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RESUMO

Cecilia Caroline Pereira Vieira
Bacteriocinas: uma alternativa promissora na bioconservacao de alimentos

Orientador: Marco Antonio Lemos Miguel
Coorientador: Felipe Miceli de Farias

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Atualmente, existe um crescente interesse das politicas publicas de alimentagdo e dos
consumidores por alimentos sem conservantes quimicos e minimamente processados. Contudo,
a fabricacdo de produtos alimenticios com quantidade reduzida ou nula de conservantes
quimicos poderia resultar na reducdo do tempo de vida do produto e numa maior chance de
proliferacdo de microrganismos deterioradores e de patdgenos alimentares. Ha, dessa forma,
uma necessidade de utilizacdo de outras metodologias para a conservacdo de alimentos,
métodos que preferencialmente ndo alterem as caracteristicas organolépticas do produto, tendo
como objetivo, a manutencdo de sua aceitabilidade pelo consumidor, evitando assim perdas
econdmicas. Uma maneira de atender a essa demanda pode ser o uso de antimicrobianos
naturais. Dentre estes compostos, destacam-se as bacteriocinas, que podem ser definidas como
substancias multifuncionais de natureza proteica, ribossomicamente sintetizadas por
procariotos, que possuem atividade antimicrobiana em determinadas concentracdes. Essas
substancias possuem diversos atrativos para 0 Seu uso como bioconservantes, como:
apresentam atividade inibitoria frente a patdgenos e deterioradores alimentares, sdo seguras
para 0 consumo humano e séo degradadas pelo trato gastrointestinal. Todavia, como ponto
negativo, elas podem ser inativadas por outros determinados componentes dos alimentos. Nesse
sentido, vem crescendo na literatura o numero de publica¢des voltadas a entender como essas
substancias podem ser aplicadas nos alimentos e produtos alimenticios de uma forma efetiva e
otimizada. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisdo na
literatura sobre os antimicrobianos naturais, com foco nas bacteriocinas. A partir das
informagdes encontradas, foi possivel verificar que diversos antimicrobianos naturais vém
sendo estudados e/ou aplicados para a conservacao dos alimentos. Isso pode ser um reflexo da
busca pela substituicdo de conservantes como sais de benzoatos e sorbatos, comumente
utilizados na industria. Além disso, hd uma preferéncia no uso das bacteriocinas produzidas por
bactérias acido laticas (BAL), onde existem véarias formas de aplicacdo nos alimentos desses
peptideos ou proteinas com propriedades antimicrobianas. Entretanto, quando estas substancias
sdo produzidas diretamente no alimento pelos microrganismos, diversos fatores podem
interferir nesta producdo, assim como na eficiéncia dessas bacteriocinas nos alimentos. A
industria tem utilizado diferentes estratégias para reduzir os custos de produgdo e aumentar a
sustentabilidade dos processos, como 0 uso de residuos industriais, para a aplicacdo das
bacteriocinas em alimentos com um preco competitivo.

Palavras-chave: Bacteriocinas, bioconservagéo de alimentos, antimicrobianos naturais.
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ABSTRACT

Cecilia Caroline Pereira Vieira
Bacteriocins: a promising alternative for food bioconservation

Orientador: Marco Antonio Lemos Miguel
Coorientador: Felipe Miceli de Farias

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Currently, there is a growing interest among public food policies and consumers for
foods without chemical preservatives or the ones that are considered minimally processed.
However, the manufacture of food products with a reduced quantity or without any type of
chemical preservative could reduce the life of the product and could result in a greater chance
of proliferation of spoilage microorganisms and food pathogens. Thus, there is a need to use
other methodologies for food preservation, methods that preferably do not alter the organoleptic
characteristics of the product, with the objective, of maintaining its acceptability by the
consumer and, consequently, avoiding economic losses. One way to meet this demand could be
to use natural antimicrobials. Among these compounds, they stand out as bacteriocins, which
can be defined as multifunctional substances of proteinaceous nature, ribosomally synthesized
by prokaryotes which have antimicrobial activity at certain concentrations. There are a several
attractions for their use as biopreservatives, such as: they present inhibitory activity against
pathogens and food spoilers, are safe for human consumption and are degraded in the
gastrointestinal tract. However, as a negative point, they can be inactivated by other components
of food. In this sense, the number of publications focusing on how these substances can be
applied to foods and food products in an effective and optimized way has been growing in the
literature. Thus, the present study aimed to conduct a review of the literature on natural
antimicrobials with a focus on bacteriocins. Based in the found information, it was possible to
verify that several pertinent natural antimicrobials have been studied and/ or researched for food
preservation. This may be a reflection of the search for substitution of preservatives such as
salts of benzoates and sorbates, commonly used in industry. In addition, there is a preference
for the use of bacteriocins produced by lactic acid bacteria (BAL), wherein there are several
ways of applying these peptides or proteins with antimicrobial properties in foods. However,
many factors can interfere in this production, when these substances are produced directly in
the food by microorganisms, as well as in the efficiency of these bacteriocins in food. The
industry has used different strategies to reduce production costs and increase the sustainability
of the processes, such as the use of industrial residues, for the bacteriocins applications in foods
at a competitive price.

Key-words: Bacteriocins, food biopreservation, natural antimicrobials
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1. INTRODUCAO

Para a producdo de um alimento seguro, é necessario que seja feita a prevencdo da
contaminacdo fisica, quimica e bioldgica do mesmo. Isso €é feito com o propdsito de se evitar
riscos a salude do consumidor. Para isso, deve-se atender tanto as legislacBes, quanto a
implementacao de metodologias de qualidade para a analise do processo de fabricagdo (da Silva
Quintino e Rodolpho, 2018). Nesse contexto, 0s critérios microbiolégicos podem ser
considerados ferramentas que podem ser utilizadas, ndo somente para garantir a seguranca dos
alimentos, mas também a qualidade dos mesmos (Stavropoulou e Bezirtzoglou, 2019).

Segundo a resolucéo da diretoria colegiada (RDC) N° 331, de 23 de dezembro de 2019,
“o padrdo microbioldgico € que define a aceitabilidade de um alimento ou de um lote de
alimento, baseado na auséncia, presenca, ou nimero de microrganismos, ou na concentracao
das suas toxinas ou metabolitos, por unidade de massa, volume, area ou lote”. Esse padréo foi
estabelecido justamente para orientar o que pode ser considerado um alimento seguro para
consumo, e também para identificar se as praticas de higiene estdo sendo adequadas (ANVISA,
2020).

A existéncia destes padrbes microbioldgicos aumenta a seguranga na cadeia de
producdo de alimentos, uma vez que exige maiores esforcos dos produtores em relacdo a
elaboracdo e comercializacdo de alimentos in6cuos. Uma forma de buscar que os alimentos
atinjam os padrGes € o emprego de métodos de conservacdo de alimentos, que podem ser
divididos didaticamente em fisicos, quimicos e bioldgicos.

Alguns conservantes quimicos presentes em alimentos ja vém sendo relacionados a
maleficios para o corpo humano. Além disso, 0 aumento do consumo desse tipo alimento
ocasionou uma demanda da populacdo por alimentos minimamente processados e conservantes
considerados naturais (Cleveland et al., 2001; Dwivedi, 2017). A ndo utilizac&o de conservantes
quimicos para atender a essa demanda poderia acarretar uma reducdo do tempo de vida dos
produtos alimenticios. Adicionalmente, haveria uma maior chance de proliferacdo de
microrganismos deteriorantes e patogénicos colocando em risco a saude humana (Mills, Ross

e Hill, 2017). Assim, uma solugéo para essa questdo é a utilizacdo de antimicrobianos naturais.



De forma geral, os antimicrobianos naturais podem ter diferentes origens e alguns ja
vém sendo estudados ou usados para a conservacdo de alimentos, como as bacteriocinas.
Segundo Hammami, Fliss e Corsetti (2019), as bacteriocinas podem ser usadas em um alimento
de forma a garantir que 0 mesmo seja minimamente processado, com qualidade e seguranca,
sem a adicdo de conservantes quimicos. Dessa forma, essas bacteriocinas podem atender a essa
demanda por produtos mais naturais.

Existem varios atrativos que podem estar envolvidos na escolha do uso das
bacteriocinas como bioconservantes de alimentos e a presenca de fatores que podem ser um
empecilho para esse uso. Dessa forma, faz-se necessario aumentar o conhecimento sobre a
aplicabilidade das bacteriocinas nos alimentos e produtos alimenticios para sua utilizacdo como
bioconservantes, de modo a compreender as vantagens e desvantagens do uso desses compostos

sobre outros antimicrobianos naturais e dos conservantes tradicionalmente utilizados.



2. OBJETIVO

Realizar uma revisdo bibliografica dos principais topicos relacionados aos

antimicrobianos naturais, com énfase nas bacteriocinas.

2.1 Objetivos especificos

Realizar uma reviséo na literatura sobre a importancia da conservacao de alimentos;

Compreender como a tendéncia dos consumidores por alimentos mais naturais pode ser
atendida pelo uso de antimicrobianos naturais, com énfase no uso das bacteriocinas;

Reunir informagdes na literatura sobre antimicrobianos naturais;

Entender “o estado da arte” sobre as bacteriocinas, suas aplicacdes nos alimentos e sua
possivel producdo usando residuos industriais, com destaque no uso do soro de leite.



3. DESENVOLVIMENTO

Capitulo 1. Conservacao de alimentos

3.1.1 Relevancia da conservacao dos alimentos e produtos alimenticios

No Brasil, os alimentos podem ser definidos segundo o DL N° 986, Art. 2°- | de 21 de
outubro de 1969, como ““toda substéncia ou mistura de substancias, no estado solido, liquido,
pastoso ou qualquer outra forma adequada, destinadas a fornecer ao organismo humano os
elementos normais a sua formacéo, manutencao e desenvolvimento™ . Os produtos alimenticios,
diferentemente, sdo definidos como todo alimento derivado de matéria-prima alimentar, de
alimento in natura, ou ainda, de outras substancias permitidas e que sdo obtidos por processo
tecnoldgico adequado (Brasil, 1969).

Do ponto de vista quimico, esses alimentos contém agua, gordura, carboidratos,
proteinas e minerais. Esse teor permite o crescimento de microrganismos que sdo capazes de
metabolizar parte desses componentes e obter energia (Sharif et al., 2017). Tais
microrganismos, uma vez nos alimentos, podem ser classificados de diferentes formas. Existem
microrganismos adicionados propositalmente que sdo desejaveis nos alimentos e que possuem
finalidades tecnoldgicas e nutricionais, podendo ser usados na fabricacdo de iogurte e queijo,
por exemplo. H& também os deterioradores; produtores de metabolitos tdxicos; patogénicos ou
ainda, aqueles com potencial de serem considerados patogénicos (ANVISA, 2018). Esses
ultimos quatro tipos podem ser considerados indesejaveis nos alimentos e produtos
alimenticios, ja que podem gerar perdas econdmicas, doencas alimentares e até a morte.

Adicionalmente, existem os microrganismos que sdo considerados in6cuos, ou seja, que
ndo sdo benéficos ou indesejaveis, devido & auséncia de estudos que indiquem seu papel nos
alimentos e/ou de sua biologia. H4 também os microrganismos nao cultivaveis que podem ser
detectados apenas por técnicas de diagndstico molecular. A inclusdo de um microrganismo em
uma das categorias citadas pode ser estirpe variavel, porque um componente de uma espécie
pode se comportar de forma benéfica, indcua ou patogénica.

Uma preocupacao das industrias de alimentos é a contaminagdo de seus produtos por
microrganismos patogénicos que possam causar doencas aos consumidores (Parada et al.,
2007). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization - WHO) &
estimado que 600 milhdes de pessoas no mundo adoecam apds ingerir alimentos contaminados
e que 420.000 morram a cada ano devido a isso (WHO, 2020).



Dados de 2018 do Ministério da Saude indicaram, no Brasil, 597 surtos de doengas
transmitidas por alimentos (DTAS), as quais podem ser causadas por ingestdo de alimento
contaminado por microrganismos patogénicos e de suas toxinas. Dentre estes surtos, 120 foram
causadas por Escherichia coli. Foram totalizados 916 hospitalizacdes e 9 mortes, indicando a
importancia da seguranca dos alimentos (Brasil, 2016a).

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO, 2003), a seguranga de alimentos
estd relacionada com os riscos que podem tornar um alimento prejudicial a saiude do
consumidor. Pode-se definir essa seguranca como 0 conceito que indica que o alimento
consumido néo vai causar qualquer tipo de dano. Atualmente, essa seguranca tem sido desafiada
por alguns fatores. O primeiro € relacionado as mudancas climaticas, pois alteram os padrfes
de temperatura e precipitacdo de chuvas podendo influenciar no aparecimento de doencas. I1sso
ocorre porque o aumento de chuvas pode elevar o escoamento superficial da agua que ao entrar
em contato com microrganismos presentes em esterco de gado, pode carreé-los para plantaces
direcionadas ao consumo humano. O segundo fator € o aumento do nimero de consumidores
em risco (como idosos e imunocomprometidos) e a alteracdo nas tendéncias de consumo, como
a busca por alimentos minimamente processados e frescos (Liu, Hofstra e Franz, 2013; King et
al., 2017).

A exigéncia da produgdo em larga escala de produtos alimenticios, causada pela
globalizacdo do comércio de alimentos e 0 aumento da populacdo, é mais um desafio para a
manutencdo da seguranca do alimento, pois acarreta na necessidade de se manter tal seguranca
e qualidade, desde a fabricacdo até a entrega aos consumidores, devendo ocorrer dentro dos
prazos de validade estabelecidos para tais produtos (Johnson et al., 2018)

O prazo de validade é o periodo de tempo, que pode ser desde dias até anos, em que 0
alimento permanece seguro para ser consumido. Isso significa que contém uma carga
microbiana que ndo representa risco para 0 consumidor e que mantém suas caracteristicas
nutricionais e sensoriais tipicas (ANVISA, 2018). A vida de prateleira de um alimento ou
produto alimenticio é o periodo em que o alimento permanece estavel, ou seja, com suas
caracteristicas organolépticas desejaveis (Rawat, 2015).

Importante ressaltar que a longa distancia que o produto deve percorrer do local de
producéo até o consumidor € um fator importante na necessidade do aumento desse tempo de
prateleira/ vida (Rawat, 2015). Isso ocorre devido a extensa distancia entre o local de producao
do alimento até o consumidor que faz com que a deterioragdo de alimentos tenha que ser
prevenida por um longo periodo de tempo (Hammond et al., 2015) e somado a isso, ha a

possibilidade do transporte e a temperatura de armazenamento no mesmo serem inadequados.



