocina P34
apresentou efetividade in situ e refor¢cou a seguranga microbiologica do queijo minas frescal
contaminado artificialmente com L. monocytogenes. Ressalta-se, ainda, que este experimento
esta sendo repetido com algumas modificagdes para que seja possivel reavaliar o efeito da
bacteriocina sobre L. monocytogenes de forma mais minuciosa. No momento, a nisina ¢ a
Unica bacteriocina aprovada para incorporagdo direta em queijos, e ha varios relatos de que
sua aplicacdo mostrou inibicdo de L. monocytogenes neste tipo de produto. Porém, ¢ de
interesse o desenvolvimento de novas bacteriocinas comerciais que reforcem a seguranca e
qualidade de alimentos, como queijos, considerando que varias linhagens de L.
monocytogenes tém adquirido resisténcia as bacteriocinas convencionais. CONCLUSAO: Foi
demonstrado que a bacteriocina P34 pode oferecer certo nivel de prote¢do ao alimento
analisado. Em vista disso, o conhecimento das propriedades da bacteriocina P34 e os
resultados deste estudo sugerem o potencial de aplicagdo desta bacteriocina em alimentos,
fazendo com que estudos para avaliar sua toxicidade sejam necessarios, o que justificaria seu
uso de forma segura e eficaz no alimento. Pode-se dizer ainda que estudos sobre a otimizacao
da obtencao e purificagcdo da bacteriocina P34 sdo indispensaveis, objetivando a viabilidade de
sua producdo em escala industrial. De forma geral, o estudo de bacteriocinas ¢ de grande
interesse para a area de alimentos devido a ampla distribuicdo destas substincias e a
diversidade de propriedades por elas apresentadas e constitui-se em um propdsito muito
promissor, tendo em vista o potencial biotecnolégico como bioconservantes na industria de
alimentos de forma a contribuir para a melhoria da qualidade e seguranca de alimentos.

1 Pesquisa desenvolvida durante o componente curricular Estagio I do curso de Quimica Industrial de Alimentos
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