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RESUMO

REIS, F. B. Bioconservacao de pescado (surubim — Pseudoplatystoma sp) com
utilizacdo da bactéria latica  bacteriocinogénica  (Carnobacterium
maltaromaticum C2) e de extratos vegetais de alecrim pimenta (Lippia sidoides
Cham.). 2009. 89f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Alimentos minimamente processados refrigerados prontos para 0 consumo podem
veicular a bactéria Listeria monocytogenes, causadora de infeccbes graves
principalmente em pessoas imunocomprometidas e mulheres gravidas. A aplicacéo de
tratamentos combinados em alimentos € uma alternativa promissora para inibicao efetiva
de L. monocytogenes e, neste sentido, no presente trabalho foi estudado efeito inibitrio
de preparacdes de alecrim pimenta e de bactérias laticas. Foi determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM) de preparacdes liquidas e secas de alecrim
pimenta, em diferentes temperaturas, combinadas ou ndo com linhagens da bactéria
latica C. maltaromaticum (C2, A9b" e A9b"). O uso combinado de culturas de C.
maltaromaticum produtoras (C2, A9b") e n&o produtora de bacteriocina (A9b) com ou
sem EAP (extrato hidroalcodlico de alecrim pimenta) frente a L. monocytogenes também
foi determinado em sistemas de pescado (caldo de peixe modelo, caldo de surubim e
homogeneizado de surubim) mantidos a 5°C por 35 dias. Os resultados de CIM de EAP
frente a L. monocytogenes foram de 1,34pul/ml e 0,89ul/ml, respectivamente a 37°C e 5°C,
mostrando que houve sinergismo entre EAP e temperatura de refrigeracéo. Dentre as
preparacbes de alecrim pimenta testadas, EAP apresentou a maior atividade
antilisteriana, mas também inibiu as carnobactérias. N&o ocorreu sinergismo de EAP
combinado com a bacteriocina de C. maltaromaticum C2. Em experimentos de co-
inoculacdo em modelos de pescados, as monoculturas de L. monocytogenes e de C.
maltaromaticum (C2, A9b* e A9b") alcancaram populacées finais entre 10°-10° UFC/m.
Em caldo de peixe modelo, EAP sozinho e combinado com culturas de C.
maltaromaticum (C2 ou A9b ou A9b") apresentou efeito inibitorio frente L.
monocytogenes. Contudo, C. maltaromaticum (C2 ou A9b" ou A9b") sem EAP causou
pequena inibicdo de L. monocytogenes. Em caldo de surubim, C. maltaromaticum C2 foi
a bactéria latica mais eficiente para inibir L. monocytogenes e houve producdo de
bacteriocina. Em homogeneizado de surubim com alto nivel de inocula¢&o, EAP sozinho
e combinado com culturas de C. maltaromaticum (A9b ou A9b") apresentou maior efeito
inibitério frente L. monocytogenes, enquanto que C. maltaromaticum C2 com EAP inibiu
transitoriamente L. monocytogenes, que atingiu populacéo final de aproximadamente 10°
UFC/ml. C. maltaromaticum C2 ou A9b" inoculados em homogeneizado de surubim com
alto nivel de inoculacdo e sem EAP reduziram 3 log de UFC/ml de L. monocytogenes,
mas na mesma condi¢ao foi observada a inibicdo de apenas 1 log de UFC/ml para C.
maltaromaticum A9b*. Em homogeneizado de surubim com baixas populac¢des iniciais de
L. monocytogenes (<10 UFC/ml) foi observado que EAP sozinho e combinado com
culturas de C. maltaromaticum (C2 ou A9b" ou A9b") apresentou efeito anilisteriano.
Entretanto, C. maltaromaticum (C2 ou A9b ou A9b") sem EAP n&o inibiu L.
monocytogenes. Foi observado que o uso de EAP e de culturas de carnobactérias tem
potencial para inibir L. monocytogenes em pescados e que as aplicacbes devem ser
estudadas cuidadosamente, considerando a influéncia da matriz alimenticia.

