PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
QﬂOGStB MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

ISABELA POLETTO MASSELLI ROCHA

AVALIAGAO DO EFEITO CONSERVADOR DE SUBSTANCIA TIPO
BACTERIOCINA PRODUZIDO POR pediococcus acidilactici EM SUCO DE
LARANJA

Presidente Prudente — SP
2020



PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
QﬂOGStB MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

ISABELA POLETTO MASSELLI ROCHA

AVALIAGAO DO EFEITO CONSERVADOR DE SUBSTANCIA TIPO
BACTERIOCINA PRODUZIDO POR pediococcus acidilactici EM SUCO DE
LARANJA

Dissertacao apresentada Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pés-Graduacao, Universidade do
Oeste Paulista, como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de mestre — Area de
concentracao: Ciéncias da Saude.

Orientadora:
Profa. Dra. Lizziane Kretli Winkelstroter Eller

Presidente Prudente - SP
2020



664.804
R672a

Rocha, Isabela Poletto Masselli

Avaliacao do efeito conservador de substancia tipo
bacteriocina produzido por pediococcus acidilactici em
suco de laranja \ Isabela Poletto Masselli Rocha ;
orientadora Lizziane Kretli Winkelstroter Eller. --
Presidente Prudente, 2020.

34 f.:il.

Dissertagao (Mestrado em Ciéncias da Saude) -
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste, Presidente
Prudente, SP, 2020.

Bibliografia.

1. Suco de laranja. 2. Conservantes de
alimentos. 3. Doencas transmitidas por alimentos. I.
Eller, Lizziane Kretli Winkelstroter. Il. Titulo.

Catalogagéo: Bibliotecaria - Jakeline Queiroz Ortega — CRB 8/6246




ISABELA POLETTO MASSELLI ROCHA

AVALIAGAO DO EFEITO CONSERVADOR DE SUBSTANCIA TIPO
BACTERIOCINA PRODUZIDO POR pediococcus acidilactici EM SUCO DE
LARANJA

Dissertacdo apresentada Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pds-Graduacgao, Universidade do
Oeste Paulista, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de mestre. Area de
concentragdo: Ciéncias da Saude.

Presidente Prudente, 31 de janeiro de 2020.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Lizziane Kretli Winkelstroter Eller
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste
Presidente Prudente - SP

Profa. Dra. Luciana Maria Ramires Esper
Universidade Federal Fluminense — UFF
Niteroi-RJ

Profa. Dra. Telma Reginato Martins
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste
Presidente Prudente - SP



DEDICATORIA

Dedico este mestrado ao meu marido, homem integro e honesto, que possui
um coragao maior do que ele proprio. Aos meus filhos, razdées da minha vida, motivo
para que eu queira sempre crescer e pelos quais me torno uma leoa. Aos meus pais
que tanto lutaram e batalharam para nos proporcionar a melhor educacgao e tanto se

desdobraram para nos criar com muito amor.



AGRADECIMENTOS

Sempre achei cliché e que fosse facil escrever os agradecimentos, mas
confesso que perdi algumas horas de sono quando deitava minha cabega no
travesseiro e pensava em como escrever.

Em primeiro lugar, assim como deve ser em nossa vida, agradego a Deus por
sempre se fazer tdo presente. Sentimos, eu e minha familia, sua presenga em todos
os detalhes da nossa vida, programando cada segundo e nos amparando nos
tempos dificeis.

Ao meu marido, que sempre me apoiou e incentivou para que eu seguisse a
carreira de pesquisadora e professora, desde o primeiro dia apés minha formatura.
Ele, que conseguiu multiplicar meu coragao em dois e fazer com que batesse fora do
meu corpo. Amo vocé e tudo o que construimos juntos. Este titulo é nosso.

Aos coracdes que batem fora de mim, Henrique e Otavio. Ao Henrique pela
paciéncia com a maméae quando precisava sentar no computador por horas, pela
falta de paciéncia que o mestrado promove para seus alunos e pelas minhas
auséncias para poder fazer com que isso acontecesse. Te amo infinito, meu
primogénito. Otavio, vocé ainda estava na minha barriga quando ingressei no
mestrado e foi extremamente dificil te deixar com 1 més de vida para assistir as
aulas, sentir meu seio transbordando leite durante elas e imaginar que vocé queria a
mamae. Foi dificil ter que tirar seu leitinho e imagino a dificuldade do papai e da
Dona lvete em ter que te oferecer o leite no copinho, para que ndo pegasse a
mamadeira. Fizemos realmente uma danca. Eu te amamentava, saia correndo,
voltava correndo, amamentava novamente e assim foi até vocé comecar a comer. E
deu certo! Conseguimos, meu amor.

A minha orientadora, professora Lizziane, que me recebeu com tanto carinho,
amor e empatia, e mais que isso, se colocou no meu lugar como mae, gestante e
puérpera. Obrigada pela paciéncia, pelos ajustes para que eu pudesse ficar tranquila
em meu poés parto e pelos ensinamentos. Te admiro muito como profissional, mae e
esposa.

Aos alunos de graduagao Vitéria, Yuri e Beatriz, alunos de graduagao, e
Caroline, também aluna de mestrado como eu, que tanto me ajudaram nas praticas

de laboratério. Queridos, sem vocés eu finalizaria o mestrado com metade dos meus



cabelos. Maria e Carol, técnicas de laboratorio, foi fundamental poder contar com a
ajuda de vocés.

Aos professores que contribuiram com ensinamentos e sempre me trataram
com muito carinho.

E por fim, aos meus pais. Pais estes que cobram seus filhos para que se
tornem o melhor que podem ser. Nos ensinaram, a mim e meus irmaos, a sermos
fortes, inteligentes, corretos, batalhadores, honestos e, mais que isso, nos
ensinaram sobre o amor. O amor incondicional de mée e pai e entre eles. Obrigada
mae, pela vida, pelo colo e pelo ouvido sempre que precisei. Pela danga que fez
para criar trés filhos e trabalhar tanto. Pai, obrigada por tanto esforgo e batalha para

que pudesse nos oferecer o melhor - educagao e qualidade de vida. Eu amo vocés.



RESUMO

Avaliacao do efeito conservador de substéancia tipo bacteriocina produzido por
Pediococcus acidilactici em suco de laranja

A bioconservagao de alimentos é uma abordagem ecoldgica e inofensiva que utiliza
a microbiota natural ou controlada e/ou ainda os compostos antimicrobianos para
estender o prazo de validade de alimentos e aumentar a sua seguranca. Este
trabalho teve como objetivo estudar a aplicagdo da substancia tipo bacteriocina,
produzida por Pediococcus acidilactici, uma Bactéria Acido-Latica na
bioconservagdo do suco de laranja. Pesquisas nessa area sao de grande
importancia, pois as bacteriocinas podem substituir os conservantes sintéticos,
como por exemplo o benzoato de sddio, que podem ser prejudiciais a saude
humana. O efeito bioconservador da substancia tipo bacteriocina foi avaliado
considerando as concentracgdes (0, 25, 50 e 75%) adicionadas em suco de laranja
pasteurizado sem adicdo de conservantes. Para essa avaliagao foram utilizadas
como microrganismos indicadores a Listeria monocytogenes e a Enterococcus
faecium. Também foram testados os efeitos da bacteriocina nos diferentes valores
de pH (2; 6,5 e 9 por 60 min), temperatura (50°C, 75°C e 100°C por 60 min), e na
refrigeracao (-80°C, -20°C e 4°C por 35 dias). Foi constatado que a atividade
antimicrobiana da substancia tipo bacteriocina ficou estavel durante os 35 dias a -
20°C ou -80°C. O desempenho da bacteriocina contra a Enterococcus faecium foi
superior ao do benzoato de sédio, pois a mesma reduziu 1,0 log de UFC/mL a mais
que o conservante sintético. A atividade da bacteriocina nao foi influenciada nos pH
2 e 6,5, e nem quando submetida a 50°C por 1 hora. Com isso se conclui que a
pediocina tem potencial para ser aplicada na industria alimenticia, uma vez que
apresentou estabilidade as varias condi¢gdes de armazenamento.

Palavras-chave: viabilidade, conservantes de alimentos, doencas transmitidas por

alimentos



ABSTRACT

Evaluation of the conservative effect of bacteriocin-like substance produced by
Pediococcus acidilactici in orange juice

Food bioconservation is an environmentally friendly and harmless approach that uses
natural or controlled microbiota and / or antimicrobial compounds to extend the shelf
life of foods and increase their safety. This work aimed to study the application of the
bacteriocin-like substance produced by Pediococcus acidilactici, a Lactic Acid
Bacterium in the orange juice bioconservation. Research in this area is of great
importance, as bacteriocins can replace synthetic preservatives such as sodium
benzoate, which can be harmful to human health. The bioconservative effect of the
bacteriocin-like substance was evaluated considering the concentrations (0, 25, 50
and 75%) added in pasteurized orange juice without preservatives. For this
evaluation were used as indicator microorganisms Listeria monocytogenes and
Enterococcus faecium. The effects of bacteriocin on different pH values (2.0; 6.5 and
9.0 for 60 min), temperature (50 ° C, 75 ° C and 100 ° C for 60 min), and cooling (-80
°C,-20° Cand4 ° C for 35 days) ) were also tested. The antimicrobial activity of the
bacteriocin-like substance was found to be stable for 35 days at -20 ° C or -80 ° C.
The bacteriocin performance against Enterococcus faecium was superior to that of
sodium benzoate, as it reduced 1.0 log CFU / mL, more than the synthetic
preservative. Bacteriocin activity was not influenced at pH 2.0 and 6.5, nor when
subjected to 50 ° C for 1 hour. Thus, it is concluded that pediocin has potential to be
applied in the food industry, since it presented stability to the various storage
conditions.

Keywords: viability, food preservatives, foodborne diseases
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Resumo

A bioconservacao de alimentos ¢ uma abordagem ecolédgica e inofensiva que utiliza a
microbiota natural ou controlada e/ou ainda os compostos antimicrobianos para estender o
prazo de validade de alimentos e aumentar a sua seguranca. Este trabalho teve como objetivo
estudar a aplicacdo da substancia tipo bacteriocina, produzida por Pediococcus acidilactici,
uma Bactéria Acido-Latica na bioconservagio do suco de laranja. Pesquisas nessa area sdo
de grande importancia, pois as bacteriocinas podem substituir os conservantes sintéticos,
como por exemplo o benzoato de sddio, que podem ser prejudiciais & sautde humana. O
efeito bioconservador da substancia tipo bacteriocina foi avaliado considerando as
concentracgoes (0, 25, 50 e 75%) adicionadas em suco de laranja pasteurizado sem adig@o de
conservantes. Para essa avaliagdo foram utilizadas como microrganismos indicadores a
Listeria monocytogenes e a Enterococcus faecium. Também foram testados os efeitos da
bacteriocina nos diferentes valores de pH (2; 6,5 ¢ 9 por 60 min), temperatura (50°C, 75°C e
100°C por 60 min), e na refrigeracao (-80°C, -20°C e 4°C por 35 dias). Foi constatado que a
atividade antimicrobiana da substancia tipo bacteriocina ficou estavel durante os 35 dias a -
20°C ou -80°C. O desempenho da bacteriocina contra a Enterococcus faecium foi superior
ao do benzoato de sédio, pois a mesma reduziu 1,0 log de UFC/mL a mais que o conservante
sintético. A atividade da bacteriocina ndo foi influenciada nos pH 2 e 6,5, ¢ nem quando
submetida a 50°C por 1 hora. Com isso se conclui que a pediocina tem potencial para ser
aplicada na industria alimenticia, uma vez que apresentou estabilidade as varias condi¢des de

armazenamento.