O que ocorre ndo s6 em paises com dimensdes continentais como o Brasil, mas a nivel global.
A deterioracdo de um alimento pode ser considerada um processo metabdlico, que leva a
alteracdes nas suas caracteristicas sensoriais, de tal maneira, que esse pode se tornar inaceitavel
para o consumo humano (Rawat, 2015). Pode ocorrer devido a fatores como a presenca de
microrganismos deterioradores no alimento.

A acdo de microrganismos deterioradores resulta em alteragdes organolépticas do
alimento que podem acarretar uma rejeicdo do mesmo pelo consumidor. Isso pode ocorrer ainda
que a seguranca do alimento permaneca intacta pela auséncia de patogenos alimentares e de
suas possiveis toxinas. O que pode gerar perdas econdmicas, ndo somente pelo desperdicio do
alimento em si, mas também pelos impactos econémicos decorrentes dos recursos utilizados
para a fabricacdo do produto, que podem estar relacionados ao consumo desnecessario de agua,
fertilizantes e energia (Rawat, 2015).

Dessa maneira, uma reducédo da deterioracdo dos alimentos leva a uma diminuigéo do
custo de producéo, comercializagéo e distribuigdo do alimento. As consequéncias disso sdo a
queda do prec¢o do produto final para o consumidor e o incremento da renda do produtor rural.
Sabendo disso, é possivel usar os métodos de conservacao para evitar as perdas econémicas
decorrentes da deterioracdo dos alimentos e garantir a qualidade e seguranca dos mesmos
(Rawat, 2015; Sharif et al., 2017).

E possivel definir a conservacdo dos alimentos como um conjunto variado de técnicas
e procedimentos que podem ser aplicados em um alimento com intuito de preservar o tempo de
vida do produto (Amit et al., 2017). De maneira geral, a preservacdo eficiente de alimentos tem
como beneficios: (i) garantir a seguranca alimentar e em consequéncia disso, evitar doencas e
mortes causadas por patdgenos alimentares; (ii) reter a qualidade do alimento até o final do
prazo de validade; (iii) prevenir sua deterioracdo e a perda econémica decorrente e (iv) evitar o
desperdicio de alimentos (Rawat, 2015; Johnson et al., 2018; Szymkowiak et al., 2020).

Para a prevencdo da deterioracdo causada por microrganismos, evita-se a colonizagao
do alimento por esses através da obstrucdo do acesso ao mesmo. Adicionalmente, evita-se a
multiplicacdo dos microrganismos no alimento tornando as condi¢gdes do meio desfavoraveis
para a sua proliferacdo (Hammond et al., 2015). Essas estratégias sdo empregadas com 0 uso
de métodos de conservacgédo de alimentos.

Atualmente existem diferentes classificagdes referentes as tecnologias de conservacéo
de alimentos, por exemplo, a divisdo dos métodos de conservacdo em: fisicos, quimicos,

bioldgicos, tecnologias convencionais e ndo convencionais.



3.1.2 Métodos ndo convencionais de conservacao dos alimentos

Atualmente, existem novas tecnologias de conservacdo dos alimentos que possuem
potencial para serem usadas nos alimentos como: a filtracao, campo elétrico pulsado, ultrassom,
irradiacdo e uso de plasma frio. A filtracdo por membrana é um método fisico de esterilizacdo
por separacdo. O uso de membranas com poros menores que 0s tamanhos de microrganismos
resulta na separacdo do alimento liquido (como sucos) e dos microrganismos que estavam
presentes nele. Esse método pode ser classificado em microfiltracdo, ultrafiltracdo e osmose
reversa de acordo com o tamanho dos poros (Ibrahim, 2020).

A tecnologia de campo elétrico pulsado (CEP) usa pulsos de altas voltagens em um
curto periodo de tempo (milissegundos ou submicrosegundos) no alimento, levando a formacéo
de poros nas membranas dos microrganismos ou aumentando os que ja existem. Com isso, ha
0 extravasamento de contetdo intracelular causando a morte dos microrganismos presentes no
alimento (Jan et al., 2017). Como a CEP ndo usa o calor, seu uso acarreta alteraces minimas
nas caracteristicas sensoriais e fisicas dos alimentos. Apesar disso, ha certa restricdo em seu
uso por ter efeito limitado sobre esporos e ndo deve ser usada em alimentos que tem
condutibilidade alta ou variavel. Além disso, a CEP ndo deve ser utilizada sobre alimentos que
contenham ou formem bolhas, pois elas causam uma ruptura dielétrica prejudicando a eficiéncia
dessa tecnologia (Jan et al., 2017).

O ultrassom € um método fisico de conservacdo dos alimentos em que ondas
ultrassénicas percorrem 0 meio levando a formacéo de bolhas pelo processo de cavitacdo. Essas
bolhas entram em colapso causando a criacdo de regides de alta temperatura e pressdo que,
eventualmente, explodem e ocasionam diretamente a morte dos microrganismos presentes no
local (Jan et al., 2017; Altaf et al., 2018). O processo de cavitacdo também cauda danos na
estrutura celular e a morte de microrganismos que ndo foram atingidos pela explosao (Figura
1). Fatores como temperatura, viscosidade e frequéncia do ultrassom podem alterar a
intensidade do colapso dessas bolhas (Chemat e Khan, 2011; Altaf et al., 2018).
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Figura 1. Dano celular induzido por ultrassom (US). A técnica de ultrassom permite que ondas ultrassénicas
percorram o meio levando ao processo de cavitagdo, que por sua vez, pode danificar a estrutura celular. Isso
ocasiona a formacéo de poros na membrana do microrganismo, a saida de componentes essenciais a vida celular
e permite a ocorréncia de morte celular por lise osmética. Modificado de Chemat e Khan, 2011 e Altaf et al.,
2018. Recriado com BioRender.com

A tecnologia de ultrassom pode ser associada a outras metodologias para aumentar sua
eficacia, como o uso de baixas temperaturas, que € conhecido como ultrassonicacdo. Além
dessa, had a termossonicacdo que usa o0 ultrassom associado a altas temperaturas;
manossonicacao que combina o uso de ultrassom com a pressdo e a manotermossonicacao, que
combina o uso de calor, ultrassom e pressao (Ercan e Soysal et al., 2013; Altaf et al., 2018).

Outro método ndo convencional de conservacao é a irradiacdo. Segundo Ibrahim (2020),
a irradiacdo como método de conservacdo de alimentos, frequentemente, ndo possui uma boa
aceitacdo. Por isso, é necessario educar os consumidores de que essa tecnologia nédo torna os
produtos alimenticios radioativos.

A irradiacdo causa danos aos microrganismos que podem ser divididos em diretos e
indiretos (Figura 2). O dano direto ocorre quando a radiacdo atinge diretamente o &cido
desoxirribonucleico (DNA), causando uma mudanca em sua estrutura que ocasiona a morte
celular. J& o dano indireto ocorre quando a radiacdo resulta na producédo de radicais livres por
atingir moléculas de 4gua presentes na estrutura celular. Esses radicais livres, como o hidroxil,
podem reagir com o DNA causando danos em sua estrutura que levam a morte celular
(Desouky, Ding e Zhou et al., 2015).
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Figura 2. Efeitos direto e indireto da radiagdo. A radiacdo ao atingir diretamente o DNA do microrganismo causa
uma alteracdo em sua estrutura e, consequentemente, resulta na morte celular. Ao atingir moléculas de &gua,
provoca a formagao de radicais livres que, por sua vez, atingem a estrutura do DNA levando a morte celular.
Modificado de Desouky, Ding e Zhou, 2015. Recriado com BioRender.com

A irradiacdo como método de conservacdo dos alimentos para a eliminacdo dos
microrganismos possui sua eficacia atrelada a varios fatores como as espécies, 0 nimero de
microrganismos presentes nos alimentos e a presenca ou ndo de esporos (Ajibola, 2020).

Outra tecnologia ndo convencional € o uso de plasma frio, que é obtido em temperaturas
préximas a temperatura ambiente e gerado a partir da aplicacdo de eletricidade ou campo
magnético sobre um gas, formando o plasma (estado ionizado de um gas). 1sso acontece porque
quando a eletricidade é aplicada, os elétrons que compdem o gas sdo excitados e, quando
retornam ao seu estado natural, emitem energia em forma de luz UV e radiacéo (L6pez et al.,
2019).

O plasma € constituido de radicais livres e espécies reativas de oxigénio que estdo
relacionadas a a¢do antimicrobiana, sendo a presenca desses radicais uma possivel explicacdo
para a acdo antimicrobiana do plasma. Apesar disso, 0 mecanismo pelo qual o plasma atua sobre
0s microrganismos ainda ndo foi totalmente elucidado (Lépez et al., 2019). A tecnologia de
plasma frio possui potencial para ser utilizada na industria de alimentos para a desinfec¢do de
varios alimentos como o peixe, aves e leite em p6. Além disso, os ions do plasma frio podem
atingir superficies onduladas e rachadas de forma mais eficaz que o método de aplicacédo de luz

ultravioleta (UV), por exemplo (Misra et al., 2011). Apesar da existéncia desse e de outros
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métodos de conservagdo considerados modernos ou ndo convencionais, 0s métodos
tradicionais, como a fermentacdo, continuam sendo uma opgdo para a conservacdo dos

alimentos.

3.1.3 Métodos convencionais de conservacgao dos alimentos

Existem métodos de conservacdo de alimentos utilizados ha décadas que séo
considerados convencionais como a fermentacdo, pasteurizacdo, refrigeracdo, enlatamento,
congelamento, entre outros.

A fermentacdo como método de conservacdo de alimentos é utilizada ha séculos pela
humanidade, ainda que por muito tempo sua relacdo com microrganismos fosse desconhecida.
Pode ser considerado um método barato de conservacdo dos alimentos, pois necessita de
equipamentos pouco sofisticados para sua realizagdo. Por isso, pode ser utilizado em
substituicdo a outros métodos como a refrigeracéo e ser utilizado por produtores rurais de baixa
renda (Ross, Morgan e Hill, 2002; Hasan, Sultan e Mar-E-Um, 2014).

A fermentacdo pode ser definida como um processo metabdlico de producdo de
adenosina trifosfato (ATP) em que o agucar é consumido sobre condigdes anaerdbias (Mani,
2018). Existem diversos tipos de processos fermentativos como: fermentacéo latica, alcodlica
e acética (Melo Barros et al., 2020). Na fermentacao etilica (alcoolica) os produtos finais sdo o
etanol e o gas carbonico, enquanto que na acética, é o acido acético. A formacado desse acido
ocorre através da oxidacdo do etanol feita por bactérias acido acéticas, o que esta relacionado a
producdo do vinagre (Mani, 2018).

A fermentacdo latica é feita, principalmente, por bactérias acido laticas (BAL) cujo
produto final majoritario é o acido latico. O fato de as BAL serem 0s microrganismos mais
encontrados nos alimentos fermentados faz com que sejam 0s maiores contribuidores para
certos beneficios associados a esses tipos de alimentos. Isso porque contribuem para a
preservacao dos alimentos, ou seja, para a seguranca dos alimentos. Essa conservacdo se da
pela inibicdo de microrganismos pela reducdo causada no pH do meio; pela competicdo por
nutrientes entre as BAL e outras bactérias presentes no alimento e pela producéo de compostos
inibitérios como o perdxido de hidrogénio (Cooke, Twiddy e Reilly, 1987; Hasan, Sultan e
Mar-E-Um, 2014).

A pasteurizacdo ¢ um exemplo de método fisico de conservagdo de alimentos,
comumente utilizada por ser capaz de matar microrganismos patogénicos e deterioradores que

n&o sdo resistentes ao calor e pode ser aplicada em alimentos como leite. Possui como objetivo
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inativar as enzimas e matar células vegetativas de microrganismos deteriorantes e/ou
patogénicos. Pode ser subdividida em diferentes tipos como: (a) lenta ou low temperature and
long time (LTLT), em que geralmente sdo empregadas temperaturas em torno de 63 °C por 30
minutos; (b) rapida pasteurizacdo ou high temperature and short time (HTST), em que séo
empregadas temperaturas na faixa de 72 °C por 15 minutos e (c) ultrapasteurizacdo, que
emprega temperaturas altas por um curto periodo (138 °C por 2 segundos). Ap6s 0 processo de
pasteurizacdo ocorrer, 0 alimento é armazenado em baixas temperaturas para evitar a
germinacdo de esporos e a proliferacdo de algumas bactérias que possam ter sobrevivido ao
processo (Ibrahim, 2020).

Outro método fisico que usa a temperatura para preservar os alimentos € a refrigeracao,
mas ao contrario da pasteurizacdo, ela usa baixas temperaturas. A temperatura de refrigeracéo
a ser empregada depende ndo somente do tipo de alimento, mas também dos microrganismos
que usualmente se multiplicam em cada um deles. O congelamento, que é um outro exemplo
de conservacao pelo uso de baixas temperaturas, atua de forma a ndo sé reduzir a temperatura
ideal de crescimento de muitos microrganismos, mas também a diminuir a atividade de dgua
pela sua imobilizacdo na forma de gelo (Leonardi e Azevedo, 2018).

A adicdo de aditivos quimicos nos alimentos como o0s conservadores, que Sdo
usualmente conhecidos no mercado como conservantes, € um exemplo de método quimico de
conservacdo dos alimentos. Segundo a Portaria n® 540, de 27 de outubro de 1997, os aditivos
sdo ingredientes que sao adicionados de forma intencional e sem um propdsito de nutrir durante
algum momento do processo de fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou ainda, manipulacdo de um
alimento. Isso ocorre para ocasionar alteracfes nas caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas
e sensoriais do mesmo (Brasil, 1997b).

Tais aditivos alimentares podem ser classificados com base em suas fun¢Ges como: (i)
conservador, que € definido como uma substancia com a capacidade de impedir ou retardar a
alteracdo dos alimentos, causada tanto por microrganismos quanto por enzimas; (ii)
antiespumante; (iii) antiumectante; (iv) corante; (v) agente de massa; edulcorante; (vi)
espessantes; (vii) gelificante; (viii) estabilizante; (ix) aromatizante; (x) umectante; (xi)
regulador de acidez; (xii) acidulante; (xiii) emulsionante/emulsificante; (xiv) melhorador de
farinha; (xv) realcador de sabor; (xvi) fermento quimico; (xvii) glaceante; (xviii) agente de
firmeza; (xix) estabilizante de cor e (xx) espumante (Brasil, 1997b).