Palavras-chave: bioconservacao; Listeria monocytogenes; Carnobacterium; Lippia
sidoides



ABSTRACT

REIS, F. B. Biopreservation of fish (“*surubim” — Pseudoplatystoma sp.) with the
use of bacteriocinogenic lactic acid bacteria (Carnobacterium maltaromaticum
C2) and hidroalcoholic extracts of “alecrim pimenta” (Lippia sidoides Cham.).
2009. 89f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2009.

Minimally processed ready-to-eat foods may be contaminated with Listeria
monocytogenes, which causes severe infection mainly in immunocompromised persons
and in pregnant women. The application of combined treatments in foods is a promising
alternative for the effective inhibition of L. monocytogenes and, in this work, the inhibitory
effect of “alecrim pimenta” (Lippia sidoides Cham.) and lactic acid bacteria was studied.
The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of liquid and dried preparations of “alecrim
pimenta” was determined in different temperatures, combined or not with strains of
Carnobacterium maltaromaticum (C2, A9b” and A9b"). The combined use of cultures of
C. maltaromaticum bacteriocin-producing (C2 and A9b™").and non bacteriocin-producing
(A9b) with or without EAP (hydroalcoholic extract of “alecrim pimenta”) towards L.
monocytogenes was also determined in model fish systems (fish model broth, “surubim”
fish broth and “surubim” homogenate, at 5°C for 35 days. The results of MICs of EAP
against L. monocytogenes were 1.34 pul/ml and 0.89 pl/ml, respectively at 37°C and 5°C,
indicating synergistic effect between EAP and low temperature. Among the preparations
of “alecrim pimenta’ tested, EAP showed the highest antilisterial activity, but it also
inhibited carnobacteria. No synergistic effect of EAP combined with bacteriocin of C.
maltaromaticum C2 was observed. In co-inoculation studies in model fish systems,
monocultures of L. monocytogenes and C. maltaromaticum (C2, A9b" and A9b)
reached final populations of 10°-10® CFU/mI. In fish model broth, EAP alone and
combined with cultures of C. maltaromaticum (C2 or A9b or A9b") presented inhibitory
effect against L. monocytogenes. However, C. maltaromaticum (C2 or A9b™ or A9b")
without EAP caused weak inhibition of L. monocytogenes. In “surubim” fish broth, C.
maltaromaticum C2 was the most efficient culture for inhibiting L. monocytogenes and
bacteriocin was produced. In surubim homogenate with high inoculation level, EAP
alone and combined with cultures of C. maltaromaticum (A9b or A9b") presented
stronger inhibitory effect towards L. monocytogenes, while C. maltaromaticum C2 with
EAP caused only initial inhibition of L. monocytogenes, that reached final population of
ca. 10° CFU/ml. C. maltaromaticum C2 or A9b" inoculated in “surubim” homogenate with
high inoculation level without EAP reduced 3 log of CFU/ml of L. monocytogenes, but in
the same condition it was observed only the reduction of 1 log of CFU/ml for C.
maltaromaticum A9b*. In “surubim” homogenate with low initial populations of L.
monocytogenes (<10 CFU/ml) it was observed that EAP alone and combined with co-
cultures of C. maltaromaticum (C2 or A9b or A9b") presented antilisterial effect.
However, C. maltaromaticum (C2 or A9b or A9b") without EAP did not inhibit L.
monocytogenes. It was observed that the use of EAP and cultures of carnobacteria have
potential to inhibit L. monocytogenes in fish and that the applications should be carefully
studied, considering the influence of food matrix.

Keywords: biopreservation; Listeria monocytogenes; Carnobacterium; Lippia sidoides
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1. INTRODUCAO

Pescados representam importantes fontes de proteinas na alimentacéo do ser
humano, apresentam alta qualidade nutricional e alta digestibilidade, com
quantidade de proteina semelhante as encontradas nas carnes bovina e de frango.
Além disso, os valores encontrados para vitamina A, calcio e fosforo sdo superiores
na carne de peixe, quando comparados com a carne bovina e de frango
(OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008).

Segundo dados da “Organizagdo das Nacgbdes Unidas para Agricultura e
Alimentacao” - FAO (2006), a média do consumo per capita de pescado no Brasil foi
de 6,8 kg em 2003, sendo inferior aos 12 kg/pessoa/ano recomendado pela
“Organizacéo Mundial de Saude” (OMS).