Palavras chave: viabilidade, conservantes de alimentos, doengas transmitidas por alimentos
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1.Introducao

O aumento da populacdo mundial e a globalizagdo exigiu da industria de alimentos uma
ampliacao na escala de producao, distribui¢do e garantia da entrega de alimentos até o destino
final. Para garantir a seguranga dos alimentos, t€ém sido desenvolvidos estudos relacionados
com a conservagao dos alimentos, que consiste em garantir as propriedades organolépticas,
sabor, valor nutricional e seguranga alimentar — sem deterioracdo e/ou crescimento de
patogenos alimentares (Buisman et al. 2017).

Os processos de conservagdo alimentar mais comumente utilizados sdo os tratamentos
térmicos com altas e baixas temperaturas, secagem, salga e conservantes quimicos (Johnson et
al. 2017). O grande desafio no uso destas técnicas, ¢ a manutencdo das propriedades originais,
uma vez que grande parte delas alteram as caracteristicas organolépticas do alimento (Millan-
Sango and Valdramidis, 2018).

H4 um crescente nimero de consumidores que buscam alimentos mais seguros e
naturais. A grande preocupacdo no consumo exagerado de conservantes quimicos se deve
principalmente aos riscos e efeitos danosos como reacgdes alérgicas e possiveis formagoes de
produtos finais cancerigenos, como as nitrosaminas (Kashani-Haddad et al. 2012).

Dentre os alimentos bastante consumidos mundialmente, tanto in natura como
processados ou industrializados, esta a laranja. Esta fruta é rica em compostos bioativos como
vitamina C, folato, potassio, vitamina B6, vitamina A, carotenoides e flavonoides (Ponce et
al. 2019). Assim sendo, foi demonstrado em ensaios clinicos randomizados um grande
potencial em melhorar o controle glicémico, a satde vascular e auxilio na prevengao dos
fatores de risco de sindromes metabolicas quando ha amplo consumo de frutas (Ponce et al.
2019).

De acordo com a Associagdao Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos (Citrus Br),
o principal foco do mercado de suco de laranja no Brasil ¢ a exportacao (Chaddad, 2016). Os
Estados Unidos e o Brasil sdo os maiores produtores mundiais de suco de laranja,
representando 30% e 60%, respectivamente da produgdo global (Carter et al. 2016).

A seguranca microbioldgica do suco de laranja depende, principalmente, das condigdes
em relagdo a estocagem, manipulagdo, extracdo e sanitizacdo das frutas antes do processo
produtivo. O Food and Drug Administration (FDA) publicou em janeiro de 2011, um
documento que estabelece um conjunto de procedimentos chamado HACCP — “Hazard
Analysis and Critical Control Point”, que asseguram a qualidade e seguranca alimentar para

importagao do suco (e qualquer outro alimento) (Minor and Parrett 2017).
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A acidez do suco de laranja parece ser um fator limitante para o crescimento
microbiano, no entanto, varios microrganismos sao acido-resistentes como as bactérias acido-
laticas, algumas espécies formadoras de esporos e leveduras, possibilitando assim a
deterioragdo do alimento e o desenvolvimento de doengas de origem alimentar (Oliveira et al.
2006). Um exemplo ¢ a groselha preta, que sdo frutas 4cidas e seu suco concentrado chega a
valores de pH em torno de 2,5. Ainda assim, foi encontrado o Alicyclobacillus, um agente
acidofilico causador de deterioracdo. Alguns destes isolados tém maior capacidade de
deterioragdo por produzir grandes quantidades de guaiacol, que afeta principalmente o odor
do produto (André¢ et al. 2017).

O armazenamento do suco de laranja em baixas temperaturas parece exercer um fator
favoravel a sua conservacdo. A industria alimenticia comumente associa o armazenamento
sob refrigeracdo e a adi¢do de conservantes quimicos como sorbato de potassio e benzoato de
sodio no aumento do tempo de prateleira dos produtos alimenticios (Yang et al. 2017).

No suco de laranja, pode ser adicionado o benzoato de sdédio que ¢ um conservante
quimico, com acdo bacteriostatica e fungistaticas (Pongsavee, 2015). O uso do conservante
em alimentos esta vinculado com a comprovacdo da sua inocuidade e seguranca. A OMS
recomenda até¢ 5 mg/kg de benzoato de sédio (WHO 2000). Porém, Dixit et al. (2008)
demonstraram que a quantidade utilizada em alimentos tem sido muito maior do que a
sugerida, em torno de 2,1 g/kg.

Alguns estudos tém relatado as consequéncias do uso do benzoato de sodio (Oyewole et
al. 2011, Lennerz et al. 2014, Goren et al. 2015; Asc1 et al. 2016). E notado que 0 consumo
excessivo pode trazer importantes alteragdes sanguineas associados aos possiveis danos
hepatocelulares (Oyewole et al. 2011), uma vez que a fase final da biotransformacao hepatica
do conservante envolve sua conjugag¢do com glicina e excre¢ao como acido urico pela urina
(Lennerz et al. 2014). Outros sintomas como: dermatite alérgica, urticarias, asma, diarréia e
hemorragia intestinal também foram observados em ratos (Goren et al. 2015; Asc1 et al.
2016). Além disso, foi detectada a capacidade de indugdo de neurotoxicidade, nefrotoxicidade
e teratogenicidade na embriogénese precoce de larvas de peixe-zebra (Tsay et al. 2007).
Outras evidéncias demonstraram a sua relacdo com o TDAH em criangas pequenas (Lok et al.
2013; Connolly et al. 2010; Noorafshan et al. 2014; Khoshnoud et al. 2017).

A partir destes relatos, estudos sobre biopreserva¢do de alimentos tém despertado a
aten¢do. As bactérias acido laticas s3o anaerobicas, anaerobicas facultativas ou
microaerofilas; Gram-positivas e sem motilidade. Seus produtos primarios sdo lactato,

acetato, succinato, dioxido de carbono e etanol. Entretanto, grande parte delas produzem
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metabolitos secunddrios capazes de inibir outras bactérias, como as toxinas, enzimas
bacterioliticas e bacteriocinas (Schulz et al. 2014).

As bacteriocinas sdo definidas como agentes de biopreservagao, pois possuem atividade
antimicrobiana e nao afetam as caracteristicas sensoriais dos alimentos (Baptista et al. 2019).
Sao peptideos ou proteinas com acdo bactericida ou bacteriostatica sintetizados no ribossomo
com diversas caracteristicas bioquimicas e genéticas, dependendo da bactéria de origem
(Baptista et al. 2019; Ahmad et al. 2017). Pratush et al. (2012) demonstrou a eficacia da
bacteriocina produzida pelo Lactococcus lactis AP2 em comparacao com o benzoato de so6dio
no suco de laranja.

Apesar da bacteriocina inibir alguns patogenos, sua agdo depende de fatores e
caracteristicas proprias do meio como osmolaridade, pH e temperatura. Portanto, sdo
necessarios estudos mais aprofundados para aprimorar a sua producao em larga escala e sua
aplicagdo em diferentes matrizes alimentares (Ahmad et al. 2017).

A Nisina ¢ uma bacteriocina aprovada pela OMS desde 1969 e pelo FDA desde 1988
como conservante de alimentos, sendo um peptideo produzido pelo Lactococcus lactis sub
espécie lactis comum em alimentos lacteos (Ahmad et al. 2017; Gharsallaoui et al. 2015).
ALTA™ 2341, uma pediocina, ¢ um subproduto obtido através da fermentacdo do
Pediococcus acidilactici, cultivado em meio contendo xarope, proteinas vegetais e caldo de
extrato de levedura ¢ comercializado através da fabricante Quest International, tem sido
utilizada na bioconservagao de alimentos (Bédard et al. 2018).

As pediocinas, sdao bacteriocinas produzidas a partir do Pediococcus spp. com amplo
espectro de atividade antimicrobiana e bactericida principalmente contra bactérias Gram-
positivas (Papagianni et al. 2009). As pediocinas ja foram aplicadas previamente na
bioconservacao de alimentos (Vitola et al. 2018), entretanto, ndo ha relatos da sua aplicagao
em suco de laranja.

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial da substancia tipo
bacteriocina produzida por Pediococcus acidilactici CES1 como bioconservante em suco de
laranja.

2. Materiais e Métodos
2.1 Origem e conservacio dos microrganismos utilizados

Pediococcus acidilactici CE51 é uma bactéria lactica em forma de bastonete, Gram-
positiva e catalase negativa, originada de embutidos carneos. O isolado foi cultivado a 30°C
em caldo MRS (De Man, Rogosa, Sharpe). Listeria monocytogenes ATCC 19015, Salmonella
enterica ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Shigella sonnei ATCC
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25931, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecium ATCC 6569 foram
cultivadas a 37°C por 24 h em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid), e foram usadas como
microrganismos indicadores. As cepas foram mantidas a -20°C em caldo BHI ou MRS
contendo 20% (v/v) de glicerol.

2.2. Extracio da susbtancia tipo bacteriocina e avaliacdo da atividade antimicrobiana

A extracdo da substincia tipo bacteriocina iniciou-se pelo indculo de 100uL da cultura
fresca de bactéria acido lactica em 20mL de caldo MRS com posterior incubagao a 30°C / 24
horas. Apds esse processo, o cultivo foi submetido a centrifugacao (3.500 rpm) por um
periodo de 10 minutos. O pH do sobrenadante foi ajustado para 6,5 (pHmetro QUIMIB
Q400AS, Diadema, Brasil) com solugdo de NaOH 10M. Em seguida, o sobrenadante foi
sujeito a filtracao estéril (Sterile Syringe Filter 0.45 um), e posteriormente o mesmo foi
submetido a um tratamento térmico em banho de 4gua em ebuli¢do, durante 10 minutos
(Nielsen et al. 1990; Bromberg et al. 2006; Sidek et al. 2018; Gutiérrez-Cortés et al. 2018).