Os conservantes podem ser divididos quimicamente em: (a) antimicrobianos (b)

antioxidantes e (c) antienziméticos. Quanto a sua origem, podem ser classificados em:
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conservantes naturais e artificiais. Alguns exemplos de antimicrobianos naturais que podem ser
usados como conservantes naturais incluem: lisozima, lactoferrina, quitosana, vitamina E,
bacteriocinas, entre outros (Dwivedi, 2017; Hammami, Fliss e Corsetti, 2019). Dentre o0s
conservantes artificiais como antimicrobianos, podem ser citados o benzoato de sodio, acido
benzdico, sorbato de sodio, sorbato de potassio, nitrito de sédio, propionato de célcio e nitrato
de sddio (Abdulmumeen, Risika e Sururah, 2012; Sharma, 2015).

Os aditivos, para serem utilizados em alimentos, precisam ser considerados seguros. Por
isso é necessaria uma avaliagdo toxicoldgica que indique o limite maximo permitido para o
consumo (Brasil, 1997b). Alguns conservantes quimicos tém sido relacionados a maleficios ao
corpo humano, quando usados em grandes quantidades.

3.1.4 Riscos associados ao uso de conservantes quimicos

O uso de certos conservantes antimicrobianos como o nitrito e nitrato sdo exemplos de
conservantes associados a maleficios a satde humana. Uma vez no corpo humano, o nitrato
pode interagir com a hemoglobina, levando ao surgimento da metahemoglobina. Sua aparicéo
tem como consequéncia o fornecimento inadequado de oxigénio aos tecidos. Isso pode
ocasionar sintomas como urticéria, coceira e perda de consciéncia. Essa falta de oxigenacao
adequada pode até levar a morte, especialmente na infancia (Abdulmumeen, Risika e Sururah,
2012; Kumari et al., 2019).

Uma vez no corpo, o0 nitrato pode ser convertido em nitrito por determinadas bactérias
presentes na cavidade oral, quando chega ao estdmago, o nitrito pode ser protonado e formar o
acido nitroso, que por sua vez, pode se decompor e dar origem ao 6xido nitrico e triéxido de
dinitrogénio (N20O3). Ainda no estbmago, reaces quimicas envolvendo o &cido nitroso e N2Os
com aminas secundarias podem formar compostos como N-nitrosaminas (consideradas
cancerigenas). O nitrito pode oxidar a hemoglobina em metahemoglobina comprometendo o
transporte de oxigénio, culminando nos sintomas anteriormente citados (Weitzberg e Lundberg,
2013; EFSA, 2017b). Importante ressaltar que o nitrato pode ser ingerido pelo consumo de
vegetais. Apesar disso, 0 consumo deste composto através da dieta ndo estd relacionado a
maleficios. Isso se deve, provavelmente, pelo fato de os vegetais possuirem altas quantidades
de oxidantes, como vitaminas E e C. O que impede a ocorréncia de reacdes quimicas de

formagéo de N-nitrosaminas (Weitzberg e Lundberg, 2013).
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Cvetkovic¢ e colaboradores (2019) avaliaram casos possiveis de envenenamento por
nitrito de sédio em individuos adultos através da ingestdo de salsichas contendo esse aditivo.
Foi constatada a morte de um individuo por agravamento da hipertensdo e doenca cardiaca
como resultado acidental de envenenamento por nitrito de sodio, que estava 30 vezes em maior
dose permitida por lei nos Estados Unidos da América (EUA). O envenenamento por esse
aditivo leva a sintomas dose-dependentes, ou seja: quanto maior a concentragao do conservante,
mais sintomas surgirdo e de maneira mais severa.

Outro exemplo de aditivo que pode apresentar riscos € o benzoato de sodio, que pode
desencadear reacdes indesejaveis aos seres humanos por estar relacionado com alergias e
aparecimento de erupcdes cutaneas (Abdulmumeen, Risika e Sururah, 2012; Dwivedi, 2017).
Uma vez sendo suspeito o uso de qualquer aditivo como causa de uma alergia, ocorre a
necessidade de uma dieta eliminatdria a fim de identificar qual alimento que contém certo
aditivo causador da alergia. Isso pode ser dificil e demorado e por isso, pode influenciar na
preferéncia do consumo de alimentos sem aditivos por ser uma pratica mais segura de se evitar
novas reacOes alérgicas (Abdulmumeen, Risika e Sururah, 2012; Bharti et al., 2015). O
consumo de alimentos ausentes de aditivos € uma tendéncia de consumo contemporanea, em

que muitos buscam esse tipo de alimentos, mesmo sem o intuito de se evitar alergias.

Capitulo 2. Conservacao natural de alimentos e produtos alimenticios

3.2.1 Crescente busca por conservantes naturais

Existe uma tendéncia da populacdo pelo consumo de alimentos mais naturais ou
minimamente processados. Essa tendéncia leva ao uso de aditivos naturais em detrimento dos
artificiais, ou seja, sem ou com o teor reduzido de conservantes quimicos (Carocho et al 2014;
Rawat, 2015; Roman, Sanchez-Siles e Siegrist, 2017). Tal inclinacdo pode ter consequéncias
para a industria de alimentos, pois os produtos que ndo forem percebidos como naturais para
esses consumidores, ndo serdo comprados, 0 que acarretara em perdas econémicas (Roman,
Sanchez-Siles e Siegrist, 2017).

Um dos vérios questionamentos importantes que surgem em relagdo a essa tendéncia, é
qual a exata definicdo de naturalidade de um alimento pelos consumidores e 0s critérios
utilizados para mensura-la. Segundo Roman, Sanchez-Siles e Siegrist (2017) a resposta a essa
questdo envolve dois principais pontos: (i) ha diversos conceitos de alimentos naturais

utilizados em literatura, ndo existindo assim uma Unica definigdo e (ii) existem, basicamente,
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trés categorias ou critérios que podem ser usados para definir um alimento como natural. Tais
critérios sdo: i) a origem do alimento que esta relacionada a agricultura organica e producéo
local; ii) a maneira com que esse alimento é processado e produzido que abrange os ingredientes
naturais utilizados e a auséncia de certos aditivos como conservantes, sabores e corantes
artificiais, assim como hormonios, organismos geneticamente modificados, pesticidas e
produtos quimicos e, iii) o produto final e suas propriedades como sabor e frescor (Figura 3).
E evidenciado, assim, como os critérios para considerar um alimento como natural para os
consumidores podem estar relacionados desde a origem até o produto final.

Szymkowiak e colaboradores (2020) indicaram que 0s consumidores possuem a
metodologia de processamento como fator mais importante na escolha de um produto, seguido
das informacdes sobre os conservantes utilizados e os valores nutricionais contidos e o tempo
de vida. Em contrapartida, Carocho e colaboradores (2014) indicaram que alguns consumidores
ja preferem alimentos minimamente processados e quando optam pelos processados, elegem os
que possuem menor quantidade de aditivos e/ou que contém aditivos naturais. Apesar de alguns
consumidores preferirem alimentos sem nenhum conservante, pode-se utilizar os conservantes
naturais em detrimento dos artificiais. 1sso pode fazer com que a busca por alimentos mais
naturais seja atendida, sem ocasionar: (i) a reducéo do tempo de vida do produto, pela auséncia
do conservante ou (ii) a necessidade de implementacdo de outros métodos de conservacao de
alimentos para substituir a falta do conservante e buscar manter a seguranca do alimento.

A busca por alimentos sem conservantes também pode estar relacionada a uma
preocupacado dos consumidores em relacdo ao uso de animais para aprovacgao toxicologica. Esse
é um dos fatores que causam uma desconfianca do uso de aditivos e pressionam as indudstrias
de alimento a utilizar aditivos naturais ao invés dos quimicos, apesar de ser necessario o uso de
mesma avaliacdo toxicolOgica tanto para conservantes quimicos quanto naturais (Carocho et
al., 2014). Visando atender essa demanda por alimentos mais naturais, pode-se utilizar
conservantes antimicrobianos naturais em detrimento dos sintéticos.

Os antimicrobianos naturais podem ter origens distintas e ser classificados mediante a
essas diferentes procedéncias em: (i) antimicrobianos de origem animal; (ii) antimicrobianos
de origem vegetal; (iii) antimicrobianos com origem em algas e cogumelos e (iv)

antimicrobianos de origem viral ou bacteriana (Gyawali e Ibrahim, 2014; Quinto et al., 2019).
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Figura 3.Atributos (em escala) que medem a importancia da naturalidade pelos consumidores e podem ser usados para identificacdo do que é um alimento natural por um
individuo. Organismos geneticamente modificados (OGM). Alterado de Roman, Sanchez-Siles e Siegrist (2017). Recriado com BioRender.com.
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3.2.2 Antimicrobianos naturais de origem animal

Existem vérios antimicrobianos de origem animal encontrados na natureza como as
caseinas, lactoalbumina e lactoglobulinas (que sdo peptideos derivados do leite), pleurocidina,
ovotransferrina e protamina. Outros exemplos incluem as lactoperoxidases, lisozimas,
quitosona e lactoferrina (Gyawali e Ibrahim, 2014).

A lactoperoxidase € uma enzima naturalmente encontrada no leite (humano ou néo) e
que faz parte do sistema lactoperoxidase. Esse sistema € composto por essa enzima, ion
tiocianato (que também é um componente do leite) e peroxido de hidrogénio que, embora néo
esteja naturalmente no leite, pode ser adicionado ou é produzido pela acdo de certos
microrganismos que estdo presentes no leite (Seifu, Buys e Donkin, 2005; WHO, 2006). Sua
funcdo esta relacionada a atuacdo contra microrganismos (bactérias, virus e parasitas) que
possam vir a invadir o organismo (Kussendrager e Van Hooijdonk, 2000). Esses dois
componentes do sistema lactoperoxidase reagem um com o outro, resultando na oxidacgao do
ion tiocianato por peroxido de hidrogénio. Essa reacdo € catalisada pela enzima lactoperoxidase
ocasionando a formacao de compostos intermediarios que possuem atividade antimicrobiana.
O &cido hipotiocianico e o ion hipotiocianato sao exemplos de compostos gerados a partir dessa
reacdo e que possuem atividade antimicrobiana (Seifu, Buys e Donkin, 2005; Silva et al.,
2020D).

A atividade antimicrobiana da lactoperoxidase pode ser explorada para preservar a
qualidade do leite in natura, de maneira a ser usada quando ndo ha um sistema adequado de
refrigeracdo durante seu transporte. Adicionalmente, pode-se utilizar temperaturas para
conservacao do leite, assim como outros métodos de conservagdo, mas ndo € utilizada como a
Unica forma para garantir a seguranca dos alimentos (Kussendrager e Van Hooijdonk, 2000;
Seifu, Buys e Donkin, 2005; WHO, 2006; Silva et al., 2020b).

Esse sistema possui pela Food and Drug Administration (FDA) o status generally
recognized as safe (GRAS), ou seja, é considerado seguro utiliza-lo como aditivo. No entanto,
no Brasil, esse sistema € considerado ndo como um aditivo alimentar, mas sim como um
coadjuvante de tecnologia. Em outras palavras, € uma substancia que nao é considerada
legalmente como um ingrediente alimentar, mas que pode ser adicionada propositalmente no
alimento ou nos seus ingredientes. Isso pode ocorrer durante sua elaboracdo, mas deve ser
necessariamente eliminada ou inativada no produto final. E possivel usar o sistema

lactoperoxidase na producéo de alimentos semipreparados e de molhos aquosos (que possuam
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uma faixa de pH entre 5.0 e 8.0) tratados termicamente por métodos adequados (Brasil, 19973;
Brasil, 1997b).

Outro antimicrobiano natural proveniente de animais é a lactoferrina, uma glicoproteina
pertencente a familia transferrina (Marchewka et al., 2012), e que pode ser encontrada no leite,
secrecdo vaginal, seminal, nasal, bile e lagrimas. Sua atuagdo antimicrobiana pode ser: (i)
bacteriostatica, que ocorre com a absor¢éo do ferro do meio privando-o das bactérias, e (ii) acéo
bactericida, com a atuacdo direta dessa glicoproteina sobre 0 microrganismo, que pode ser uma
bactéria, virus ou ainda, parasitas. Como exemplo, a lactoferrina pode interagir tanto com
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas (causando a liberagdo do mesmo), quanto
porinas, permitindo que a membrana plasmatica fique instavel (Masson, Heremans e Dive,
1966; Arnold e Cole, 1977; Farnaud e Evans, 2003; Gonzalez-Chavez, Arévalo-Gallegos e
Rascdn-Cruz, 2009; Duran e Kahve, 2017).

Atualmente, a lactoferrina bovina possui o status GRAS pela FDA e pode ser aplicada
para suplementacdo de alimentos no Japdo (como iogurte, leite e bebidas), como também em
produtos para pele e boca cujos efeitos esperados sejam de melhoramento da microbiota
intestinal, imunomodulacdo e acdo antioxidante (Wakabayashi, Yamauchi e Takase, 2006;
FDA, 2013).

No regulamento de execuc¢édo (EU) 2017/2470 da comissao de 20 de dezembro de 2017,
é possivel encontrar os valores maximos de lactoferrina bovina que podem ser utilizados em
diferentes tipos de alimentos, como bolos, bebidas lacteas, bebidas a base de leite fermentado,
entre outros. No Brasil, segundo o Relatério de Analise das ContribuicGes da CP n° 457/2017
da ANVISA, essa glicoproteina ndo estd aprovada para sua inclusdo em alimentos como fonte
de proteinas.

A quitosana, que também é um exemplo de antimicrobiano de origem animal, pode ser
definida como um copolimero atdxico que é composto por unidades N-acetilglicosamina e
glicosamina. Embora seja naturalmente encontrado em fungos e algas verdes, é geralmente
produzida industrialmente através do tratamento da quitina, sendo essa encontrada em
exoesqueletos de artropodes. Esse tratamento da quitina possui um baixo custo, e por isso, pode
ser utilizado para producdo em larga escala da quitosana. Seu mecanismo de agdo sobre os
microrganismos esta relacionado com interacdes eletrostaticas na parede celular, membrana
plasmatica e citoplasma; ao desencadeamento de alteracdes do envelope celular e ao
rompimento da integridade da membrana plasmatica, levando bactérias a morte celular.
(Campana Filho, Signini e Cardoso, 2007; Duan et al., 2019; Hu e Génzle, 2019; Tian e Liu,
2020).
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A quitosana é solivel em meios aquosos com pH ligeiramente &cido porque possuli
grupos aminos protonados e € insolivel em meios neutros e alcalinos. Esse fato pode limitar a
sua aplicacdo, porque é em meio com pH neutro que a maioria das enzimas exibem maxima
atividade. Uma solucéo € obter derivados solUveis da quitosana para suas aplicacdes em meios
com amplas faixas de pH (Campana Filho, Signini e Cardoso, 2007).

A quitosana pode ser utilizada na inddstria farmacéutica, de alimentos, na area da
biotecnologia e na agricultura. Em relacdo a industria de alimentos, existe a possibilidade da
quitosana ser usada para a preservacao dos alimentos das seguintes formas: (i) diretamente nos
alimentos e (ii) usando nanoparticulas em embalagens. Sua contribuicdo para a area de
alimentos pode relacionada ndo s6 & conservacdo dos alimentos, mas também a outros
beneficios, como a retencdo de coloracdo e nutrientes e a manutencéo dos atributos sensoriais,
por exemplo (Campana Filho, Signini e Cardoso, 2007; Hu e Ganzle, 2019).

A lisozima é um outro antimicrobiano natural de origem animal e pode ser definida
como uma enzima capaz de catalisar a hidrolise de ligagcdes glicosidicas B-(1,4) entre 0s
residuos alternados de acido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina de peptidoglicana, um
constituinte da parede celular das bactérias (Callewaert e Michiels, 2010). Por isso, uma vez
interagindo com a parede celular bacteriana, a lisozima ocasiona a hidrélise da peptidoglicana,
causando a lise celular pela perda da integridade dessa parede (Masschalck e Michiels, 2003).

Devido ao fato das bactérias Gram-negativas possuirem uma membrana externa, elas
sd0 menos sensiveis a atividade antimicrobiana dessa enzima, porque essa age como uma
barreira impedindo a acao enzimatica sobre a peptidoglicana. No entanto, essa questdo pode ser
contornada quando juntamente com a lisozima sdo adicionadas substancias como o &cido
etilenodiamino-tetra-acético (EDTA). Essa diferenca da constituicdo da bactéria (se € Gram-
positiva ou negativa) esta relacionada a sensibilidade ou resisténcia bacteriana a atuacdo dessa
enzima. No entanto, ndo ha so esse fator, pois ja foi descrito um inibidor de lisozima em E. coli
(Masschalck e Michiels, 2003).

Alguns estudos indicaram uma permanéncia da acdo antimicrobiana da lisozima, ainda
que a agdo enzimatica dessa tenha sido perdida por desnaturagdo. 1sso aponta para a existéncia
de uma outra acdo antimicrobiana além da hidrélise da peptidoglicana, fato este ainda néo
totalmente elucidado. A lisozima possui o status GRAS pela FDA como conservador e possui
vantagens como ser estavel em diferentes faixas de pH e ter um baixo custo de obtencéo por
estar em grande quantidade em ovos. No Brasil, segundo a RDC N° 123, de 04 de novembro
de 2016, a lisozima pode ser utilizada como um conservador de vinhos (Masschalck e Michiels,
2003; Brasil, 2016b).
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3.2.3 Antimicrobianos naturais com origem vegetal

H& inumeros compostos presentes nas plantas e em seus derivados que possuem
atividade antimicrobiana (Gyawali e Ibrahim, 2014; Pisoschi, et al., 2018). Os metabdlitos
secundarios, que podem ser encontrados em plantas, podem ser classificados de acordo com
sua estrutura quimica em: (i) polifenois e fendlicos que incluem os flavondides; quinonas;
taninos; cumarinas; alcaloides; terpenoides, e também (ii) lectinas e polipeptideos, cada um
desses componentes podem atuar nos microrganismos causando a morte celular a partir de
diferentes mecanismos de acdo (Upadhyay et al., 2014). Um dos antimicrobianos naturais mais
encontrados em plantas sdo os taninos, 0s quais estdo presentes em quase todas as partes dos
vegetais (como sementes, folhas, raizes e madeira) como mostrado por Pizzi, (2019).

Os taninos podem ser categorizados em: (i) taninos hidrolisaveis, (ii) condensados, (iii)
complexos e (iv) florotaninos (presentes apenas nas algas) como esta indicado na Figura 4.
Estdo presentes geralmente em frutas e vegetais e, com isso, estdo naturalmente presentes na
dieta humana. Sdo consumidos, por exemplo, na ingestdo de vinho e contribuem para o amargor
e adstringéncia dessa bebida. No entanto, apesar dos taninos estarem presentes na dieta, pouca
guantidade é consumida. I1sso porque as partes que 0s contém nos vegetais, usualmente, ndo sdo
comestiveis, por exemplo, a casca de uma noz (Molino et al., 2019).

Segundo Farha e colaboradores (2020) é possivel identificar que os taninos podem atuar
de diferentes formas sobre os microrganismos, podendo: (i) agir como um quelante de ferro,
privando-o das bactérias do meio; (ii) interferir na capacidade de sintese da parede celular,
tornando a bactéria sensivel a uma lise osmotica, (iii) inibir quorum sensing das bactérias do
meio e (iv) interferir na capacidade de formacéo de biofilme. No Brasil, segundo a RDC N°
123, de 04 de novembro de 2016, os taninos podem ser utilizados como coadjuvantes de
tecnologia para a fabricacdo de bebidas alcodlicas, por exemplo (Brasil, 2016b).
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3.2.4 Antimicrobianos naturais produzidos por algas e fungos

Assim como ocorre nos fungos, ainda ha pouco conhecimento em relacdo aos
antimicrobianos provenientes de algas e sua aplicacdo em alimentos como conservantes. Ja
existem avaliacGes no uso de extratos de algas para a conservagdo de alimentos, quer sejam
como ingredientes ou filmes biodegradaveis, ou embalagens ativas com fung¢des de antibiofilme
(Silva et al., 2020a). Sdo exemplos de antimicrobianos naturais os florotaninos e 0s compostos
fenolicos, mencionados a seguir por serem exclusivos de algas e estarem relacionados a
propriedades antimicrobianas presentes em cogumelos, respectivamente.

Os florotaninos (Figura 4) sdao metabolitos secundarios encontrados exclusivamente em
algas. Existem varios tipos de florotaninos e, nas algas, possuem como papéis conhecidos o (i)
auxilio na protecdo contra a herbivoria e (ii) protecdo contra o estresse ambiental. As algas
marinhas s&o consideradas uma fonte de alimento rico e saudavel, e com isso, é possivel utilizar
seus florotaninos como ingredientes, tanto para a industria farmacéutica quanto para a de
alimentos (Li et al., 2011; Eom, Kim e Kim, 2012; Molino et al., 2019; Silva et al., 2020a).

Florotaninos podem apresentar atividade inibitéria frente a patdgenos alimentares
contribuindo para a seguranga de alimentos. Além disso, podem inibir o crescimento de
bactérias resistentes a antimicrobianos e fungos, sendo seu mecanismo de a¢do associado a: (i)
inibicdo da fosforilacdo oxidativa, (ii) capacidade de sua ligacdo a certas proteinas bacterianas
promovendo a morte celular e (iii) habilidade de ocasionar uma alteracdo na permeabilidade
celular (Eom, Kim e Kim, 2012; Shannon e Abu-Ghannam, 2016).

Os cogumelos selvagens, que ndo sdo geralmente cultivados para o consumo humano,
vém sendo utilizados como biorecursos para a descoberta de novos antimicrobianos naturais.
Devido a sua grande biodiversidade, podem ser uma excelente fonte de compostos bioativos e
possuem potencial de aplicacdo como conservantes naturais (Gyawali e Ibrahim, 2014; Shen et
al., 2017).

Os compostos antibacterianos dos cogumelos podem ser metabdlitos intracelulares ou
extracelulares, e também podem ser obtidos atraves de extratos tanto do corpo de frutificacdo
quanto do filtrado da cultura micelial. Esses extratos, mesmo que provenientes de um mesmo
cogumelo, podem ter no final diferentes propriedades antibacterianas dependendo da parte em
que o extrato foi feito. Muitas dessas propriedades antibacterianas presentes nos cogumelos
podem ser provenientes de compostos fendlicos, que ndo sdo exclusivos dos cogumelos, sendo

encontrados em diferentes plantas. Tais compostos podem ser definidos como compostos
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organicos com um ou mais grupos hidroxil presente em um ou mais anéis aromaticos. Os
compostos fendlicos possuem atividade antimicrobiana e antioxidante e, por isso, podem ser
utilizados como conservantes (Lule e Xia, 2005; Shen et al., 2017).

Existem poucos estudos em relacdo a aplicacdo da atividade antimicrobiana de
cogumelos na preservacdo de alimentos. Sabe-se que para a conservagdo de alimentos, os
cogumelos podem ser diretamente adicionados nos alimentos, uma vez que muitos s&o
comestiveis e que seu uso como antimicrobiano ja foi associado a modulacdo da microbiota e
ao prolongamento do tempo de vida de um alimento. Como obstaculo ao uso destes
microrganismos na conservacao de alimentos, observa-se que a quantidade de componentes
antimicrobianos presentes nos cogumelos, como os compostos fendlicos, € relativamente baixa.
Para seu uso como conservantes, € necessario obter uma grande quantidade de cogumelos (Shen
etal., 2017).

3.2.5 Antimicrobianos naturais produzidos por bactérias e virus

Atualmente, existem alguns antimicrobianos naturais provenientes de bactérias e virus
que podem ser usados como conservantes naturais de alimentos como os bacteri6fagos e as
bacteriocinas, respectivamente. Existem outras substancias com potencial para tal uso, como a
reuterina, cujos mecanismos de acao sdo expostos a segulir.

A reuterina é uma molécula antimicrobiana de amplo espectro de a¢do, que pode atuar
contra patégenos alimentares e microrganismos deterioradores, produzida por estirpes de
Lactobacillus reuteri. A reuterina possui uma resisténcia a atuacdo de proteases, evidenciando
sua natureza nao proteica, diferentemente das bacteriocinas que serdo descritas nos proximos
capitulos (Axelsson et al., 1989; Gyawali e Ibrahim, 2014).

Existem duas hipdteses para o mecanismo de atuacdo da reuterina sobre os
microrganismos: (i) a reuterina seria capaz de inibir a ribonucleotideo redutase ou/e (ii) a acdo
da reuterina estaria relacionada a desencadear um estresse oxidativo na célula bacteriana
(Schaefer et al., 2010; Gyawali e Ibrahim, 2014). Segundo Langa e colaboradores (2013),
apesar da reuterina ndo estar apta legalmente para ser utilizada como conservante de alimentos,
a sua adicdo pode ocorrer adicionando L. reuteri nos alimentos, ou seja, de forma in situ.

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios e os bacteriéfagos sdo virus que
possuem apenas as células bacterianas como hospedeiras, sendo capazes de infecta-las, de

replicar em seu interior e, ainda, de lisa-las (caso sejam fagos que fazem o ciclo litico) (Mills,
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Ross e Hill, 2017). Devido a essa capacidade, podem ser utilizados para tratar doencgas causadas
por infeccBes bacterianas, o que é conhecido como fagoterapia. Estes também podem ser
utilizados no biocontrole de patdgenos alimentares e microrganismos deterioradores (Bai et al.,
2016).

J& existem produtos no mercado aprovados pela FDA para esse proposito, como o
ListShield (Intralytix Inc., Baltimore, MD, EUA) e EcoShield (Intralytix). Ambos possuem uma
combinacdo de mais de um tipo de bacteriofago, ou seja, sdo produtos contendo coquetéis de
fagos, o que pode possuir vantagens como: (i) a ampliacdo do espectro antimicrobiano e (ii) a
reducdo do risco de resisténcia a fagos. Dependendo dos fagos escolhidos, pode ocorrer uma
reducdo ao invés de ampliacdo do espectro microbiano, devido a uma possivel competicdo (Bai
et al., 2016; Mills, Ross e Hill, 2017).

Para a conservacdo de alimentos os fagos podem, por exemplo, ser utilizados antes da
producdo do alimento ou produto alimenticio, ou seja, durante o crescimento das plantas de
forma a protegé-las de doencas. Estes também podem ser utilizados apds a producdo do
alimento atraves de uma aplicacdo direta de fagos no mesmo, adicdo em embalagens ou ainda,
como um biosanitizante nas industrias de alimento (Mills, Ross e Hill, 2017).

Além disso, a principal responsével pela lise celular bacteriana por bacteriéfagos é a
enzima endolisina, capaz de hidrolisar a peptidoglicana da parede celular e, por isso, é sugerida
como um possivel novo agente para o biocontrole de patégenos alimentares bacterianos. Como
as bactérias Gram-negativas possuem a membrana externa, essa enzima seria mais eficaz em
Gram-positivas. Para contornar esse fato, tem sido estudado o possivel uso de uma endolisina
modificada geneticamente, que seja capaz de atuar sobre bactérias Gram-negativas também
(Bai et al., 2016).

O uso dos antimicrobianos de origem microbiana esta diretamente ligado ao conceito
de biopreservacdo que, segundo Ross, Morgan e Hill (2002), refere-se ao uso de
microrganismos ou ainda, de seus metabdlitos para a extensao do tempo de vida e também do
aprimoramento da seguranga do alimento.

Metabdlitos microbianos como as bacteriocinas despertam interesse de exploragdo para
a biopreservacdo. As bacteriocinas sdo consideradas antimicrobianos naturais com origem
microbiana (bactérias e arqueas) e seu uso ja ttm beneficiado as industrias de alimentos ha
varias décadas (Gyawali e Ibrahim, 2014, Mills, Ross e Hill, 2017 e Quinto et al., 2019). Os
préximos itens desse documento irdo descrever de forma mais ampla as bacteriocinas, o0 motivo
pelo qual hd um grande interesse no uso delas nos alimentos e suas possiveis aplicagdes no

mesmo.
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Capitulo 3. Bacteriocinas

3.3.1 Aspectos gerais

As bacteriocinas podem ser definidas como: substancias multifuncionais de natureza
proteica, produzidas nos ribossomos por procariotos e que possuem atividade antimicrobiana
em certas concentragdes (Chikindas et al., 2018). Segundo Chen e Hoover (2003), esses
antimicrobianos naturais possuem um papel fundamental na dindmica da populacdo bacteriana,
embora seja dificil entender tal papel de forma plena porque as interac@es das bacteriocinas no
campo ecologico e evolucionario sdo complexas.