Para avaliacdo da atividade da substancia tipo bacteriocina aplicou-se o método de
diluicao critica (Mary-Harting et al. 1972; Sidek et al. 2018; Gutiérrez-Cortés et al. 2018). O
sobrenadante foi diluido sucessivamente na razao 1:2 (v/v) em placa de microtitulagao,
utilizando-se solu¢do-tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7. Logo apds, aliquotas de 10uL de
cada dilui¢do foram depositadas na superficie de placas de MRS. A estirpe indicadora foi
reativada em caldo BHI a 37°C, por 24 horas, sob aerobiose, em seguida foram transferidos
500ul do cultivo da bactéria indicadora para 50 mL de agar semi-solido de BHI.

Depois de homogeneizados, os tubos contendo agar semi-solido de BHI inoculado
foram vertidos sobre as placas de agar MRS, formando uma sobrecamada. Apds 24 horas de
incubacdo os meios foram analisados quanto a sustentacdo da atividade inibitoria da
bacteriocina através da formagdo de halos de inibigdo. O titulo da substincia tipo
bacteriocina, expresso em unidade arbitraria de bacteriocina por mililitro (UA/mL), foi
estabelecido como sendo a reciproca da maior diluicdo que mostrou halo de inibigdo,
multiplicada por 100, para a obtencdo da preparagdo original (Gutiérrez-Cortés et al. 2018).
2.3 Sensibilidade da substancia tipo bacteriocina a diferentes enzimas

A natureza proteica da substancia tipo bacteriocina, produzida pela bactéria lactica em
estudo, foi determinada por meio da verificacdo de sua sensibilidade as enzimas proteoliticas
(Mary-Harting et al.1972; Sidek et al. 2018). As solu¢des de enzimas (0,2 mg/mL)
esterilizadas por filtracdo foram misturadas com a substancia tipo bacteriocina na propor¢ao
de 1:1 (v/v). A mistura obtida foi incubada a 37°C/1 hora. Em seguida, foi realizada a

inativacdo enzimatica, por meio de um tratamento térmico a 95°C, durante 5 min. Na



19

determinagdo da atividade antimicrobiana da substincia tipo bacteriocina, utilizou-se
10°UFC/mL de Listeria monocytogenes como microrganismo indicador. Os controles
consistiram de bacteriocina em tampao fosfato de sédio 10 mM e solugdes de enzimas nao
adicionadas de bacteriocina. Solugdes-teste de enzimas e os controles foram depositados em
cada placa. Apos a secagem dos inoculos, as placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas,
para posterior avaliacdo da presenca de zonas de inibi¢do. As enzimas testadas foram pepsina
(> 250 un./mg), a-quimotripsina (> 40 un./mg), ¢ proteinase K (> 30 un./mg) (Bromberg, et
al. 2006; Hermanns et al. 2013; Gutiérrez-Cortés et al. 2018).
2.4 Efeito do pH, tratamento térmico e refrigeracio na acio da substincia tipo
bacteriocina

Foi avaliada a estabilidade da atividade antimicrobiana da substancia tipo bacteriocina
quando submetida a diferentes valores de pH (2; 6,5 ¢ 9 por 60 min), tratamentos térmicos
(50°C, 75°C e 100°C por 60 min) e refrigeracao (-80°C, -20°C e 4°C por 35 dias). Os pHs
foram ajustados a seus respectivos valores com solu¢des de NaOH 10 M e HCI 10 M. A
atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de dilui¢ao critica conforme descrito no
item 2.2. Foram utilizadas microrganismos indicadores que apresentaram efeito antagonico da
bacteriocina (Bromberg, et al. 2006; Sidek et al. 2018).
2.5 Efeito da substincia tipo bacteriocina na bioconservacgio de suco de laranja

Para avaliar o efeito bioconservador da substancia tipo bacteriocina de Pediococcus
acidilactici foi utilizado o sobrenadante livre de células em diferentes concentragdes (0, 25,
50 e 75%) em suco de laranja industrializado sem adi¢do de conservantes. Como controle foi
utilizado o conservante benzoato de so6dio 0,5g/L. O indculo dos patdégenos alimentares que
apresentaram resposta positiva para a acdo da substancia tipo bacteriocina no item 2.2 foram
acrescentados as preparacgoes de suco de laranja com substancia tipo bacteriocina, benzoato de
sodio ou sem adi¢do de substancia conservadora. Foi utilizado um inoculo padrao de 0,5 da
escala Mc Farland (1 x 10 UFC/mL) utilizando solucio salina para a diluicdo necessaria. As
preparacdes foram armazenadas a 4°C por até 35 dias. A viabilidade dos microrganismos
inoculados foi realizada a cada 7 dias por contagem padriao em placa em agar BHI e
incubacao a 37°C. A estabilidade da atividade antimicrobiana da bacteriocina no suco de
laranja também foi realizada por meio da dilui¢do critica, conforme o item 2.2 (Gutiérrez-
Cortés et al. 2018).
2.6 Forma de analise dos dados

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados finais submetidos a

analise estatistica. Para andlise estatistica, foi utilizado o teste ANOVA (Dunnet),
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considerando uma significancia de P <0,05. A amostra sem adicdo de bacteriocina e com a
adicdo de benzoato de soédio 0,5g/L foram utilizadas como controle. Os dados foram
analisados no GraphPad Prism® 4 (GraphPad Software Inc.).

3.Resultados

O sobrenadante livre de células de P. acidilactici CES1 apresentou atividade
antimicrobiana para L. monocytogenes ¢ E. faecium. O espectro de atividade do sobrenadante
da cultura lactica CE51 foi quantificada por meio do método de diluicao critica demonstrando
espectro antimicrobiano de 3.200 UA/mL para L. monocytogenes ¢ 1600 UA/mL para E.
faecium.

A substancia antimicrobiana produzida pelo P. acidilactici CE51 demonstrou ter
natureza proteica uma vez que foi observada degradagdo do halo de inibicdo a L.
monocytogenes quando expostas as enzimas digestivas a-Quimotripsina, Proteinase K e uma
redu¢do na atividade da pepsina. Também ndo foi observada perda da atividade antagonista
pela substancia tipo bacteriocina quando submetida ao tratamento térmico em banho de 4dgua
em temperatura de ebuligdo/Sminutos, nem quando neutralizado o pH, excluindo desta forma
acdo antimicrobiana devido a produgdo de acidos organicos e confirmando a hipdtese que a
substancia de acdo antimicrobiana ¢ uma substancia tipo bacteriocina.

Foi observado que pH 2,0 e pH 6,5 ndo influenciaram a atividade da substancia tipo
bacteriocina produzida por P. acidilactici CE51. Enquanto, o pH 9,0 inibiu completamente a
atividade antimicrobiana da pediocina em L. monocytogenes e E. faecium (p<0,05). O
tratamento térmico por lh a 50°C ndo alterou a acdo da bacteriocina frente aos dois
microrganismos, entretanto, a sua a¢do antimicrobiana foi reduzida a metade em temperatura
de 75°C (p<0,05). A 100°C houve inibicdo completa da acdo frente a E. faecium, restando
apenas um quarto (400 UA/mL) da atividade inicial frente L. monocytogenes (p<0,05) (Figura
le2)
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Figura 1. Resultados do ensaio de dilui¢do critica para avaliar o efeito da substancia tipo
bacteriocina pura quando submetidos a diferentes pH (2, 6,5 ¢ 9 por 60min), ao tratamento
térmico (50, 75 e 100°C por 60min) utilizando L. monocytogenes ATCC 19015 como

microrganismo indicador.
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Figura 2. Resultados do ensaio da dilui¢do critica para avaliar o efeito da substancia tipo
bacteriocina pura quando submetidos a diferentes pH (2, 6,5 € 9 por 60min), ao tratamento
térmico (50, 75 e 100°C por 60min) utilizando E. faecium ATCC 6569 como microrganismo

indicador.

Em relagdo ao efeito do armazenamento da substincia tipo bacteriocina em diferentes
temperaturas de refrigeragdo foi observado uma acdo sem alteragdes até 35 dias e 28 dias
respectivamente para temperatura a -80°C e -20°C, apresentando perfil semelhante de
atividade antimicrobiana. Entretanto, para armazenamento em temperatura 4°C ela reduziu
sua agdo contra L. monocytogenes a partir do 14° dia e contra E. faecium a partir do 7° dia

(p<0,05) (Figura 3 ¢ 4)
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Figura 3. Resultados do ensaio de dilui¢do critica para avaliar o efeito da substancia tipo
bacteriocina pura ajustada a pH6,5 quando submetidos a refrigeracao (-80, -20 e 4°C por 35

dias) utilizando L. monocytogenes ATCC 19015 como microrganismo indicador.
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Figura 4. Resultados do ensaio de diluigdo critica para avaliar o efeito da substancia tipo
bacteriocina pura ajustada a pH6,5 quando submetidos a refrigeracao (-80, -20 e 4°C por 35

dias) utilizando E. faecium ATCC 6569 como microrganismo indicador.

Foi demonstrado que suco de laranja sem a presenca de substancia tipo bacteriocina nao
formou halos de inibi¢ao no teste de diluigdo critica. O suco contendo 75% de bacteriocina
apresentou maior atividade se comparado com bacteriocina pura (BP) ao final dos 35 dias
(p<0,05). Das concentragdes de sobrenadante testados, o suco contendo 25% de substancia
tipo bacteriocina apresentou a menor atividade antimicrobiana, mas ndo apresentou variagoes
bruscas tanto quando foi utilizado L. monocytogenes quanto E. faecium como microrganismo

indicador (Figura 5 ¢ 6).
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Figura 5. Resultados do ensaio de diluigdo critica para avaliar o efeito da substancia tipo
bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentragdes 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP)
em suco de laranja com a utilizagdo de L. monocytogenes ATCC 19015 como microrganismo

indicador.
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Figura 6. Resultados do ensaio de diluigdo critica para avaliar o efeito da substancia tipo
bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentragdes 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP)
em suco de laranja com a utilizagdo de E. faecium ATCC 6569 como microrganismo

indicador.

Em relacdo a L. monocytogenes foi notado que suco de laranja ndo ¢ uma matriz

alimentar que favorece a sua viabilidade visto que houve uma redugdo progressiva da sua
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contagem, até que no dia 21 ndo foi possivel observar células vidveis. O maior efeito
antimicrobiano observado foi no primeiro contato com a substincia tipo bacteriocina com
uma reducao de 5 log UFC/mL (p<0,05). Nos 7° e 14° dias essa diferenca foi reduzida para
2,5 log de UFC/mL (p<0,05) em comparagao com o suco sem substancia tipo bacteriocina. A
presenga do benzoato de so6dio (BS) (0,5g/L) em suco de laranja contaminado artificialmente
com L. monocytogenes reduziu completamente o microrganismo apés 7 dias de incubagdo
(p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Resultados da contagem em placa para avaliacdo efeito da substancia tipo
bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentragdes 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP)
em suco de laranja quando incubados por até 35 dias a 4 °C. L. monocytogenes ATCC 19015

foi utilizada como microrganismo indicador e benzoato de sédio (BS) 0,5g/L como controle.