Alguns dos microrganismos capazes de produzir bacteriocinas sdo: bactérias (Gram-
positivas e Gram-negativas) e também algumas arqueas. Elas podem atuar contra espécies
filogeneticamente préximas, possuindo um limitado espectro de acdo ou contra espécies de
outros géneros bacterianos, o que caracteriza um amplo espectro de acdo (Rameshkumar et al.,
2016). Além desse antagonismo bacteriano, as bacteriocinas podem possuir acdo contra virus.
Por exemplo, algumas bacteriocinas produzidas por estirpes de Lactococcus lactis e
Enterococcus durans mostraram acao contra os virus causadores da poliomielite e herpes tipo
1 (Cavicchioli et al., 2018).

As bacteriocinas também podem atuar contra fungos, por exemplo, Tumbarski e
colaboradores (2019) mostraram que a estirpe Bacillus methylotrophicus BM47 era capaz de
produzir uma bacteriocina com capacidade de inibir Penicillium sp. Além disso, certas
bacteriocinas podem ter acdo contra protozoarios. A enterocina AS-48 apresentou atividade
contra Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas (Martin-Escolano et al.,
2019).

Os genes relacionados a producdo das bacteriocinas organizam-se em clusters e,
geralmente, sdo compostos de: (i) genes estruturais, que contém as informac6es genéticas para
a traducdo das bacteriocinas inativas chamadas de pré-bacteriocinas; (ii) genes de modificacéo,
maturacdo e transporte (que codificam para os sistemas de transporte do tipo ABC das
bacteriocinas) e (iii) genes de imunidade, que possuem informac&o para a tradugéo de proteinas
de imunidade (Todorov, 2009; Mills, Ross e Hill, 2017).

Em relagdo a maioria das bacteriocinas, sua sintese ocorre na forma inativa contendo
um peptideo precursor que apresenta uma sequéncia lider que, necessariamente, € retirada
através de acdo proteolitica para sua ativacdo. Existem algumas excec¢des, como 0 grupo das

bacteriocinas sem a sequéncia-lider (Chen e Hoover, 2003; Zimina et al., 2020). Essas
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substancias, em sua maioria, sdo exportadas do meio intracelular para o extracelular através de
transportadores do tipo ABC, que sdo compostos de dominios transmembrana (TMD) e
dominios ligantes de nucleotideos (NBD). Diversos tipos de transportadores do tipo ABC que
podem atuar de diferentes formas: (i) como transportador; (ii) como responsavel pela clivagem
do precursor da bacteriocina, levando a formacao da bacteriocina madura e também, (iii) como
um sistema de imunidade (Beis e Rebuffat, 2019).

O sistema de imunidade pode ser considerado fundamental para a célula
bactericinogénica. 1sso porque, segundo Beis e Rebuffat (2019), confere protecdo contra a acéo
da bacteriocina sobre a prépria célula produtora e pode ser atribuido, ndo somente a certos tipos
de transportadores do tipo ABC, como também as proteinas de imunidade.

3.3.2 Classificacdo e mecanismos de acéo das bacteriocinas

Jé& foram descritas varias bacteriocinas que possuem diferentes estruturas e mecanismos
de acdo. Segundo Dykes (1995), existe uma ampla diversidade de bacteriocinas com diferentes
estruturas moleculares, o que pode representar uma divergéncia evolutiva resultado da
concorréncia entre as diferentes espécies. Essa hipotese feita por Dykes (1995) pode ser uma
possivel explicacdo para a diversidade das bacteriocinas que sdo divididas em classes e
subclasses de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas em comum e seu microrganismo
produtor.

A partir da revisdo de estudos na literatura sobre as classificacfes das bacteriocinas,
feita por Zimina e colaboradores (2020), foi possivel verificar que as bacteriocinas produzidas
por arqueas podem ser agrupadas em: halocinas e sulfolobicinas. Ja as produzidas por bactérias
Gram-negativas podem ser divididas em: colicinas, que contém as que sdo proteinas sensiveis
ao calor, com massa molecular entre 30 e 80 KDa produzidas por E-coli; colicinas-like, que sdo
semelhantes as colicinas mas sdo produzidas por outras bactérias Gram-negativas ao invés de
E-coli; tailocinas, que sdo proteinas maiores que 20-100 KDa; e microcinas, que contém as
bacteriocinas que sdo peptideos com massa molecular inferior a 10 KDa (Simons, Alhanout e
Duval, 2020).

As produzidas por bactérias Gram-positivas podem ser classificadas em trés grandes
classes, que sdo: (a) classe I (lantibidticos), que contém as bacteriocinas que possuem
modifica¢bes poOs-traducionais e que possuem em sua estrutura residuos de lantionina e/ou
metil-lantionina; (b) Classe Il que abriga peptideos com pesos moleculares inferiores a 10 KDa

sem modificacGes pos-traducionais e (c) Classe 111, que contém as bacteriocinas constituidas de
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proteinas termol&beis, subdivididas em duas classes; uma contendo as que s&o consideradas
liticas, ou seja, capazes de lisar as células-alvo e outras contendo as néo-liticas (Montalban-
Lopez et al., 2011; Johnson et al., 2018; Zimina et al., 2020).

Em relacdo as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas, existem autores
que consideram outras classificacBes, que podem incluir as classes IV, V e até VI. Farias (2016),
por exemplo, considerou as classes 1V, que abrigam as bacteriocinas circulares, e V, que contém
as bacteriocinas circulares ou ndo, mas que possuem ligacOes tioéter entre o carbono-alfa e o
enxofre da cisteina. Segundo de Freire Bastos e colaboradores (2020), os tiopeptideos
(peptideos macrociclicos ricos em enxofre) podem ser agrupados em uma nova classe, que seria
a classe VI (Quadro 1).

As bacteriocinas podem atuar de maneiras diferentes sobre células vegetativas e esporos.
Frente as células vegetativas, as bacteriocinas podem atuar das seguintes formas: (i) inibindo a
sintese da parede celular; (ii) formando poros e (iii) levando a inibicdo da parede e formando
poros e ainda, (iv) interferindo no metabolismo de proteinas, DNA e RNA da célula-alvo
(Cotter, Ross e Hill, 2013; Egan et al., 2016). Em relacédo a atuacao frente a enddsporos, ha um
menor conhecimento sobre a sua interacdo com bacteriocinas quando comparado as células
vegetativas. Apesar disso, sabe-se que a atuacdo das bacteriocinas sobre esses pode ser
esporocida, agindo sobre os esporos que ndo germinaram (dormentes). Isso acontece sem que
haja a germinagdo para que a bacteriocina atue. Além disso, pode ser esporostatica, podendo
atuar sobre 0s esporos dormentes ou que germinaram, mas nesse caso € Necessario que o0 esporo

germine para que a bacteriocina impeca seu crescimento (Egan et al., 2016).
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Quadro 1- Classificacdo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas (Duarte, 2016; Coelho, Duarte e Bastos 2017; Farias, 2018;

Francisco, 2019).

CLASSIFICACAO

CARACTERISTICAS

SUBCLASSES

EXEMPLOS (REFERENCIAS)

Classe I (Iantibioticos)

Pequenos peptideos (< 5 kDa),
geralmente, termoestaveis,
contendo ligagdes-tioéter raras

com o carbono-f3

Ia: peptideos processados pelas enzimas de modificagdo LanB e LanC
Ib: peptideos processados pela enzima bifuncional LanM
Ic: lantibidticos de dois componentes, processados

por LanM

Id: peptideos contendo labionina, processados por LanKC

Nisina (Mattick, Hirsch e Berridge, 1947)
Mersacidina (Brétz et al., 1995)

Lacticina 3147 (Martin et al., 2004)

Labirintopeptina A1 (Férir et al., 2013)

Pequenos peptideos

(< 10 kDa), geralmente,

IIa: peptideos lineares do tipo-pediocina, ativos contra listéria

IIb: bacteriocinas de dois peptideos lineares

Ilc: bacteriocinas de um tinico peptideo linear do tipo néo-

Pediocina PA-1 (Rodriguez, Martinez e Kok,
2002)
Lactacina F (Abee, Klaenhammer ¢ Letellier,
1994)

Classe I1 termoestaveis, que nio o ) ) Lactococcina A (Holo, Nilssen e Nes, 1991)
i -pediocina e/ou com sequéncia-lider dependente do sistema sec
apresentam dcidos aminados I1d: peptideos lineares tnicos, ndo-processados Aureocina A53 (Netz et al., 2002)
modificados . ~ . .
Ile: peptideos formados por uma degradagao especifica de proteinas o
) Propionicina F (Brede et al., 2004)
maiores
IIf: bacteriocinas compostas por mais de dois peptideos lineares Aureocina A70 (Netz et al., 2001)
p - Proteinas maiores do que IIIa: bacteriolisinas Lisostafina (Bastos, Coutinho e Coelho, 2010)
asse

10 kDa e, geralmente,

termolabeis

IIIb: bacteriocinas nao-liticas

Helveticina J (Thompson, Collins e Mercer, 1996)




28

Quadro 1- Classificacdo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas (Duarte, 2016; Coelho, Duarte e Bastos 2017; Farias, 2018;
Francisco, 2019) (continuacéo).

CLASSIFICAGCAO CARACTERISTICAS SUBCLASSES EXEMPLOS (REFERENCIAS)
IVa: peptideos catiénicos (pl > 10) e relativamente hidrofobicos Enterocina AS-48 (Maqueda et al., 2004)
Pequenos peptideos ciclicos
Classe IV e termoestéveis, sem &cidos 1Vb: pe.ptl’(_iejos Fom pl .var.iével (3,8a9,5), altarpen.te hidrf)f_()bico N .
) . e com significativa similaridade entre suas sequéncias de acidos Gassericina A (Kawai et al., 2004)
aminados modificados aminados
Pequenos peptideos (< 5 kDa) Va: peptideos circulares Subtilosina A (Kawulka et al., 2003)

modificados apds a traducéo,
Classe V contendo ligagdes-tiogter raras Vb: peptideos lineares Thurincina H (Lee, Churey e Worobo, 2009)
(“sactibidticos”) .
com o carbono-alfa do &cido

aminado receptor Vc: “sactibidticos” compostos por dois peptideos Thuricina CD (Rea et al., 2010)

Vla: peptideos do tipo-tiostrepton A -
Pequenos peptideos (< 5 kDa) pep P P Tiostrepton A (Dutcher e Vandeputte, 1955)

macrociclicos, apresentando um

VIb: peptideos do tipo-nosieptideo Nosieptideo (Prange et al., 1977)
anel central de seis membros
Classe VI contendo nitrogénio, presenca Vlc: peptideos do tipo-tiocilinas Tiocilina | (Shoji et al., 1976)
(tiopeptideos) de cauda de tamanho variavel e
residuos de &cidos aminados VId: peptideos do tipo-GE2270 A GE2270 A (Selva et al., 1991)
extremamente modificados apos ; . L . N . .
Vle: peptideos do tipo-ciclotiazomicinas Ciclotiazomicina A (Aoki et al., 1991)
a traducéo
VIf: peptideos do tipo-berninamicinas Berninamicina A (Liesch et al., 1976)

KDa - kilodaltons.
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3.3.3 Usos biotecnoldgicos das bacteriocinas

As bacteriocinas podem vir a ser utilizadas para diferentes finalidades. Podem ser uma
alternativa aos antimicrobianos usados no tratamento de infec¢bes causadas, por exemplo, por
patdégenos multirresistentes aos antibidticos de escolha. Podem constituir novos antivirais
devido ao fato de algumas serem capazes de atuar sobre virus como o da poliomielite e herpes
tipo 1 (Drider et al., 2016). Elas podem atuar na regulacdo do microbioma intestinal e no
crescimento de plantas atuando, por exemplo, como um fator de sinalizacdo para seu
crescimento. Como também, no tratamento de cancer atuando de maneira especifica frente as
células tumorais (Cavicchioli et al., 2018).

As bacteriocinas podem contribuir para a conservacao dos alimentos, atuando contra
microrganismos patogénicos e deterioradores; para o cuidado intimo da mulher como um
possivel tratamento de vaginoses; no tratamento de infecgdes orais e da pele; na prevencdo da
gravidez, atuando como espermicidas; e ainda, podem ser utilizadas no tratamento de mastites,
na area veterinaria (Ahmad et al., 2017; Negash e Tsehai, 2020).

E possivel verificar que houve um aumento no nimero de pesquisas relacionadas as
diferentes aplicacOes biotecnoldgicas das bacteriocinas nos anos entre 2004 e 2015 (Lo6pez-
Cuellar, Rodriguez-Hernandez e Chavarria-Hernandez, 2016). Tais estudos se concentraram na
conservacao de alimentos (Figura 6), o que pode ser um reflexo da busca dos consumidores

por alimentos menos industrializados e que apresentam conservantes naturais.
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Figura 5. Principais pesquisas no desenvolvimento do uso de bacteriocinas. Adaptado de Lopez-Cuellar,
Rodrigues-Hernandez e Chavarria-Hernandez, 2016.

Capitulo 4. Bacteriocinas como bioconservantes

Segundo Abbasiliasi e colaboradores (2017), a aplicacdo das bacteriocinas na industria
de alimentos aumentou conforme o crescimento da preocupacdo em relacdo ao uso de
conservantes quimicos que podem vir a ter efeitos negativos sobre a salde humana. Essa
afirmacdo pode indicar o quanto as bacteriocinas ja sao consideradas como uma alternativa para
a substituicdo ou reducdo do uso dos conservantes quimicos. A bacteriocina nisina, por
exemplo, j& é usada ha décadas como bioconservante em alimentos (Cleveland et al., 2001;
Silva, Silva e Ribeiro, 2018).

Como conservantes naturais, as bacteriocinas garantem nao sé um aumento da vida dtil
do produto alimenticio por sua acdo contra microrganismos deterioradores, mas também uma
diminuicdo do risco de contaminagdo alimentar por patdgenos e a seguranca de que seu
consumo ndo ird causar maleficios a saude (Galvez et al., 2007). O fato de atuarem contra 0s
microrganismos deterioradores de alimentos faz com que, uma vez usadas como conservantes,
as bacteriocinas reduzam os impactos econdmicos pela deterioracdo de alimentos causada por
esses microrganismos. Além disso, podem atuar contra células vegetativas e esporos (Egan et
al., 2016), sendo possivel aplica-las nos alimentos e produtos alimenticios de diferentes

formas.
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3.4.1 Aplicacéo das bacteriocinas nos alimentos e produtos alimenticios

E desejavel que as bacteriocinas para a aplicagdo em alimentos sejam: seguras para o
consumidor; possuam estabilidade térmica; a capacidade de atuar sobre uma ampla faixa de pH
e serem resistentes a atuacdo de enzimas que fazem parte do alimento ou produto alimenticio.
Em relacdo as estirpes produtoras, é almejado que possuam a capacidade de produzir
bacteriocinas em concentragoes suficientes para inibir microrganismos indesejaveis do produto
alimenticio, e ainda, serem aptas a crescer no meio de cultura selecionado (Johnson et al., 2018).
Importante ressaltar que o uso das bacteriocinas ndo é substituto para as boas praticas de
fabricacdo de um produto (Cotter, Hill e Ross, 2005), assim como, de que héa diferentes formas
de aplicar/empregar esses antimicrobianos naturais com intuito de conservar alimentos.

As bacteriocinas para uso industrial podem ser aplicadas: usando a cultura produtora
diretamente no alimento como cultura iniciadora ou secundaria; com a adi¢do da bacteriocina
diretamente no alimento de forma purificada parcialmente ou totalmente; ou ainda, com a
adicao do sobrenadante livre de células (de forma ex situ), que pode ser produzido em meios de
cultura alternativos como o soro de leite e a milhocina. Por outro lado, as bacteriocinas podem
ser utilizadas adicionadas em embalagens e como sanitizantes para combater microrganismos
indesejaveis em superficies e maquinario (Galvez et al., 2007; Balciunas, 2013; Mills, Ross e
Hill, 2017; Farias, 2018).

Bacteriocinas podem ser aplicadas em acdo conjunta com outro método de conservacgao
de alimentos, que pode ser natural ou ndo, como o uso de bacteriocinas somados a extratos de
plantas que contém antimicrobianos naturais e uso de bacteriocinas somado ao uso de calor
(Egan et al., 2016). Segundo Deegan (2006), as bacteriocinas podem ser utilizadas com outro
método de conservagdo de alimentos para uma maior eficiéncia na prevengdo do crescimento
de patogenos alimentares e deterioradores. Elas podem ser utilizadas em uma combinacao de
bacteriocinas no alimento, onde cada uma apresentaria um mecanismo de acdo diferente (de
Freire Bastos, Coelho e Santos, 2015); ou podem ser aplicadas em conjunto, por exemplo, na
elaboracdo de um produto alimenticio usando bacteriocinas in situ e incorporadas em
embalagens e/ou em um maquinario que € higienizado com um sanitizante feito com
bacteriocinas.

Em relac&o aos tipos de aplicacGes possiveis mencionados, o uso de culturas iniciadoras
bactericinogénicas € uma vantagem em relacéo ao uso das culturas iniciadoras nao-produtoras.
Isso porque, além de iniciarem um processo fermentativo, estas estirpes irdo secretar

bacteriocinas que irdo inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis. Adicionalmente, o
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uso de culturas secundéarias produtoras de bacteriocinas pode apresentar vantagem em relacéo
as ndo-produtoras, porque essas bacteriocinas podem atuar sobre os microrganismos da cultura
primaria, inibindo-0s. Assim, é possivel acelerar a maturacao de produtos lacteos (Bali et al.,
2016).

A utilizacdo de bacteriocinas purificadas na conservacdo de alimentos pode ter uma
aplicacdo limitada devido ao custo de purificacdo, o qual pode ser de até 30 % do total de
producdo da bacteriocina (Bali, Panesar e Bera, 2016; Abbasiliasi e colaboradores, 2017). Isso
pode levar a necessidade de utilizacdo de meios alternativos de producdo com intuito de
eliminar essa etapa de purificagdo. Esses meios podem ser residuos das industrias de alimentos
como o soro de leite. O sobrenadante livre das células produtoras, que contém bacteriocinas,
pode ser adicionado diretamente no alimento e ser obtido por centrifugacéo.

A utilizacdo de um sobrenadante livre de células que contém bacteriocinas encaixa-se
no conceito de posbhioético. Segundo Moradi e colaboradores (2020), hé diferentes definicdes
para esse conceito, que ainda é considerado novo, por exemplo, podem ser considerados fatores
bioativos soluveis ou metabdlitos produzidos por um microrganismo durante seu crescimento.
Os posbidticos também podem ser considerados compostos celulares ou substancias produzidas
por acdo de microrganismos no alimento como peptideos antimicrobianos.

Encontrar cepas que produzem naturalmente uma grande quantidade de bacteriocinas é
desejavel para uma producdo de bacteriocinas. Entretanto, uma alternativa a isso é a
modificacdo genética de estirpes para obtencdo dessa alta producéo desses antimicrobianos, ou
ainda, de bacteriocinas quiméricas (Johnson et al., 2018).

Em relacdo ao espectro de acdo das bacteriocinas desejaveis para aplicacdo em
alimentos ou produtos alimenticios, Egan e colaboradores (2016) sugerem que um amplo
espectro de acdo de uma bacteriocina € uma caracteristica desejavel para o uso em alimentos.
Por outro lado, para Cotter, Hill e Ross (2005), a aplicacdo de bacteriocinas com limitado
espectro de acdo pode ser interessante para a industria de alimentos, porque podem favorecer o
crescimento de determinada populacdo microbiana em detrimento de outra (exclusdo
competitiva). Durante o processo de fabricacdo de queijos, por exemplo, pode ocorrer uma
excluséo competitiva, pois segundo Deegan e colaboradores (2006), as bacteriocinas podem ser
utilizadas para ““direcionar”” ou influenciar o crescimento de bactérias que néo sdo as acidos
laticas pertencentes a cultura iniciadora. Essas “"'ndao-BAL"", durante a producdo do queijo,
podem tanto estar relacionadas a efeitos positivos no sabor do produto quanto a defeitos no

queijo, como a formacdo de fendas. Dessa maneira, as bacteriocinas poderiam ser utilizadas na
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fabricacdo do queijo para controlar o crescimento dessas bactérias e, consequentemente,
auxiliar na ndo formacéo dessas fendas para a producao de queijos de melhor qualidade.

A partir disso, fica evidenciado que as bacteriocinas de amplo e limitado espectro de
acao possuem seu valor para a bioconservagdo de alimentos, sendo sua utilizacdo a depender

da finalidade desejada pelo fabricante do produto alimenticio.

3.4.2 Atrativos no uso de bacteriocinas produzidas por BAL na bioconservacao

Segundo Field, Ross e Hill (2018), a atuacdo limitada da nisina em determinado pH e
sua insolubilidade em determinado meio enfatizam a necessidade de haver outros compostos
(outras variantes, como a nisina Z) que sejam mais estaveis para 0 uso cComo conservantes.
Usando esse mesmo raciocinio, ter outras bacteriocinas que possam ser utilizadas como
conservantes naturais pode ser muito Gtil para a biopreservagdo de alimentos.

Diferentes microrganismos podem produzir bacteriocinas, entretanto, segundo
Abbasiliasi e colaboradores (2017), hd uma preferéncia no uso industrial desses compostos
produzidos por bactérias &cido laticas (BAL). Muitas bacteriocinas produzidas por BAL vém
sendo descobertas e caracterizadas ao longo dos Gltimos anos, e muitas dessas, possuem
potencial para uso como bioconservantes, como a enterocina P produzida por Enterococcus
faecium E86, que € capaz de atuar contra Listeria monocytogenes, considerada um importante
patégeno alimentar (Miguel, de Castro e Leite, 2008; Farias, 2018).

As BAL sdo um grupo de bactérias Gram-positivas ndo formadoras de esporos,
aerotolerantes e que fermentam uma variedade de acucares, cujo produto majoritario desse
processo é o acido latico (Sauer et al., 2017). Entre as vantagens no uso das bacteriocinas
produzidas por BAL como bioconservantes em alimentos, esta o fato de geralmente possuirem
o0 status GRAS pela FDA, significando que possuem o reconhecimento de que sdo seguras para
seu uso como aditivos nos alimentos (Galvez et al., 2007).

As bacteriocinas podem apresentar atividade inibitoria em concentracdes hanomolares
e podem ser produzidas diretamente no alimento (in situ), pois muitas BAL ja sdo consideradas
GRAS e usadas como culturas iniciadoras e/ou secundarias, ndo interferindo nas caracteristicas
organolépticas do alimento ou produto alimenticio final (Field, Ross e Hill, 2018). Outro fato
gue pode ser considerado um atrativo no uso das BAL é que possuem muitas bacteriocinas que
sdo codificadas por genes presentes em plasmideos, o que pode facilitar a manipulagdo genética
a fim de aumentar a sua producéo pela estirpe. Além disso, outro fator para a escolha de BAL

ao invés de outros microrganismos bactericinogénicos, é que essas podem contribuir para a
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conservacao do alimento, ndo s6 com a producdo de bacteriocinas, mas também pela reducéo

do pH do meio, producdo de diacetil e peroxido de hidrogénio (Figura 6) (Egan et al., 2016).

Nutrientes

Bactéria
bactericinogénica

Diacetil;

Outros metabdlitos.

Bacteriocina

Figura 6. Visualizacdo de halos de inibigdo causados pela presenca de bacteriocinas. A deteccédo desses halos pode
ser verificada através do ndo crescimento da bactéria indicadora/ sensivel (de cor rosa). Modificado de Deegan et
al., 2006. Recriado com BioRender.com.

O fato de as BAL serem Gram-positivas reduz a necessidade de uma purificacao
rigorosa de suas bacteriocinas, como no caso das produzidas por Gram-negativas que possuem
o lipopolissacarideo (LPS) como um residuo contaminante, o qual é um fator de viruléncia
bacteriano (Johnson et al., 2018). Outras caracteristicas que sao desejaveis e que podem vir a
ser encontradas em BAL, incluem a producéo de mdaltiplas bacteriocinas que podem ter diversos
mecanismos de acdo e ainda, um amplo espectro de atuacdo contra VAarios microrganismos
patogénicos e deterioradores alimentares (Egan et al., 2016).

Os metabdlitos das BAL (assim como as proprias BAL) ja sdo consumidos em grandes
guantidades ha anos sem efeitos adversos aos seres humanos, o que leva a uma preferéncia no
uso das bacteriocinas produzidas por esse grupo de bactérias em alimentos em detrimento de
outros (Cleveland et al., 2001; Chen e Hoover, 2003). Outro ponto positivo € que muitas BAL
bactericinogénicas foram isoladas de alimentos. Por isso, podem ser consideradas ideais para o
uso nos alimentos (Deegan et al., 2006).

Segundo Field, Ross e Hill (2018) as bacteriocinas de maneira geral so atoxicas contra

as células eucarioticas. Importante ressaltar que em relacdo a essa seguranca do uso das
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bacteriocinas, seu potencial toéxico depende da biodisponibilidade da bacteriocina e de sua
absorcdo apds a ingestdo (Soltani et al., 2021).

Em geral, quando as bacteriocinas sdo ingeridas, possuem pouca influéncia na
microbiota intestinal (quando adicionadas no alimento), porque sdo sensiveis a atuacdo de
proteases e sais biliares presentes no trato gastrintestinal, perdendo sua atividade inibitoria.
(Figura 7). Isso pode ocorrer devido & natureza proteica das bacteriocinas que garante que uma
vez usadas como conservantes naturais, ndo ocasionem disbiose e seus sintomas decorrentes
(Gélvez et al., 2007).

Boca
« pH5-7
* Amilase, lipase e lisozima

Estdmago
* pH13
* Pepsina, quimiotripsina
* Digestao gastrica
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Figura 7. Barreiras do trato gastrintestinal humano que sdo capazes de levar a perda da atividade de uma
bacteriocina. A natureza proteica das bacteriocinas permite que proteases como a pepsina e um pH acido, presentes
no trato gastrintestinal, levem a uma inativacéo da bacteriocina. Com isso, 0 uso ex situ desses antimicrobianos
n&do apresenta um risco para o desencadeamento de disbiose intestinal. Adaptado de Soltani et al., 2021.

Para a utilizacdo das bacteriocinas é necessario que haja ensaios de toxicidade para
avaliar o efeito das mesmas no corpo humano. Os ensaios de toxicidade aguda sdo aqueles que
determinam os efeitos adversos de um produto ap0s uma exposi¢do, que pode ocorrer uma ou
mais vezes em um curto periodo de tempo, e podem determinar a dose letal capaz de inibir 50%
da cultura celular (LD50). Essa avaliacéo é necesséria pois, apesar da maioria das bacteriocinas
descritas ndo possuirem efeitos negativos sobre células eucariotas, como a nisina (uma

bacteriocina ja comercialmente disponivel), existem aquelas que podem ser toxicas. Isso
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evidencia a importancia de mais estudos sobre a exposi¢do desses antimicrobianos naturais e
seus efeitos sobre a saude dos consumidores (Soltani et al., 2021).

A citolisina, produzida por certas estirpes de E. faecium, possui toxicidade sobre células
eucariotas de certas espécies (como eritrocitos). Embora ainda ndo se saiba como exatamente
ocorre 0 mecanismo de agdo da citolisina, devido a divergéncia nos resultados de estudos in
vitro sobre esse assunto, é evidente que essa bacteriocina contribui para a ocorréncia de E.
faecium no sangue (Coburn e Gilmore, 2003). A listeriolisina S (LLS), produzida por certas
estirpes de Listeria monocytogenes (patdégeno alimentar), é outro exemplo de bacteriocina
indesejavel para uso em alimentos. H& indicios de que essa bacteriocina desempenha um papel
importante para a infeccdo causada por esse patdgeno, devido a sua acdo contra espécies
relacionadas a um papel protetor da microbiota, que seriam espécies competidoras, o que
poderia favorecer a colonizacgdo intestinal por esse patdgeno (Quereda et al., 2017).