E. faecium foi capaz de se manter viavel até 21 dias no suco de laranja puro, apos esse
periodo foi observado um decréscimo na sua viabilidade. Neste periodo, também foi
observado o maior efeito da conserva¢do com a aplicacdo da bacteriocina 75% com uma
redugdo de 2,7Log de UFC/mL (p<0,05). A presenca de benzoato de sodio (0,5g/L) neste

mesmo periodo de armazenamento reduziu apenas 1,71ogUFC/mL (Figura 8).
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Figura 8. Resultados da contagem em placa para avaliacdo efeito da substancia tipo
bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentragdes 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP)
em suco de laranja quando incubados por até¢ 35 dias a 4 °C. E. faecium ATCC 6569 foi

utilizada como microrganismo indicador e benzoato de sodio (BS) 0,5g/L como controle.

Tanto para a avaliagdo de L. monocytogenes quanto para E. faecium em suco de laranja,
as contagens em placa sofreram pouca variagdo em relacdo as trés concentracdes de
bacteriocina testadas (p>0,05), demonstrando que o efeito conservador foi independente das

concentracoes.

4.Discussao

A busca por alimentos mais seguros tem motivado a aplicacdo de métodos alternativos
na conservagdo dos alimentos, como as bacteriocinas. As pediocinas tem sido um grande
destaque devido a sua aplicag@o na conservacgao dos alimentos (Papagianni et al. 2009; Zhang,
2018; Cotter et al. 2013).

L. monocytogenes ¢ o microrganismo causador de listeriose, uma doenga de origem
alimentar que pode resultar em sintomas similares a uma gastroenterite febril até uma
infeccdo sistémica. A forma invasiva da doenga ¢ responsavel por uma taxa de mortalidade
entre 20 a 30% principalmente em lactentes, imunosuprimidos e idosos (Paduro et al. 2019).
Outro grupo de risco sdo gestantes, pois a listeriose, mesmo da forma mais branda, pode
causar aborto e malformacgao fetal (Paduro et al. 2019). Bactérias do género Enterococcus

também possuem um grande impacto na Saude Publica e geralmente acometem individuos
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imunosuprimidos. Podem causar doencas como bacteremia, endocardite, infec¢des no trato
urindrio (Destro and Ribeiro, 2014).

Alguns trabalhos ja relataram a acdo antilisteriana de bacteriocinas produzidas por P.
acidilactici. Amado et al. (2016), relataram o efeito da pediocina AS-1 produzida por P.
acidilactici NRRL B-5627 como um importante agente antimicrobiano nas silagens de milho.
Schlyter et al. (1993) verificou a atividade antilisteriana do subproduto derivado de cultura de
P. acidilactici em diferentes percentuais. Estes relados sdo semelhantes aos dados obtidos no
presente estudo uma vez que foi observado acdo antimicrobiana frente a L. monocytogenes ¢
E. faecium. Nenhum relato da literatura foi encontrado em relagdo a agdo antimicrobiana da
substancia tipo bacteriocina produzida por P. acidilactici frente a E. faecium

Dados da literatura demonstram que a pediocina age na permeabilizagao da célula-alvo,
inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da atividade da DNA girasse ou da RNA
polimerase da célula-alvo (Ogaki et al. 2015). Em geral, o mecanismo de agdo das
bacteriocinas provenientes de bactérias acido-laticas possuem agdo por dissipacdo da forga
proton-motriz que modifica o potencial da membrana e do gradiente de concentragdo de H+,
formando poros na membrana plasmatica (Porto et al. 2017). No presente trabalho, foi
observado que o efeito conservador da substancia tipo bacteriocina foi independente das
concentragdes. Este fato sugere que o mecanismo de agdo pode estar relacionado a saturagao
de receptores de membrana das bactérias ou possivel a¢do enzimatica da bacteriocina, que
demandaria uma andlise de cinética ndo realizada neste estudo.

Alguns estudos demonstraram a aplicagdo da substancia tipo bacteriocina produzida por
P. acidilactici como conservante alimentar. Nielsen et al. (1990) usaram a pediocina como
conservante de carne bovina e observaram uma reducdo de até¢ 2,2 log UFC de L.
monocytogenes, além disso, observaram que a atividade antimicrobiana se manteve estavel
por até 28 dias sob armazenamento refrigerado. Chen et al. (2004) utilizou 3000 e¢ 6000
UA/mL de pediocina para a conservacdo de salsichas e observaram sua auséncia de L.
monocytogenes por até 12 semanas. Skariyachan e Govindarajan, (2019) pulverizou
sobrenadante contendo bacteriocina produzida por Pediococcus spp. em tomates e observaram
que as amostras mantiveram sem deterioragdo por 14 dias. O mesmo estudo apresentou
comparagdes de alimentos como milho, morango, carne e cogumelos, pulverizados com a
pediocina e sem pediocina e concluiram que todas as amostras tratadas tiveram reducdo
significativa na contagem de células viaveis.

O uso de bacteriocinas na bioconservacao de bebidas também foi observado em alguns

trabalhos (Alpas; Bozoglu, 2000; Backialakshmi et al. 2015; Mohammad et al. 2016; Pei et al.
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2015; Tenea, Barrigas, 2018). Dentre os mais recentes, Backialakshmi et al. (2015) estudou a
biopreservacdo do suco de laranja fresco usando dois tipos de bacteriocinas purificadas de
Leuconostoc mesenteroides ¢ demonstraram que ambos foram eficientes durante o processo
de preservacao de alimentos. Tenea e Barrigas (2018) avaliaram a agdo conservante do
sobrenadante livre de células contendo bacteriocina de Lactobacillus plantarum Cys5-4 em
bebidas artesanais. Observaram a agao eficaz sobre a E. coli e Salmonella entérica, principais
bactérias patogénicas encontradas em suco de laranja artesanal. Desta forma demonstrou ser
um bioconservante promissor, com ampla aplicacao alimenticia desde que seja implantado um
programa de boas praticas de fabricacdo. Mohammad et al. (2016), estudaram o efeito de
biopreservativo de bacteriocina na preservacao de suco de fruta. Os autores observaram que a
bacteriocina retardou o crescimento de patdégenos como E. coli, P. aeruginosa e Salmonella
paratyphi. Os autores também sugeriram que as bactérias acido laticas poderiam ser
consideradas uma boa solu¢do para as cepas resistentes aos antibidticos. Nenhum dos
trabalhos publicados aplicaram a pediocina em suco de laranja, demonstrando a importancia e
o destaque do presente trabalho na area de bioconservacgao alimentar.

A substancia tipo bacteriocina utilizada neste trabalho apresentou um alto potencial de
aplicagdo como conservante devido sua estabilidade em diversas condi¢des e por ter agao
antimicrobiana contra a L. monocytogenes e E. faecium em suco de laranja. Pal et al. (2010)
demonstrou que a faixa 6tima de pH para efeito da pediocina foi de pH 2 a 7. Narsaiah et al.
(2013) relatou o melhor efeito da pediocina entre pH 3 e 9. No presente trabalho, também foi
observado a manutencao da atividade entre pH 2,0 a 6,5 entretanto, foi observado uma
completa inibi¢ao da a¢do da pediocina em pH 9,0.

Em relacdo ao tratamento térmico foi observado uma degradacdo gradativa da acdo da
bacteriocina com o aumento da temperatura. Quando submetida a temperatura de ebuli¢ao
por 60 min foi observada atividade de 400 UA/mL para L. monocytogenes e agao
antimicrobiana totalmente inibida frente a E. faecium. Entretanto, quando submetidas a
temperatura -20°C e -80°C a acdo da bacteriocina foi capaz de se manter inalterada por até 35
dias. Relatos da literatura demonstraram resultados variados. Narsaiah et al. (2013)
demonstraram manutengdo da atividade inibitéria da pediocina apds tratamento térmico de
65°C a 121°C. Por outro lado, Wang et al. (2015) demonstraram que a pediocina se manteve
estavel quando armazenada a -20°C ou 4°C por até 4 semanas.

E ressaltado ainda neste trabalho a impossibilidade de avaliar o efeito da bacteriocina

produzida por P. acidilactici na presenga L. monocytogenes, uma vez que naturalmente, este
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microrganismo ndo conseguiu sobreviver por muito tempo em ambientes acidos, como o suco
de laranja (Gahan et al. 1996; Taylor et al. 2019).

No presente estudo foi constatado que a agdo bioconservadora da substancia tipo
bacteriocina foi superior ao benzoato de sddio quando aplicados em suco de laranja contendo
E. faecium. O benzoato de sédio ¢ um conservante alimentar amplamente usado pela
industria alimenticia ha muito tempo, sendo aplicado inclusive no suco de laranja. Embora
ele esteja entre os compostos “Geralmente reconhecido como seguro” (GRAS), seu consumo
em excesso pode resultar em danos a saude (Yang et al. 2017; Lannerz et al. 2015). Além
disso, ha uma preocupagdo em relagdo ao consumo de benzoato de sdédio juntamente com o
acido ascorbico (vitamina C) uma vez que pode desencadear a da formagdo de benzeno. Um
composto toxico capaz de causar impacto negativo na saude humana, especialmente o sistema
nervoso € imunoldgico, e eventualmente causar cancer apos exposi¢ao a longo prazo (Kwon
et al. 2008).

E evidente a necessidade de se buscar alternativas naturais e seguras para a conservagio
de alimentos. Cotter et al. (2013) relatou a nao toxicidade da nisina e pediocina quando
utilizados na biopreservagao em alimentos. Porém, a sua aplicacdo em determinados modelos
alimentares requer conhecimento mais aprofundado devido a possivel descaracterizagcdo dos

produtos, perda da atividade e barreias tecnoldgicas de produgdo (Mani-Lopez et al. 2018).

5. Conclusao

Conclui-se que a susbtancia tipo bacteriocina produzida pelo P. acidilactici apresentou
potencial de ser utilizada na inddstria alimenticia, principalmente em alimentos refrigerados,
congelados e com pH d4cido. A agdo antimicrobiana observada mesmo nas menores
concentracgoes testadas vai de acordo com as necessidades das industrias de alimentos, por
substancias conservadoras eficazes, em baixas concentragoes ¢ com custos reduzidos. Além
disso, a agdo efetiva como bioconservante no suco de laranja contaminado artificialmente com
E. faecium terd impacto na Satde Publica devido a possibilidade de se reduzir as doencas
transmitidas por alimentos causadas por esse patogeno. Desta forma, ¢ importante ressaltar
que as bacteriocinas produzidas pelas BAL sdo muito promissoras, sendo vantajoso investir

em estudos envolvendo a aplica¢do dessas substdncias como bioconservadores em alimentos.
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RESUMO





Avaliação do efeito conservador de substância tipo bacteriocina produzido por Pediococcus acidilactici em suco de laranja



A bioconservação de alimentos é uma abordagem ecológica e inofensiva que utiliza a microbiota natural ou controlada e/ou ainda os compostos antimicrobianos para estender o prazo de validade de alimentos e aumentar a sua segurança. Este trabalho teve como objetivo estudar a aplicação da substância tipo bacteriocina, produzida por Pediococcus acidilactici, uma Bactéria Ácido-Lática na bioconservação do suco de laranja. Pesquisas nessa área são de grande importância, pois as bacteriocinas podem substituir os conservantes sintéticos, como por exemplo o benzoato de sódio, que podem ser prejudiciais à saúde humana. O efeito bioconservador da substância tipo bacteriocina foi avaliado considerando as concentrações (0, 25, 50 e 75%) adicionadas em suco de laranja pasteurizado sem adição de conservantes. Para essa avaliação foram utilizadas como microrganismos indicadores a Listeria monocytogenes e a Enterococcus faecium. Também foram testados os efeitos da bacteriocina nos diferentes valores de pH (2; 6,5 e 9 por 60 min), temperatura (50°C, 75°C e 100°C por 60 min), e na refrigeração (-80°C, -20°C e 4°C por 35 dias). Foi constatado que a atividade antimicrobiana da substância tipo bacteriocina ficou estável durante os 35 dias a -20°C ou -80°C. O desempenho da bacteriocina contra a Enterococcus faecium foi superior ao do benzoato de sódio, pois a mesma reduziu 1,0 log de UFC/mL a mais que o conservante sintético. A atividade da bacteriocina não foi influenciada nos pH 2 e 6,5, e nem quando submetida à 50°C por 1 hora. Com isso se conclui que a pediocina tem potencial para ser aplicada na indústria alimentícia, uma vez que apresentou estabilidade às várias condições de armazenamento.
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ABSTRACT





Evaluation of the conservative effect of bacteriocin-like substance produced by Pediococcus acidilactici in orange juice





Food bioconservation is an environmentally friendly and harmless approach that uses natural or controlled microbiota and / or antimicrobial compounds to extend the shelf life of foods and increase their safety. This work aimed to study the application of the bacteriocin-like substance produced by Pediococcus acidilactici, a Lactic Acid Bacterium in the orange juice bioconservation. Research in this area is of great importance, as bacteriocins can replace synthetic preservatives such as sodium benzoate, which can be harmful to human health. The bioconservative effect of the bacteriocin-like substance was evaluated considering the concentrations (0, 25, 50 and 75%) added in pasteurized orange juice without preservatives. For this evaluation were used as indicator microorganisms Listeria monocytogenes and Enterococcus faecium. The effects of bacteriocin on different pH values ​​(2.0; 6.5 and 9.0 for 60 min), temperature (50 ° C, 75 ° C and 100 ° C for 60 min), and cooling (-80 ° C, -20 ° C and 4 ° C for 35 days) ) were also tested. The antimicrobial activity of the bacteriocin-like substance was found to be stable for 35 days at -20 ° C or -80 ° C. The bacteriocin performance against Enterococcus faecium was superior to that of sodium benzoate, as it reduced 1.0 log CFU / mL, more than the synthetic preservative. Bacteriocin activity was not influenced at pH 2.0 and 6.5, nor when subjected to 50 ° C for 1 hour. Thus, it is concluded that pediocin has potential to be applied in the food industry, since it presented stability to the various storage conditions.
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Resumo



A bioconservação de alimentos é uma abordagem ecológica e inofensiva que utiliza a microbiota natural ou controlada e/ou ainda os compostos antimicrobianos para estender o prazo de validade de alimentos e aumentar a sua segurança. Este trabalho teve como objetivo estudar a aplicação da substância tipo bacteriocina, produzida por Pediococcus acidilactici, uma Bactéria Ácido-Lática na bioconservação do suco de laranja. Pesquisas nessa área são de grande importância, pois as bacteriocinas podem substituir os conservantes sintéticos, como por exemplo o benzoato de sódio, que podem ser prejudiciais à saúde humana. O efeito bioconservador da substância tipo bacteriocina foi avaliado considerando as concentrações (0, 25, 50 e 75%) adicionadas em suco de laranja pasteurizado sem adição de conservantes. Para essa avaliação foram utilizadas como microrganismos indicadores a Listeria monocytogenes e a Enterococcus faecium. Também foram testados os efeitos da bacteriocina nos diferentes valores de pH (2; 6,5 e 9 por 60 min), temperatura (50°C, 75°C e 100°C por 60 min), e na refrigeração (-80°C, -20°C e 4°C por 35 dias). Foi constatado que a atividade antimicrobiana da substância tipo bacteriocina ficou estável durante os 35 dias a -20°C ou -80°C. O desempenho da bacteriocina contra a Enterococcus faecium foi superior ao do benzoato de sódio, pois a mesma reduziu 1,0 log de UFC/mL a mais que o conservante sintético. A atividade da bacteriocina não foi influenciada nos pH 2 e 6,5, e nem quando submetida à 50°C por 1 hora. Com isso se conclui que a pediocina tem potencial para ser aplicada na indústria alimentícia, uma vez que apresentou estabilidade às várias condições de armazenamento.
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1.Introdução

O aumento da população mundial e a globalização exigiu da indústria de alimentos uma ampliação na escala de produção, distribuição e garantia da entrega de alimentos até o destino final. Para garantir a segurança dos alimentos, têm sido desenvolvidos estudos relacionados com a conservação dos alimentos, que consiste em garantir as propriedades organolépticas, sabor, valor nutricional e segurança alimentar – sem deterioração e/ou crescimento de patógenos alimentares (Buisman et al. 2017).

Os processos de conservação alimentar mais comumente utilizados são os tratamentos térmicos com altas e baixas temperaturas, secagem, salga e conservantes químicos (Johnson et al. 2017). O grande desafio no uso destas técnicas, é a manutenção das propriedades originais, uma vez que grande parte delas alteram as características organolépticas do alimento (Millan-Sango and Valdramidis, 2018).

Há um crescente número de consumidores que buscam alimentos mais seguros e naturais. A grande preocupação no consumo exagerado de conservantes químicos se deve principalmente aos riscos e efeitos danosos como reações alérgicas e possíveis formações de produtos finais cancerígenos, como as nitrosaminas (Kashani-Haddad et al. 2012). 

Dentre os alimentos bastante consumidos mundialmente, tanto in natura como processados ou industrializados, está a laranja. Esta fruta é rica em compostos bioativos como vitamina C, folato, potássio, vitamina B6, vitamina A, carotenoides e flavonoides (Ponce et al. 2019). Assim sendo, foi demonstrado em ensaios clínicos randomizados um grande potencial  em melhorar o controle glicêmico, a saúde vascular e auxílio na prevenção dos fatores de risco de síndromes metabólicas quando há amplo consumo de frutas (Ponce et al. 2019).

 De acordo com a Associação Nacional dos Exportadores de Sucos Cítricos (Citrus Br), o principal foco do mercado de suco de laranja no Brasil é a exportação (Chaddad, 2016). Os Estados Unidos e o Brasil são os maiores produtores mundiais de suco de laranja, representando 30% e 60%, respectivamente da produção global (Carter et al. 2016).

A segurança microbiológica do suco de laranja depende, principalmente, das condições em relação à estocagem, manipulação, extração e sanitização das frutas antes do processo produtivo. O Food and Drug Administration (FDA) publicou em janeiro de 2011, um documento que estabelece um conjunto de procedimentos chamado HACCP – “Hazard Analysis and Critical Control Point”, que asseguram a qualidade e segurança alimentar para importação do suco (e qualquer outro alimento) (Minor and Parrett 2017).

A acidez do suco de laranja parece ser um fator limitante para o crescimento microbiano, no entanto, vários microrganismos são ácido-resistentes como as bactérias ácido-láticas, algumas espécies formadoras de esporos e leveduras, possibilitando assim a deterioração do alimento e o desenvolvimento de doenças de origem alimentar (Oliveira et al. 2006). Um exemplo é a groselha preta, que são frutas ácidas e seu suco concentrado chega a valores de pH em torno de 2,5. Ainda assim, foi encontrado o Alicyclobacillus, um agente acidofílico causador de deterioração. Alguns destes isolados têm maior capacidade de deterioração por produzir grandes quantidades de guaiacol, que afeta principalmente o odor do produto (André et al. 2017).

O armazenamento do suco de laranja em baixas temperaturas parece exercer um fator favorável à sua conservação. A indústria alimentícia comumente associa o armazenamento sob refrigeração e a adição de conservantes químicos como sorbato de potássio e benzoato de sódio no aumento do tempo de prateleira dos produtos alimentícios (Yang et al. 2017).

No suco de laranja, pode ser adicionado o benzoato de sódio que é um conservante químico, com ação bacteriostática e fungistáticas (Pongsavee, 2015). O uso do conservante em alimentos está vinculado com a comprovação da sua inocuidade e segurança. A OMS recomenda até 5 mg/kg de benzoato de sódio (WHO 2000). Porém, Dixit et al. (2008) demonstraram que a quantidade utilizada em alimentos tem sido muito maior do que a sugerida, em torno de 2,1 g/kg. 

Alguns estudos têm relatado as consequências do uso do benzoato de sódio (Oyewole et al. 2011, Lennerz et al. 2014, Gören et al. 2015; Aşçı et al. 2016). É notado que o consumo excessivo pode trazer importantes alterações sanguíneas associados aos possíveis danos hepatocelulares (Oyewole et al. 2011), uma vez que a fase final da biotransformação hepática do conservante envolve sua conjugação com glicina e excreção como ácido úrico pela urina  (Lennerz et al. 2014). Outros sintomas como: dermatite alérgica, urticárias, asma, diarréia e hemorragia intestinal também foram observados em ratos (Gören et al. 2015; Aşçı et al. 2016). Além disso, foi detectada a capacidade de indução de neurotoxicidade, nefrotoxicidade e teratogenicidade na embriogênese precoce de larvas de peixe-zebra (Tsay et al. 2007). Outras evidências demonstraram a sua relação com o TDAH em crianças pequenas (Lok et al. 2013; Connolly et al. 2010; Noorafshan et al. 2014; Khoshnoud et al. 2017).