Em relagdo ao uso de bacteriocinas adicionadas com o sobrenadante livre de células, ou
seja, como um posbi6tico, ainda ndo ha evidéncia de riscos associados ao seu consumo, mas
sabe-se que como nédo haveria microrganismos, ndo haveria o risco de infeccdo. Apesar disso,
ha a necessidade de estudos para determinar os possiveis efeitos indesejaveis dos posbioticos
(Moradi et al., 2020). Com isso, fica claro como é imprescindivel avaliar a toxicidade de cada
tipo de bacteriocina sobre as células eucariotas, para que possam ser utilizadas nos alimentos.
Além disso, outro ponto necessario a ser estudado é a possivel existéncia de resisténcia a

atuacdo das bacteriocinas nos alimentos que limitaria sua eficiéncia como bioconservante.

3.4.3 Mecanismos de resisténcia as bacteriocinas e seu impacto na bioconservacao

Ainda ndo existe um consenso sobre uma definicdo dos niveis de resisténcia as
bacteriocinas, ou seja, 0 que pode ser considerada uma alta, moderada ou baixa resisténcia a
uma determinada bacteriocina (de Freire Bastos, Coelho e Santos, 2015). Em funcéo disso, a
determinacdo da existéncia ou ndo de resisténcia, por parte dos microrganismos-alvo, é de
fundamental importancia para a aplicacdo de uma bacteriocina e a garantia da seguranga do
alimento (Kumariya et al., 2019).

Segundo Cleveland e colaboradores (2001), quando um novo conservante é considerado
seguro e eficiente, é essencial determinar por quanto tempo ele mantém sua agdo no alimento,
seja por sua degradacdo natural ou existéncia de uma populagdo de microrganismos resistentes,

garantindo assim a seguranca ou qualidade do produto.
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A membrana externa presente em bactérias Gram-negativas € naturalmente um
empecilho para a atuacdo das bacteriocinas, porque impede 0 acesso dessas moléculas aos seus
receptores presentes na membrana celular, como os lipideos Il e, consequentemente, a formacao
de poros e/ou o blogueio da sintese da parede celular (Egan et al., 2016). Apesar disso, 0 uso
de agentes que desestabilizam a membrana externa, como o EDTA, podem permitir 0 acesso
novamente da bacteriocina que resolveria este problema (de Freire Bastos, Coelho e Santos,
2015). O uso conjunto das bacteriocinas com outro método de conservacdo de alimentos
também pode aumentar sua eficiéncia (Deegan, 2006).

Em relacdo as bactérias Gram-positivas, alguns dos mecanismos de resisténcia sdo: (i)
resisténcia inata, que inclui a degradacdo da bacteriocina que pode ocorrer pela acdo de
proteases; 0 mimetismo imunol6gico; condigdes ambientais, como fase do crescimento de uma
estirpe e também, alteracGes no envelope bacteriano como a adicdo de D-alanina nos acidos
lipoteicdicos presentes na membrana, levando a reducdo de sua carga negativa e a menor
interacdo de bacteriocinas; (ii) mecanismos de resisténcia adquirida, como aqueles que levam
a alteracGes na membrana e muta¢des que levam a uma reducédo do nivel de receptores para as
bacteriocinas (de Freire Bastos, Coelho e Santos, 2015).

Apesar de haver varios mecanismos de resisténcia possiveis, ha estratégias no uso de
bacteriocinas que podem prevenir a resisténcia as mesmas, como o0 uso de uma bacteriocina
somado ao de outro método de conservacdo de alimentos e/ou a utilizacdo de mais de uma
bacteriocina, que tenha diferentes mecanismos de acdo (de Freire Bastos, Coelho e Santos,
2015). Qutra possibilidade é o uso de uma determinada bacteriocina que possua mais de um
mecanismo de ac¢do, como a nisina, que pode inibir a sintese da parede celular e/ou levar a
formacao de poros na membrana (Cotter, Hill e Ross, 2005; Egan et al., 2016). Essas estratégias
acarretam na necessidade de reparo de varios danos causados por diferentes mecanismos de
acao e, consequentemente, trazem um elevado custo energético para a célula, levando-a a
exaustdo e morte e ainda, a uma menor probabilidade de sobrevivéncia de microrganismos, o

que inclui os que podem ser resistentes a uma das bacteriocinas utilizadas (Galvez et al., 2007).
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3.4.4 Producéo de bacteriocinas para bioconservacao de alimentos

Existem alguns produtos disponiveis no mercado que contém bacteriocinas como:
Nisaplin®, MAYNISIN™: SAPRESH™ (que contém nisina); ALTA™ 2431 (que contém
pediocina PA-1); Bactoferm™ B-SF-43 e Bactoferm™ B-2 (que possuem leucocina e sakacina,
respectivamente); entre outros (Bali et al., 2016; Chikindas et al., 2018). A Unica empresa
brasileira produtora de nisina é a Danisco Brasil Ltda, fabricante do Nisaplin®. A elaboragdo
desse produto ocorre através da adicdo de estirpes de Lactococcus lactis (bactericinogénicas)
em um meio contendo fonte de energia e extrato de levedura para essas bactérias, permitindo
que ocorra a fermentacdo. Apds o final desse processo fermentativo as células produtoras sdo
retiradas e o concentrado final contendo as bacteriocinas é convertido em um pé pela técnica
de spray dryer. Apesar de haver poucos produtos para comercializacdo, muitas patentes de
bacteriocinas ja foram depositadas (pelo menos 400) (Oliveira, 2013; EFSA, 2017a). Isso indica
que existe o interesse na busca por novas que possam ser usadas como bioconservantes.

Um dos grandes desafios da utilizagdo das bacteriocinas na industria é a sua producao
em larga escala. Nesse contexto, alguns parametros podem direcionar a producdo das
bacteriocinas, como a selecdo de estirpes que produzem altas quantidades de bacteriocinas
(Johnson et al., 2018). Nessa busca, uma possibilidade de conseguir tais estirpes é modificar
geneticamente a bactéria bactericinogénica. Segundo Field, Ross e Hill (2018), a biotecnologia
pode tornar mais facil a producédo de bacteriocinas levando ao aumento de sua produc¢éo usando
uma producdo heterdloga desses antimicrobianos, ou seja, adicionando os genes sintéticos de
bacteriocinas em outro microrganismo, como uma levedura ou bactéria. Apesar dessa aparente
solucdo que a biotecnologia pode trazer, € necessario saber que segundo Cleveland e
colaboradores (2001), a bacteriocina nisina ndo é considerada natural ou tem seu significado de
natural comprometido quando: (i) é aplicada em concentrac@es que excedem as encontradas em
alimentos fermentados, contendo bactérias produtoras de nisina como cultura iniciadora e (ii)
quando se utiliza estirpes produtoras de nisina geneticamente modificadas (OGM).

Usando esse mesmo raciocinio de Cleveland e colaboradores (2001), é possivel que um
produto alimenticio contendo bacteriocinas produzidas por uma estirpe bactericinogénica, que
foi geneticamente modificada para produzir uma maior quantidade de bacteriocinas nos
alimentos, por exemplo, ndo seja considerado pelos consumidores como um produto natural.
Isso pode ocorrer porque, apesar de ndo haver um consenso do que € naturalidade, o uso de
OGM pode ndo se encaixar na percepcao de natural para certos individuos (Roman, Sanchez-

Siles e Siegrist, 2017), como foi indicado no Item 3.2.1 (Figura 3). Segundo Mills e
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colaboradores (2011), uma resisténcia por parte dos consumidores em relacdo as bacteriocinas
geneticamente modificadas pode limitar sua utilizacdo, embora a medida que a demanda por
antimicrobianos naturais e o conhecimento da populacdo sobre as bacteriocinas modificadas
aumentam, a utilizacdo dessas pode ocorrer. Contudo, esse ainda é um tépico em debate na
literatura que necessita de mais discussoes para que seja melhor esclarecido.

Outra etapa para a producdo de bacteriocinas é a otimizagdo da producdo, ou seja, a
utilizacdo das melhores condic6es possiveis do meio de cultura, como pH, tempo de producao
e temperaturas para o crescimento da estirpe produtora (Johnson et al., 2018). Segundo
Abbasiliasi e colaboradores (2017), a otimizacdo de uma etapa de fermentagdo € um processo
que exige um longo periodo de tempo, um alto custo, estudos, padronizacdo do experimento e
deve buscar um produto de alta qualidade com baixo custo e tempo necessario para sua

obtencéo.

3.4.4.1 Fatores que afetam a producéo e eficiéncia das bacteriocinas nos alimentos

A producdo de bacteriocinas pode resultar em preparacGes contendo quantidades
significativas destas substancias, sejam elas purificadas ou parcialmente purificadas.
Entretanto, seu uso e acdo nas células alvo pode ser influenciado por diferentes fatores que védo
determinar a viabilidade ou ndo do seu uso como conservante.

Os fatores que podem afetar a producdo de bacteriocinas pelas estirpes produtoras
podem estar relacionados tanto ao meio de cultura, quanto as condicdes de cultivo. Em relacéo
as condi¢des de cultivo que podem afetar positivamente ou negativamente a producdo de
bacteriocinas, podem ser citados: pH, temperatura, aeracdo e agitacao (Abbasiliasi et al., 2017).

Um pH extremo (muito &cido ou basico) pode desencadear uma destruicdo da estrutura
da bacteriocina e, com isso, inativa-la, impedindo a comunicagao por quorum sensing que pode
ocorrer através da presenca de bacteriocinas no meio e que pode influenciar na producéao
bactericinogénica (Ge, Kang e Ping, 2019). Ademais, o pH e temperatura impactam a atividade
enzimatica de microrganismos e, consequentemente, impactam o crescimento celular das
estirpes produtoras e a producao de bacteriocinas por elas (Sidooski et al., 2019).

A producéo de bacteriocinas em larga escala (usando um fermentador industrial) pode
ser afetada pela agitagdo, porque sua presenca ou auséncia pode influenciar na aeracdo do meio
e, com isso, no crescimento de estirpes produtoras (Abbasiliasi et al., 2017). Cada estirpe

bactericinogénica possui uma faixa de temperatura ideal para o seu crescimento maximo.
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Em relagéo ao meio de cultura, os dados obtidos por Sidooski e colaboradores (2019)
sobre os pardmetros fisicos e nutricionais para a otimizagdo da producdo de bacteriocinas,
indicaram que suplementar o meio de cultura com fontes de nitrogénio e carbono, podem
melhorar ou ndo a producéo de bacteriocinas. Isso sugere que o impacto da quantidade de certos
nutrientes no meio para favorecer a producdo de bacteriocinas pode ser estirpe dependente.

A revisdo acerca de estudos sobre a producdo de bacteriocinas na presenca de
surfactantes, realizada por Abbasiliasi e colaboradores (2017), apontou que esses surfactantes
podem influenciar positivamente a producéo de bacteriocinas. 1sso se deve, provavelmente, por
acelerar o crescimento bacteriano e, consequentemente, a quantidade final desses
antimicrobianos. Adicionalmente, podem prevenir a agregacao das bacteriocinas a proteinas
presentes no leite, por exemplo. Sendo assim, em relacdo ao meio de cultura, a quantidade de
nutrientes e surfactantes podem afetar a producéo de bacteriocinas. (Arakawa et al., 2009).

A producéo das bacteriocinas pode ser influenciada tanto pela perda da capacidade de
producédo das mesmas pela estirpe bactericinogénica, quanto pela presenca de bacteriéfagos que
sejam capazes de inibir a estirpe produtora, que é sensivel a eles (Figura 8). Ademais, ha outros
fatores como: (i) a presenca de uma bactéria no meio capaz de atuar antagonicamente a estirpe
produtora; (ii) a inadequacdo da estirpe bactericinogénica como cultura iniciadora e, (iii) a
presenca de estirpe com baixa capacidade de producédo de bacteriocinas (Galvez et al., 2007).

Presenca de
bacteriofagos
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Figura 8. Fatores que podem influenciar a producéo de bacteriocina pela estirpe produtora. A perda da capacidade
de producéo da bacteriocina (por uma mutagdo ou perda do elemento genético mével que contém os genes para a
sintese do antimicrobiano) e a presenca de microrganismos capazes de produzir substancia antagdnicas podem
eliminar ou reduzir a producéo de bacteriocinas pela estirpe bactericinogénica. Criado com BioRender.com.



41

De maneira geral, as bacteriocinas secretadas no alimento podem ser afetadas por
condices fisicas, quimicas e bioldgicas do mesmo como pH, temperatura e nutrientes. Tais
condicdes podem afetar negativamente o uso das bacteriocinas como bioconservantes, podendo
levar a uma interferéncia da atuacdo da bacteriocina (Singh, 2018). Isso ocorre, por exemplo,
quando ha um pH muito acido, de forma a afetar a estrutura da bacteriocina (devido sua natureza
proteica) e, consequentemente, sua funcdo/mecanismo de acdo. Ha ainda, a possivel presenca
de patdgenos alimentares com resisténcia a bacteriocinas no meio e a ocorréncia de uma
retencdo das mesmas pela presenca de glébulos de gordura (Ge, Kang e Ping, 2019). No tocante
a presenca de certos nutrientes ou componentes no meio, as bacteriocinas podem ser inativadas
pela presenca de outros aditivos no alimento. O mesmo acontece em relacdo a menor difuséo
de certas bacteriocinas no produto alimenticio, o que acarreta na distribuicdo desigual no
mesmo, afetando sua eficiéncia como bioconservante (Singh, 2018).

Outros fatores que podem estar relacionados a eficiéncia das bacteriocinas como
bioconservantes incluem a carga microbiana de patdégenos, que podem contaminar o alimento
apos sua fabricacdo, e a presenca de uma microbiota complexa no alimento que pode afetar
negativamente a acdo das bacteriocinas se for composta, majoritariamente, de microrganismos
resistentes a sua acdo, como as bactérias Gram-negativas e produtoras de proteases. O estado
fisiol6gico microbiano, como a presenca de esporos, também pode ter relacdo com a eficiéncia
das bacteriocinas como bioconservantes. Isso ocorre porque 0S esporos podem ser mais
resistentes a acdo da bacteriocina do que as células vegetativas (Galvez et al., 2007).

Cada bacteriocina e suas possiveis variantes podem ter limitacdes distintas comparadas
entre si e essas limitagdes também podem variar dependendo do alimento. Segundo Ibarra-
Sanchez e colaboradores (2020), por exemplo, ha diversos fatores que podem limitar o uso da
nisina em alimentos derivados do leite como: uma auséncia de estabilidade em pH neutro; uma
interacdo com glébulos de gordura; ligacdo da nisina (catidnica) com a caseina (anidnica)
presente no leite; a presenca de cations divalentes no alimento que impedem o acesso da nisina
a membrana plasmatica; ou ainda, o potencial de surgimento de resisténcia a nisina. Sabendo
disso, pode-se considerar importante que mais estudos venham a identificar como determinada
bacteriocina atua em diferentes matrizes alimentares, principalmente, porque a maioria desses
estudos ndo focam nas propriedades fisico-quimicas das bacteriocinas nos alimentos, por
exemplo, testar se hd uma menor adsor¢do da mesma aos componentes do meio e quais sdo as
melhores condigOes de solubilidade e estabilidade.