A partir destes relatos, estudos sobre biopreservação de alimentos têm despertado a atenção. As bactérias ácido láticas são anaeróbicas, anaeróbicas facultativas ou microaerófilas; Gram-positivas e sem motilidade. Seus produtos primários são lactato, acetato, succinato, dióxido de carbono e etanol.  Entretanto, grande parte delas produzem metabólitos secundários capazes de inibir outras bactérias, como as toxinas, enzimas bacteriolíticas e bacteriocinas (Schulz et al. 2014).

As bacteriocinas são definidas como agentes de biopreservação, pois possuem atividade antimicrobiana e não afetam as características sensoriais dos alimentos (Baptista et al. 2019). São peptídeos ou proteínas com ação bactericida ou bacteriostática sintetizados no ribossomo com diversas características bioquímicas e genéticas, dependendo da bactéria de origem (Baptista et al. 2019; Ahmad et al. 2017).  Pratush et al. (2012) demonstrou a eficácia da bacteriocina produzida pelo Lactococcus lactis AP2 em comparação com o benzoato de sódio no suco de laranja. 

Apesar da bacteriocina inibir alguns patógenos, sua ação depende de fatores e características próprias do meio como osmolaridade, pH e temperatura. Portanto, são necessários estudos mais aprofundados para aprimorar a sua produção em larga escala e sua aplicação em diferentes matrizes alimentares (Ahmad et al. 2017). 

A Nisina é uma bacteriocina aprovada pela OMS desde 1969 e pelo FDA desde 1988 como conservante de alimentos, sendo um peptídeo produzido pelo Lactococcus lactis sub espécie lactis comum em alimentos lácteos (Ahmad et al. 2017; Gharsallaoui et al. 2015). ALTA™ 2341, uma pediocina, é um subproduto obtido através da fermentação do Pediococcus acidilactici, cultivado em meio contendo xarope, proteínas vegetais e caldo de extrato de levedura é comercializado através da fabricante Quest International, tem sido utilizada na bioconservação de alimentos (Bédard et al. 2018).

As pediocinas, são bacteriocinas produzidas a partir do Pediococcus spp. com amplo espectro de atividade antimicrobiana e bactericida principalmente contra bactérias Gram-positivas (Papagianni et al. 2009). As pediocinas já foram aplicadas previamente na bioconservação de alimentos (Vitola et al. 2018), entretanto, não há relatos da sua aplicação em suco de laranja.  

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial da substância tipo bacteriocina produzida por Pediococcus acidilactici CE51 como bioconservante em suco de laranja.

2. Materiais e Métodos

2.1 Origem e conservação dos microrganismos utilizados

Pediococcus acidilactici CE51 é uma bactéria láctica em forma de bastonete, Gram-positiva e catalase negativa, originada de embutidos cárneos. O isolado foi cultivado a 30°C em caldo MRS (De Man, Rogosa, Sharpe). Listeria monocytogenes ATCC 19015, Salmonella enterica ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Shigella sonnei ATCC 25931, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecium ATCC 6569 foram cultivadas a 37°C por 24 h em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid), e foram usadas como microrganismos indicadores. As cepas foram mantidas a -20°C em caldo BHI ou MRS contendo 20% (v/v) de glicerol.

2.2. Extração da susbtância tipo bacteriocina e avaliação da atividade antimicrobiana

A extração da substância tipo bacteriocina iniciou-se pelo inóculo de 100µL da cultura fresca de bactéria ácido láctica em 20mL de caldo MRS com posterior incubação a 30°C / 24 horas. Após esse processo, o cultivo foi submetido a centrifugação (3.500 rpm) por um período de 10 minutos. O pH do sobrenadante foi ajustado para 6,5 (pHmetro QUIMIB Q400AS, Diadema, Brasil) com solução de NaOH 10M. Em seguida, o sobrenadante foi sujeito à filtração estéril (Sterile Syringe Filter 0.45 μm), e posteriormente o mesmo foi submetido a um tratamento térmico em banho de água em ebulição, durante 10 minutos (Nielsen et al. 1990; Bromberg et al. 2006; Sidek et al. 2018; Gutiérrez-Cortés et al. 2018).

Para avaliação da atividade da substância tipo bacteriocina aplicou-se o método de diluição crítica (Mary-Harting et al. 1972; Sidek et al. 2018; Gutiérrez-Cortés et al. 2018). O sobrenadante foi diluído sucessivamente na razão 1:2 (v/v) em placa de microtitulação, utilizando-se solução-tampão fosfato de sódio 10 mM, pH 7. Logo após, alíquotas de 10µL de cada diluição foram depositadas na superfície de placas de MRS. A estirpe indicadora foi reativada em caldo BHI a 37°C, por 24 horas, sob aerobiose, em seguida foram transferidos 500μl do cultivo da bactéria indicadora para 50 mL de ágar semi-sólido de BHI.

Depois de homogeneizados, os tubos contendo ágar semi-sólido de BHI inoculado foram vertidos sobre as placas de ágar MRS, formando uma sobrecamada. Após 24 horas de incubação os meios foram analisados quanto a sustentação da atividade inibitória da bacteriocina através da formação de halos de inibição.  O título da substância tipo bacteriocina, expresso em unidade arbitrária de bacteriocina por mililitro (UA/mL), foi estabelecido como sendo a recíproca da maior diluição que mostrou halo de inibição, multiplicada por 100, para a obtenção da preparação original (Gutiérrez-Cortés et al. 2018).

2.3 Sensibilidade da substância tipo bacteriocina a diferentes enzimas

A natureza proteica da substância tipo bacteriocina, produzida pela bactéria láctica em estudo, foi determinada por meio da verificação de sua sensibilidade às enzimas proteolíticas (Mary-Harting et al.1972; Sidek et al. 2018). As soluções de enzimas (0,2 mg/mL) esterilizadas por filtração foram misturadas com a substância tipo bacteriocina na proporção de 1:1 (v/v). A mistura obtida foi incubada a 37°C/1 hora. Em seguida, foi realizada a inativação enzimática, por meio de um tratamento térmico a 95°C, durante 5 min. Na determinação da atividade antimicrobiana da substância tipo bacteriocina, utilizou-se 106UFC/mL de Listeria monocytogenes como microrganismo indicador. Os controles consistiram de bacteriocina em tampão fosfato de sódio 10 mM e soluções de enzimas não adicionadas de bacteriocina. Soluções-teste de enzimas e os controles foram depositados em cada placa. Após a secagem dos inóculos, as placas foram incubadas a 37ºC durante 24 horas, para posterior avaliação da presença de zonas de inibição. As enzimas testadas foram pepsina (≥ 250 un./mg), α-quimotripsina (≥ 40 un./mg), e proteinase K (≥ 30 un./mg) (Bromberg, et al. 2006; Hermanns et al. 2013; Gutiérrez-Cortés et al. 2018).

2.4 Efeito do pH,  tratamento térmico e refrigeração na ação da substância tipo bacteriocina

Foi avaliada a estabilidade da atividade antimicrobiana da substância tipo bacteriocina quando submetida a diferentes valores de pH (2; 6,5 e 9 por 60 min), tratamentos térmicos (50ºC, 75ºC e 100ºC por 60 min) e refrigeração (-80°C, -20°C e 4ºC por 35 dias). Os pHs foram ajustados a seus respectivos valores com soluções de NaOH 10 M e HCl 10 M. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de diluição crítica conforme descrito no item 2.2. Foram utilizadas microrganismos indicadores que apresentaram efeito antagônico da bacteriocina (Bromberg, et al. 2006; Sidek et al. 2018).

2.5 Efeito da substância tipo bacteriocina na bioconservação de suco de laranja

Para avaliar o efeito bioconservador da substância tipo bacteriocina de Pediococcus acidilactici foi utilizado o sobrenadante livre de células em diferentes concentrações (0, 25, 50 e 75%) em suco de laranja industrializado sem adição de conservantes. Como controle foi utilizado o conservante benzoato de sódio 0,5g/L. O inóculo dos patógenos alimentares que apresentaram resposta positiva para a ação da substância tipo bacteriocina no item 2.2 foram acrescentados às preparações de suco de laranja com substância tipo bacteriocina, benzoato de sódio ou sem adição de substância conservadora. Foi utilizado um inóculo padrão de 0,5 da escala Mc Farland (1 x 108 UFC/mL) utilizando solução salina para a diluição necessária. As preparações foram armazenadas a 4°C por até 35 dias. A viabilidade dos microrganismos inoculados foi realizada a cada 7 dias por contagem padrão em placa em ágar BHI e incubação a 37°C. A estabilidade da atividade antimicrobiana da bacteriocina no suco de laranja também foi realizada por meio da diluição crítica, conforme o item 2.2 (Gutiérrez-Cortés et al. 2018).

2.6 Forma de análise dos dados

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados finais submetidos à análise estatística. Para análise estatística, foi utilizado o teste ANOVA (Dunnet), considerando uma significância de P <0,05. A amostra sem adição de bacteriocina e com a adição de benzoato de sódio 0,5g/L foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados no GraphPad Prism® 4 (GraphPad Software Inc.).

3.Resultados

O sobrenadante livre de células de P. acidilactici CE51 apresentou atividade antimicrobiana para L. monocytogenes e E. faecium. O espectro de atividade do sobrenadante da cultura láctica CE51 foi quantificada por meio do método de diluição crítica demonstrando espectro antimicrobiano de 3.200 UA/mL para L. monocytogenes e 1600 UA/mL para E. faecium.

A substância antimicrobiana produzida pelo P. acidilactici CE51 demonstrou ter natureza proteica uma vez que foi observada degradação do halo de inibição a L. monocytogenes quando expostas as enzimas digestivas α-Quimotripsina, Proteinase K e uma redução na atividade da pepsina. Também não foi observada perda da atividade antagonista pela substância tipo bacteriocina quando submetida ao tratamento térmico em banho de água em temperatura de ebulição/5minutos, nem quando neutralizado o pH, excluindo desta forma ação antimicrobiana devido a produção de ácidos orgânicos e confirmando a hipótese que a substância de ação antimicrobiana é uma substância tipo bacteriocina. 

Foi observado que pH 2,0 e pH 6,5 não influenciaram a atividade da substância tipo bacteriocina produzida por P. acidilactici CE51. Enquanto, o pH 9,0 inibiu completamente a atividade antimicrobiana da pediocina em L. monocytogenes e E. faecium (p<0,05). O tratamento térmico por 1h a 50°C não alterou a ação da bacteriocina frente aos dois microrganismos, entretanto, a sua ação antimicrobiana foi reduzida a metade em temperatura de 75°C (p<0,05). A 100°C houve inibição completa da ação frente a E. faecium, restando apenas um quarto (400 UA/mL) da atividade inicial frente L. monocytogenes (p<0,05) (Figura 1 e 2)



Figura 1. Resultados do ensaio de diluição crítica para avaliar o efeito da substância tipo bacteriocina pura quando submetidos a diferentes pH (2, 6,5 e 9 por 60min), ao tratamento térmico (50, 75 e 100°C por 60min) utilizando L. monocytogenes ATCC 19015 como microrganismo indicador.



Figura 2. Resultados do ensaio da diluição crítica para avaliar o efeito da substância tipo bacteriocina pura quando submetidos a diferentes pH (2, 6,5 e 9 por 60min), ao tratamento térmico (50, 75 e 100°C por 60min) utilizando E. faecium ATCC 6569 como microrganismo indicador.



Em relação ao efeito do armazenamento da substância tipo bacteriocina em diferentes temperaturas de refrigeração foi observado uma ação sem alterações até 35 dias e 28 dias respectivamente para temperatura a -80°C e -20°C, apresentando perfil semelhante de atividade antimicrobiana. Entretanto, para armazenamento em temperatura 4°C ela reduziu sua ação contra L. monocytogenes a partir do 14° dia e contra E. faecium a partir do 7° dia (p<0,05) (Figura 3 e 4)



Figura 3. Resultados do ensaio de diluição crítica para avaliar o efeito da substância tipo bacteriocina pura ajustada a pH6,5 quando submetidos a refrigeração (-80, -20 e 4°C por 35 dias) utilizando L. monocytogenes ATCC 19015 como microrganismo indicador.



Figura 4. Resultados do ensaio de diluição crítica para avaliar o efeito da substância tipo bacteriocina pura ajustada a pH6,5 quando submetidos a refrigeração (-80, -20 e 4°C por 35 dias) utilizando E. faecium ATCC 6569 como microrganismo indicador.



Foi demonstrado que suco de laranja sem a presença de substância tipo bacteriocina não formou halos de inibição no teste de diluição crítica. O suco contendo 75% de bacteriocina apresentou maior atividade se comparado com bacteriocina pura (BP) ao final dos 35 dias (p<0,05). Das concentrações de sobrenadante testados, o suco contendo 25% de substância tipo bacteriocina apresentou a menor atividade antimicrobiana, mas não apresentou variações bruscas tanto quando foi utilizado L. monocytogenes quanto E. faecium como microrganismo indicador (Figura 5 e 6).







Figura 5. Resultados do ensaio de diluição crítica para avaliar o efeito da substância tipo bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentrações 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP) em suco de laranja com a utilização de L. monocytogenes ATCC 19015 como microrganismo indicador.





Figura 6. Resultados do ensaio de diluição crítica para avaliar o efeito da substância tipo bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentrações 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP) em suco de laranja com a utilização de E. faecium ATCC 6569 como microrganismo indicador.



Em relação a L. monocytogenes foi notado que suco de laranja não é uma matriz alimentar que favorece a sua viabilidade visto que houve uma redução progressiva da sua contagem, até que no dia 21 não foi possível observar células viáveis. O maior efeito antimicrobiano observado foi no primeiro contato com a substância tipo bacteriocina com uma redução de 5 log UFC/mL (p<0,05). Nos 7° e 14° dias essa diferença foi reduzida para 2,5 log de UFC/mL (p<0,05) em comparação com o suco sem substância tipo bacteriocina. A presença do benzoato de sódio (BS) (0,5g/L) em suco de laranja contaminado artificialmente com L. monocytogenes reduziu completamente o microrganismo após 7 dias de incubação (p<0,05) (Figura 7).



Figura 7. Resultados da contagem em placa para avaliação efeito da substância tipo bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentrações 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP) em suco de laranja quando incubados por até 35 dias a 4 °C. L. monocytogenes ATCC 19015 foi utilizada como microrganismo indicador e benzoato de sódio (BS) 0,5g/L como controle.



E. faecium foi capaz de se manter viável até 21 dias no suco de laranja puro, após esse período foi observado um decréscimo na sua viabilidade. Neste período, também foi observado o maior efeito da conservação com a aplicação da bacteriocina 75% com uma redução de 2,7Log de UFC/mL (p<0,05). A presença de benzoato de sódio (0,5g/L) neste mesmo período de armazenamento reduziu apenas 1,7logUFC/mL (Figura 8).





Figura 8. Resultados da contagem em placa para avaliação efeito da substância tipo bacteriocina ajustada para pH6,5 nas concentrações 0, 25, 50 e 75% e Bacteriocina pura (BP) em suco de laranja quando incubados por até 35 dias a 4 °C.  E. faecium ATCC 6569 foi utilizada como microrganismo indicador e benzoato de sódio (BS) 0,5g/L como controle. 



Tanto para a avaliação de L. monocytogenes quanto para E. faecium em suco de laranja, as contagens em placa sofreram pouca variação em relação as três concentrações de bacteriocina testadas (p>0,05), demonstrando que o efeito conservador foi independente das concentrações.



4.Discussão

A busca por alimentos mais seguros tem motivado a aplicação de métodos alternativos na conservação dos alimentos, como as bacteriocinas. As pediocinas tem sido um grande destaque devido a sua aplicação na conservação dos alimentos (Papagianni et al. 2009; Zhang, 2018; Cotter et al. 2013). 

L. monocytogenes é o microrganismo causador de listeriose, uma doença de origem alimentar que pode resultar em sintomas similares a uma gastroenterite febril até uma infecção sistêmica. A forma invasiva da doença é responsável por uma taxa de mortalidade entre 20 a 30% principalmente em lactentes, imunosuprimidos e idosos (Paduro et al. 2019). Outro grupo de risco são gestantes, pois a listeriose, mesmo da forma mais branda, pode causar aborto e malformação fetal (Paduro et al. 2019). Bactérias do gênero Enterococcus também possuem um grande impacto na Saúde Pública e geralmente acometem indivíduos imunosuprimidos. Podem causar doenças como bacteremia, endocardite, infecções no trato urinário (Destro and Ribeiro, 2014).

Alguns trabalhos já relataram a ação antilisteriana de bacteriocinas produzidas por P. acidilactici. Amado et al. (2016), relataram o efeito da pediocina AS-1 produzida por P. acidilactici NRRL B-5627 como um importante agente antimicrobiano nas silagens de milho. Schlyter et al. (1993) verificou a atividade antilisteriana do subproduto derivado de cultura de P. acidilactici em diferentes percentuais. Estes relados são semelhantes aos dados obtidos no presente estudo uma vez que foi observado ação antimicrobiana frente a L. monocytogenes e E. faecium. Nenhum relato da literatura foi encontrado em relação a ação antimicrobiana da substância tipo bacteriocina produzida por P. acidilactici frente a E. faecium

Dados da literatura demonstram que a pediocina age na permeabilização da célula-alvo, inibição da síntese da parede celular, inibição da atividade da DNA girasse ou da RNA polimerase da célula-alvo (Ogaki et al. 2015). Em geral, o mecanismo de ação das bacteriocinas provenientes de bactérias ácido-láticas possuem ação por dissipação da força próton-motriz que modifica o potencial da membrana e do gradiente de concentração de H+, formando poros na membrana plasmática (Porto et al. 2017).  No presente trabalho, foi observado que o efeito conservador da substância tipo bacteriocina foi independente das concentrações. Este fato sugere que o mecanismo de ação pode estar relacionado a saturação de receptores de membrana das bactérias ou possível ação enzimática da bacteriocina, que demandaria uma análise de cinética não realizada neste estudo.

Alguns estudos demonstraram a aplicação da substância tipo bacteriocina produzida por P. acidilactici como conservante alimentar.  Nielsen et al. (1990) usaram a pediocina como conservante de carne bovina e observaram uma redução de até 2,2 log UFC de L. monocytogenes, além disso, observaram que a atividade antimicrobiana se manteve estável por até 28 dias sob armazenamento refrigerado. Chen et al. (2004) utilizou 3000 e 6000 UA/mL de pediocina para a conservação de salsichas e observaram sua ausência de L. monocytogenes por até 12 semanas.  Skariyachan e Govindarajan, (2019) pulverizou sobrenadante contendo bacteriocina produzida por Pediococcus spp. em tomates e observaram que as amostras mantiveram sem deterioração por 14 dias. O mesmo estudo apresentou comparações de alimentos como milho, morango, carne e cogumelos, pulverizados com a pediocina e sem pediocina e concluíram que todas as amostras tratadas tiveram redução significativa na contagem de células viáveis. 

O uso de bacteriocinas na bioconservação de bebidas também foi observado em alguns trabalhos (Alpas; Bozoglu, 2000; Backialakshmi et al. 2015; Mohammad et al. 2016; Pei et al. 2015; Tenea, Barrigas, 2018).  Dentre os mais recentes, Backialakshmi et al. (2015) estudou a biopreservação do suco de laranja fresco usando dois tipos de bacteriocinas purificadas de Leuconostoc mesenteroides e demonstraram que ambos foram eficientes durante o processo de preservação de alimentos. Tenea e Barrigas (2018) avaliaram a ação conservante do sobrenadante livre de células contendo bacteriocina de Lactobacillus plantarum Cys5-4 em bebidas artesanais. Observaram a ação eficaz sobre a E. coli e Salmonella entérica, principais bactérias patogênicas encontradas em suco de laranja artesanal. Desta forma demonstrou ser um bioconservante promissor, com ampla aplicação alimentícia desde que seja implantado um programa de boas práticas de fabricação. Mohammad et al. (2016), estudaram o efeito de biopreservativo de bacteriocina na preservação de suco de fruta. Os autores observaram que a bacteriocina retardou o crescimento de patógenos como E. coli, P. aeruginosa e Salmonella paratyphi. Os autores também sugeriram que as bactérias ácido láticas poderiam ser consideradas uma boa solução para as cepas resistentes aos antibióticos. Nenhum dos trabalhos publicados aplicaram a pediocina em suco de laranja, demonstrando a importância e o destaque do presente trabalho na área de bioconservação alimentar.

A substância tipo bacteriocina utilizada neste trabalho apresentou um alto potencial de aplicação como conservante devido sua estabilidade em diversas condições e por ter ação antimicrobiana contra a L. monocytogenes e E. faecium em suco de laranja.  Pal et al. (2010) demonstrou que a faixa ótima de pH para efeito da pediocina foi de pH 2 a 7. Narsaiah et al. (2013) relatou o melhor efeito da pediocina entre pH 3 e 9. No presente trabalho, também foi observado a manutenção da atividade entre pH 2,0 a 6,5 entretanto, foi observado uma completa inibição da ação da pediocina em pH 9,0.  