Estratégias podem ser utilizadas para contornar a reducéao da eficiéncia das bacteriocinas

como bioconservantes causada pela interacdo indesejada das mesmas com o alimento. A
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primeira estratégia é o uso de bacteriocinas bioengenheiradas, pois a manipulagao genética pode
ser usada para a obtencao de bacteriocinas mais soluveis e estaveis (Mills et al., 2011). Outra
estratégia € o uso de metodologias de encapsulacdo que protegem a bacteriocina e permitem
sua liberacdo gradual no alimento e ainda, a utilizacdo das bacteriocinas em embalagens, pois
reduzem o contato da bacteriocina com todo o contetdo do produto e, consequentemente,
diminuem o risco de inativagdo das mesmas (Mill, Ross e Hill, 2017; Soltani et al., 2021). Essa
encapsulacdo pode ocorrer usando: nanoparticulas poliméricas (como nanocapsulas e
nanoesferas); nanotubos (compostos de uma parede dupla de tubos de carbono); nanofibras e

nanolipossomas (vesiculas contendo fosfolipideos) (Lopes e Brandelli, 2018).

3.4.4.2 Meios alternativos para a producéo de bacteriocinas por BAL

Como foi mencionado no Item 3.4.2, as bacteriocinas produzidas por BAL possuem
varios atrativos para serem utilizadas como bioconservantes. Contudo, sdo considerados
microrganismos fastidiosos, pois necessitam da presenca de muitos nutrientes para seu
crescimento. Por isso, crescem em alimentos considerados ricos nutricionalmente, como leite,
carnes e frutas. Esse fato pode ter relacdo com o tamanho de seu genoma que, ao ser comparado
ao de outras bactérias, pode ser considerado pequeno, encontrando-se geralmente na faixa entre
2,0 e 3,4 Mb (megabase). Isso pode ter ocasionado uma diminuicéo da capacidade metabdlica
desses microrganismos e sua dependéncia da existéncia de nutrientes exdgenos provenientes de
meios ricos (Sauer et al., 2017).

A dependéncia de um meio rico para o crescimento das BAL pode impactar no custo
elevado da sua utilizacdo em escala industrial para a producdo de bacteriocinas e outros
biocompostos (Sauer et al., 2017). Dessa forma, novos meios de cultura utilizando residuos
industriais como o soro de leite e milhocina, os quais sao ricas fontes de nutrientes, tornam-se
promissores para obtencdo das bacteriocinas de maneira menos custosa (Schueler, 2018). Isso
é possivel porque, mesmo havendo impurezas nos meios de cultura alternativos que venham de
residuos alimentares, o fato de todos possuirem origem alimentar faz com que sejam mais
apropriados para a producdo de bacteriocinas (Abbasiliasi et al., 2017). A sua aplicacdo pode
ser através da adicdo direta do sobrenadante livre de células (posbidtico) no mesmo tipo de
alimentos, como citado no Item 3.4.1.

De forma geral, é preferivel usar uma menor quantidade de conservantes nos alimentos

para que haja menor possibilidade de alteracdo da textura e sabor (Carocho, Morales e Ferreira,
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2015). Importante ressaltar que apesar das bacteriocinas ndo atribuirem sabor aos alimentos,
quando sdo produzidas em meios alternativos a presenca desses ou qualquer outro meio podem
alterar as caracteristicas organolépticas do produto final.

Existem alguns residuos industriais que podem ser utilizados para o crescimento de BAL
e a producdo ex situ de bacteriocinas. Alguns desses incluem a milhocina, a &gua de maceragéo
de milho, rica em nutrientes como nitrogénio (Schueler et al., 2021). Além desse meio, existem
outros residuos industriais, como residuo da soja, melaco, licor de batata, residuos de uva,
farinha de peixe e o soro de leite (Bali, Panesar e Bera, 2016). O soro de leite € um residuo da
fabricagdo de queijo e cerca de 50% dele ndo é reaproveitado no Brasil e descartado
indevidamente (Farinha, 2016). A reutilizacdo dele ja ocorre na fabricacdo de suplementos
alimentares, bebidas lacteas, alimentacdo de animais, entre outros produtos. Devido a grande
guantidade de proteinas presentes em sua composicao, o soro de leite langcado no meio ambiente
sem tratamento gera problemas ambientais, como eutrofiza¢do dos corpos d’agua (Alves et al.,
2014; Kasmi, 2018).

A eutrofizacdo é causada pela adicdo de nutrientes (como fosforo e nitrogénio) em um
ambiente aquatico, 0 que ocasiona o crescimento exacerbado de produtores primarios, como
fitoplancton (que passam a impedir a passagem de luz e com isso, ocasionam a morte de plantas
aquaticas). Dessa forma, tal crescimento gera um desequilibrio no ecossistema, levando a
anoxia do ambiente e, consequentemente, a morte dos organismos que necessitam de oxigénio.
Este fato gera consequéncias como a restricdo da pesca no local afetado e até mesmo em danos
aos seres humanos pela atuacdo de cianotoxinas, produzidas por cianobactérias que podem
crescer demasiadamente devido a eutrofizagdo (Ferreira, Cunha-Santino e Junior, 2015).

Embora esses impactos ocasionados pelo descarte de soro de leite no meio ambiente
venham diminuindo nos ultimos anos em paises industrializados, muito provavelmente devido
as leis ambientais, eles ainda representam um obstaculo a ser totalmente elucidado (Kasmi,
2018). Para atingir esse objetivo, pode-se utilizar trés tipos de abordagens: (i) tratamento
biotecnoldgico (sem valorizacdo desse soro de leite), (ii) tratamento fisico-quimico ou (iii)
tratamento biotecnologico com valorizagdo e reaproveitamento do soro de leite. Dentre os
tratamentos biotecnoldgicos possiveis de serem usados antes do descarte do residuo industrial,
encontra-se a possibilidade de producdo de bacteriocinas usando o soro de leite (Prazeres,
Carvalho e Rivas, 2013; Kasmi, 2018).

Esse tratamento do soro de leite pode significar as empresas que o produzem, mais um

segmento para a venda e consequentemente, lucro. O soro de leite é uma matriz viavel para esse
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fim, pois é nutricionalmente rico para o crescimento de bactérias fastidiosas como as BAL,
possuindo 55% dos nutrientes do leite (Alves et al, 2014).

Alguns estudos tém evidenciado a producdo de bacteriocinas por estirpes cultivadas em
soro, por exemplo, a producdo da nisina em soro de leite filtrado e ndo-filtrado, onde o melhor
desempenho de producéo foi obtido no soro ndo-filtrado. Esse resultado foi relacionado com o
fato de a filtracéo retirar a maior parte das proteinas insollveis que teriam um papel importante
para a producdo da nisina (de Arauz et al., 2009).

Apesar do soro de leite ser nutricionalmente rico, alguns nutrientes, como fontes de
nitrogénio, podem ser adicionados para favorecer a producao de bacteriocinas por BAL. Ainda
que a quantidade de nitrogénio presente no soro de leite possa ocasionar eutrofizagdo em corpos
d"agua, ela pode ser considerada insuficiente para tratamentos biotecnol6gicos, como processos
aerobicos ou anaerdbicos. Sendo assim, o enriquecimento do soro de leite com fontes de
nitrogénio pode ser adequado para seu melhor reaproveitamento para a producdo de
biocompostos (Prazeres, Carvalho e Riva, 2012; Carvalho, Prazeres e Riva, 2013).

Guerra e Pastrana (2001) testaram diferentes fontes de nitrogénio como suplementacao
do soro de leite, onde destacou-se o0 extrato de levedura como um suplemento estimulador da
producdo de bacteriocinas. Em escala industrial, a utilizagcdo de amonia ou seus sais apresentam
um bom custo-beneficio, que segundo Mondragon-Parada e colaboradores (2006), podem ser
utilizados em conjunto com nutrientes como o extrato de levedura e fosfato diamdnico.

O soro de leite para a producdo de bacteriocinas pode ser utilizado fresco, na forma
liquida ou em p6 produzido em spray dryer. Alguns estudos sugerem que o uso de soro de leite
em pé é a melhor opcado para a producgdo de bacteriocinas, pois a secagem por atomizacao do
soro de leite transformando-o em p6 permite a reducéo de custos logisticos (Alves et al., 2014).
Ademais, hd menor carga microbiana presente no soro de leite em p6 em comparagéo ao soro
de leite fresco (Ananou et al., 2008; Schueler, 2018). A secagem por atomizacdo (ou spray
dryer) pode ser utilizada no soro de leite gerado como residuo pelas industrias (Figura 9), para
sua venda; ou ainda, para a producdo em larga escala de um p6 com estirpes produtoras de

bacteriocinas para seu uso em alimentos (Silva et al., 2002; Kasmi, 2018).
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Figura 9. Esquema de reaproveitamento de residuo industrial para a produc&o ex situ de bacteriocinas. A producéo
de bacteriocinas em um residuo industrial pode auxiliar na reducdo de impactos ambientais. A secagem do produto
final pode ser realizada para a redugdo de custos logisticos de armazenamento e transporte. Criado com
BioRender.com.

A producdo de um po bioativo contendo bacteriocina, produzida por L. lactis DPC 3147,
se mostrou promissora na reducdo de L. monocytogenes em leite infantil comercializado e na
manutenc&o da atividade antimicrobiana apos o processo de secagem por spray dryer (Morgan
etal., 1999).

Silva e colaboradores (2002) mostraram que o soro de leite cultivado com
Carnobacterium divergens e tratado por spray dryer mostrou uma menor capacidade de
inibicdo de Staphylococcus aureus do que o soro ndo-tratado. Entretanto, este resultado néo foi

observado no soro cultivado com L. sackei e L. salivarius. A atividade inibitéria de L. salivarius
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foi detectada durante trés meses de estocagem do soro em po. Estes resultados indicam que a
reducdo de atividade antimicrobiana ap6s o uso desse processo de secagem, depende da estirpe
utilizada e da bacteriocina que é produzida pela estirpe.

Ananou e colaboradores (2010) buscaram produzir um poé (livre de células), contendo
enterocina AS-48 que fosse capaz de atuar contra L. monocytogenes e S. aureus, usando Soro
de leite como meio de cultura e a técnica de spray dryer. Os resultados encontrados
demonstraram, que era possivel a producédo desse po bioativo, apesar da dificuldade em eliminar
as estirpes viaveis do mesmo. Além disso, a menor temperatura de armazenamento (-20 °C) era
a melhor em termos de manutencdo de sua atividade antimicrobiana. Apesar disso, em ambas
as temperaturas de armazenamento (- 20 °C e 5 °C) houve atividade antimicrobiana detectada
por até oito meses.

Musatti e colaboradores (2020) buscaram produzir a bacteriocina sakacina A, produzida
por Lactobacillus sakei DSMZ 6333 em soro de leite, que contém reduzida quantidade de
proteinas (conhecido como ““whey permeate””). Esse meio foi adicionado de alguns
componentes (extrato de carne, levedura, arginina, Tween-80 e um mix de vitaminas) e foi
denominado meio de cultura para L. sakei (SAK). Tais componentes foram testados em
diferentes quantidades para a producdo em escala laboratorial. Também, foi usado o meio de
Man, Rogosa e Sharpe (MRS), para comparacdo e controle, e diferentes concentracfes de
indculos. Os resultados indicaram que quanto maior o in6culo inicial, menor a fase lag e quando
eram retirados o extrato de carne e de levedura do meio, a producéo de bacteriocina era menor.
Além disso, a comparacdo dos custos de producdo entre 0 MRS e SAK, usando o custo de cada
ingrediente desses meios (em escala laboratorial), mostra que 0 meio SAK seria menos custoso
que 0 MRS.

Schueler e colaboradores (2021) indicaram que estirpes de E. faecium foram capazes de
se multiplicar e de produzir bacteriocinas em um meio contendo milhocina. Essa producéo teve
uma eficiéncia sobre a estirpe sensivel (Listeria innocua CLIP 12612) de forma semelhante ou
até superior em comparagdo com a producdo usando o meio controle MRS.

O uso de coprodutos ou subprodutos industriais para a producdo de bacteriocinas é uma
linha de pesquisa que vem crescendo nas uUltimas décadas e que pode levar a lucros pela
industria de alimentos. 1sso porque pode agregar valor a um residuo industrial e o conservante
natural produzido pode ser vendido ou reutilizado na propria cadeia industrial. Por fim, ainda
s80 necessarios muitos estudos para entender a produgdo nesse tipo de meio de cultura e que
otimizacGes do processo deverdo ocorrer de forma personalizada, para cada estirpe

bactericinogénica.
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4, CONCLUSOES

- Existe atualmente uma grande diversidade de métodos biologicos que podem ter o
potencial de reduzir o emprego de conservantes quimicos em alimentos;

- As bacteriocinas destacam-se entre os métodos de bioconservacao de alimentos;

- As bacteriocinas de bactérias laticas apresentam o maior potencial de aplicagdo entre
as demais pela inocuidade da maioria das estirpes produtoras, espectro de agdo amplo e
historico de uso experimental e comercial, sem associacao de risco a saude dos consumidores;

- As diferentes formas de utilizacdo das bacteriocinas reforcam o seu potencial de
utilizacdo;

- Os fatores que afetam a producdo das bacteriocinas sdo estirpe dependente e
influenciados pelas condic¢des de producao;

- Ainda que diversos méetodos tenham sido propostos para a producao e obtencdo destes
compostos, existe ainda uma ampla &rea para a investigacdo de métodos de melhoramento desta
tecnologia;

- A utilizacdo de residuos industriais, com o soro de leite € uma alternativa sustentavel
para a producdo de bacteriocinas;

- A utilizacdo da técnica de spray dryer associada a producdo em soro de leite pode ser
uma alternativa viavel economicamente, além de reduzir custos logisticos de armazenamento e
transporte;

- Estudos quanto a estabilidade das bacteriocinas ap6s a utilizacdo da técnica de spray

dryer devem ser avaliados de forma a validar a possibilidade de producéo por este método.
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