Em relação ao tratamento térmico foi observado uma degradação gradativa da ação da bacteriocina com o aumento da temperatura.  Quando submetida a temperatura de ebulição por 60 min foi observada atividade de 400 UA/mL para L. monocytogenes e ação antimicrobiana totalmente inibida frente à E. faecium. Entretanto, quando submetidas à temperatura -20°C e -80°C a ação da bacteriocina foi capaz de se manter inalterada por até 35 dias.  Relatos da literatura demonstraram resultados variados. Narsaiah et al. (2013) demonstraram manutenção da atividade inibitória da pediocina após tratamento térmico de 65°C a 121°C. Por outro lado, Wang et al. (2015) demonstraram que a pediocina se manteve estável quando armazenada a -20°C ou 4°C por até 4 semanas.

É ressaltado ainda neste trabalho a impossibilidade de avaliar o efeito da bacteriocina produzida por P. acidilactici na presença L. monocytogenes, uma vez que naturalmente, este microrganismo não conseguiu sobreviver por muito tempo em ambientes ácidos, como o suco de laranja (Gahan et al. 1996; Taylor et al. 2019). 

No presente estudo foi constatado que a ação bioconservadora da substância tipo bacteriocina foi superior ao benzoato de sódio quando aplicados em suco de laranja contendo E. faecium.  O benzoato de sódio é um conservante alimentar amplamente usado pela indústria alimentícia há muito tempo, sendo aplicado inclusive no suco de laranja.  Embora ele esteja entre os compostos “Geralmente reconhecido como seguro” (GRAS), seu consumo em excesso pode resultar em danos à saúde (Yang et al. 2017; Lannerz et al. 2015). Além disso, há uma preocupação em relação ao consumo de benzoato de sódio juntamente com o ácido ascórbico (vitamina C) uma vez que pode desencadear a da formação de benzeno. Um composto tóxico capaz de causar impacto negativo na saúde humana, especialmente o sistema nervoso e imunológico, e eventualmente causar câncer após exposição a longo prazo (Kwon et al. 2008).

É evidente a necessidade de se buscar alternativas naturais e seguras para a conservação de alimentos. Cotter et al. (2013) relatou a não toxicidade da nisina e pediocina quando utilizados na biopreservação em alimentos. Porém, a sua aplicação em determinados modelos alimentares requer conhecimento mais aprofundado devido a possível descaracterização dos produtos, perda da atividade e barreias tecnológicas de produção (Mani-López et al. 2018). 



5. Conclusão

Conclui-se que a susbtância tipo bacteriocina produzida pelo P. acidilactici apresentou potencial de ser utilizada na indústria alimentícia, principalmente em alimentos refrigerados, congelados e com pH ácido. A ação antimicrobiana observada mesmo nas menores concentraçoes testadas vai de acordo com as necessidades das indústrias de alimentos, por substâncias conservadoras eficazes, em baixas concentraçoes e com custos reduzidos. Além disso, a ação efetiva como bioconservante no suco de laranja contaminado artificialmente com E. faecium terá impacto na Saúde Pública devido a possibilidade de se reduzir as doenças transmitidas por alimentos causadas por esse patogeno. Desta forma, é importante ressaltar que as bacteriocinas produzidas pelas BAL são muito promissoras, sendo vantajoso investir em estudos envolvendo a aplicação dessas substâncias como bioconservadores em alimentos.
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Listeria monocytogenes	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962411	1	pH 2	pH6,5	pH9	50°C	75°C	100°C	3166.6666666666665	3166.6666666666665	0	3166.6666666666665	1566.6666666666667	433.33333333333331	

UA/ml





28.867513459481287	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962411	0	28.867513459481287	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962411	0	pH2	pH6,5	pH9	50°C	75°C	100°C	800	800	0	800	400	0	

UA/mL





- 80°C	7	14	21	28	35	3166.6666666666665	3133.3333333333335	3166.6666666666665	3200	3133.3333333333335	-20°C	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	7	14	21	28	35	3166.6666666666665	3133.3333333333335	3166.6666666666665	3200	3133.3333333333335	4°C	3200	3166.6666666666665	1566.6666666666667	850	766.66666666666663	37°C	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	7	14	21	28	35	3133.3333333333335	3200	1566.6666666666667	833.33333333333337	766.66666666666663	Tempo incubação (dias)



UA/ml







-80°C	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	7	14	21	28	35	1566.6666666666667	1566.6666666666667	1600	1566.6666666666667	1566.6666666666667	-20°C	0	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	7	14	21	28	35	1600	1566.6666666666667	1600	1566.6666666666667	833.33333333333337	4°C	1566.6666666666667	866.66666666666663	800	783.33333333333337	450	37°C	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962411	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962411	7	14	21	28	35	1566.6666666666667	833.33333333333337	800	766.66666666666663	433.33333333333331	Tempo incubação (dias)



UA/ml







0%	0	7	14	21	28	35	0	0	0	0	0	0	25%	57.735026918962411	57.735026918962411	50	28.867513459481287	57.735026918962532	28.86751345948133	57.735026918962411	57.735026918962411	50	28.867513459481287	57.735026918962532	28.86751345948133	0	7	14	21	28	35	433.33333333333331	433.33333333333331	450	383.33333333333331	233.33333333333334	183.33333333333334	50%	0	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	0	28.867513459481287	0	57.735026918962575	57.735026918962575	57.735026918962575	0	28.867513459481287	0	7	14	21	28	35	3200	3166.6666666666665	3166.6666666666665	1633.3333333333333	1600	1583.3333333333333	75%	57.735026918962575	57.735026918962575	100	0	57.735026918962575	5.7735026918962582	57.735026918962575	57.735026918962575	100	0	57.735026918962575	5.7735026918962582	0	7	14	21	28	35	3166.6666666666665	3166.6666666666665	3200	3200	3166.6666666666665	3203.3333333333335	BP	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	50	57.735026918962575	57.735026918962575	0	57.735026918962575	57.735026918962575	50	57.735026918962575	0	7	14	21	28	35	3166.6666666666665	3200	3166.6666666666665	1566.6666666666667	850	766.66666666666663	Tempo de incubação (dias)



UA/mL







O%	0	7	14	21	28	35	0	0	0	0	0	0	25%	28.867513459481287	0	28.867513459481287	57.735026918962532	28.867513459481206	0	28.867513459481287	0	28.867513459481287	57.735026918962532	28.867513459481206	0	0	7	14	21	28	35	416.66666666666669	400	383.33333333333331	233.33333333333334	216.66666666666666	200	50%	28.867513459481287	0	57.735026918962575	50	28.867513459481287	57.735026918962411	28.867513459481287	0	57.735026918962575	50	28.867513459481287	57.735026918962411	0	7	14	21	28	35	1583.3333333333333	1600	1566.6666666666667	850	816.66666666666663	433.33333333333331	75%	57.735026918962575	57.735026918962575	0	50	28.867513459481287	0	57.735026918962575	57.735026918962575	0	50	28.867513459481287	0	0	7	14	21	28	35	1566.6666666666667	1566.6666666666667	1600	850	816.66666666666663	800	BP	28.867513459481287	0	57.735026918962575	50	28.867513459481287	57.735026918962411	28.867513459481287	0	57.735026918962575	50	28.867513459481287	57.735026918962411	0	7	14	21	28	35	1566.6666666666667	866.66666666666663	800	783.33333333333337	450	400	Tempo incubação (dias)



UA/mL







0	0.1280844353103851	5.8396862490136175E-2	0.15604785362266912	0.1280844353103851	5.8396862490136175E-2	0.15604785362266912	0	7	14	21	28	35	7.625020421130567	5.064374866118154	4.6514141698131084	0	0	0	25%	0	0.17379974903075146	0.17379974903075146	0	0.17379974903075146	0.17379974903075146	0	7	14	21	28	35	3.255272505103306	2.5017166594399689	2.1003433318879936	0	0	0	50%	9.0585502863154241E-2	0.17379974903075118	0.19940797782605432	9.0585502863154241E-2	0.17379974903075118	0.19940797782605432	0	7	14	21	28	35	2.8784945822716375	2.5774645866076562	2.4923737515732207	0	0	0	75%	0.14031808283235345	8.4367060734982055E-2	7.2133413213013697E-2	0.14031808283235345	8.4367060734982055E-2	7.2133413213013697E-2	0	7	14	21	28	35	2.6830726742233941	2.7476793495620981	2.5187675002557626	0	0	0	BS 0,5g/L	4.571531372036635E-2	0	0	4.571531372036635E-2	0	0	7.7517575017011024	0	0	0	0	0	0	Tempo de incubação (dias)



Log UC/mL







0%	0.1453837103931408	0.1112190827697301	0.18528230039288024	0.18712032471570431	0.1280844353103851	0.19600503626482241	0.1453837103931408	0.1112190827697301	0.18528230039288024	0.18712032471570431	0.1280844353103851	0.19600503626482241	0	7	14	21	28	35	7.2300653600095046	7.5927170834612143	7.6737297663566464	7.6414264286872937	6.5510708379251144	6.7001235150391878	25%	0.36350855566155177	9.0994936564758114E-2	0.11713037640326135	2.3898077918582838E-2	8.4367060734982055E-2	8.8194247604073045E-2	0.36350855566155177	9.0994936564758114E-2	0.11713037640326135	2.3898077918582838E-2	8.4367060734982055E-2	8.8194247604073045E-2	0	7	14	21	28	35	6.8421130924632818	6.3091918848970368	4.9595072651670691	5.0275951234388172	5.7476793495620981	5.6930604153492084	50%	9.8352475012165069E-2	0.10291122788629352	6.2522831111771413E-2	2.9532922604724048E-2	7.9961565396692802E-2	6.3014588803122051E-2	9.8352475012165069E-2	0.10291122788629352	6.2522831111771413E-2	2.9532922604724048E-2	7.9961565396692802E-2	6.3014588803122051E-2	0	7	14	21	28	35	6.9469110782039358	5.7934037472372024	5.8421130924632818	4.9201408278077379	6.0365261823014622	4.881479529822613	75%	0.46631478359203626	8.8884306229821672E-2	3.9604291527464523E-2	6.2522831111771413E-2	0.26875140721611424	7.2133413213013697E-2	0.46631478359203626	8.8884306229821672E-2	3.9604291527464523E-2	6.2522831111771413E-2	0.26875140721611424	7.2133413213013697E-2	0	7	14	21	28	35	5.8197974959197438	5.859163933279075	6.0401913104019505	5.1431430881272631	5.9053344478782703	5.5187675002557626	BS 0,5g/L	7.0984201676503572E-2	0	0.1112190827697301	0.13908809495999289	3.2535096630964384E-2	7.2133413213013697E-2	7.0984201676503572E-2	0	0.1112190827697301	0.13908809495999289	3.2535096630964384E-2	7.2133413213013697E-2	7.4814942240500599	7.9041199826559296	6.5927170834612143	6.0001446924931061	5.314465192169652	6.5187675002557626	Tempo de incubação (dias)



Log UFC/mL
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