Entretanto, a producdo de pescado no Brasil elevou-se para 1.050.808
toneladas em 2006, representando um crescimento de 4,1% na produgao total em
relacdo a 2005. A producdo de peixe surubim no Brasil, em 2006, foi de
aproximadamente 7,5 toneladas, sendo os estados da Bahia e do Para os maiores
produtores (IBAMA, 2008).

Em 2004, o comércio mundial de pescado preparado e conservado totalizou
8,3 milhdes de toneladas, representando 15% do total das exportagdes comparado
com 10% em 1994; sendo que a exportagéo de pescado curado foi de cerca de 5%
em 2004 (FAO, 2007).

Atualmente, com o aumento da demanda por alimentos saudaveis por parte
dos consumidores, a industria alimenticia tem buscado substituir as técnicas
tradicionais de conservagdo de alimentos (intensos tratamentos térmicos,

acidificagao, secagem e conservadores sintéticos) por novas técnicas (alta presséao



hidrostatica, campo de pulso elétrico, embalagem com atmosfera modificada e
utilizacao de compostos antimicrobianos naturais). Com isso, objetiva-se a obtengao
de alimentos de facil preparo, com aparéncia de frescos, sem conservadores
sintéticos, minimamente processados e refrigerados, com uma vida de prateleira
prolongada (DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004). A industria de
alimentos também tem buscado melhorar a relagcéo custo-beneficio, pela agregacéao
de produtos preparados com matérias-primas de menor valor comercial, tais como a
adicdo de salmouras para fabricacdo de produtos curados cozidos, marinados ou
condimentados, os quais representam um mercado crescente (PASTORE, 2006).

Entretanto, alimentos minimamente processados podem apresentar um
grande risco microbioldgico, pois os procedimentos para limitar a multiplicacédo de
patdgenos neste tipo de alimento sdo a conservagdo em baixa temperatura e/ou a
embalagem em atmosferas modificadas. Essas condi¢gdes sao restritivas somente
para alguns microrganismos, podendo favorecer a prevaléncia de bactérias
anaerobias e psicrotroficas (DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2002).

Varios autores relataram que pescados minimamente processados
representam um excelente sistema para a multiplicagdo de microrganismos
patogénicos psicrotréficos, como por exemplo, Listeria monocytogenes, e dessa
forma, podem representar um risco para a saude dos consumidores (ATANASSOVA;
REICH; KLEIN, 2008; BASTI et al., 2006; DESTRO, 2000; FARBER, 2000;
GONZALEZ-RODRIGUEZ et al, 2002; GRAM, 2001; KARUNASAGAR;

KARUNASAGAR, 2000; PAO et al., 2008).



1.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é o patdégeno causador da listeriose, uma doenca
grave que acomete principalmente gestantes, recém-nascidos, idosos e pacientes
imunocomprometidos (ROCOURT; JACQUET; REILLY, 2000). As principais
sindromes clinicas causadas por L. monocytogenes incluem gastrenterite febril,
infecgdes perinatais e infecgdes no sistema nervoso central, com ou sem bacteremia
(DREVETS; BRONZE, 2008).

A dose infectiva desse patdgeno alimentar é estimada entre 10-100 milhdes
de unidades formadoras de colénias (UFC) em hospedeiros saudaveis, e somente
0,1-10 milhdes de UFC em pessoas com condi¢des predisponentes (BORTOLUSSI,
2008).

L. monocytogenes é bacilo gram-positivo que pode crescer tanto em
condigdes aerdbias quanto anaerdbias (SCHELCH et al., 2005). Essa bactéria é
capaz de sobreviver e crescer em diversas condicdes de ambiente como
temperaturas de refrigeragdo, baixo pH e altas concentragbes de sal (GANDHI &
CHIKINDAS, 2007).

L. monocytogenes é amplamente dispersa na natureza e ja foi isolada de
diferentes alimentos como leite cru e pasteurizado, queijos, linguiga frescal, salame,
carne de peru, peixes, embutidos carneos, alimentos prontos para consumo, além
de produtos de origem vegetal (ARAUJO et al., 2002; ATANASSOVA; REICH;
KLEIN, 2008; BORGES et al., 1999; CABEDO et al., 2008, GONZALEZ-
RODRIGUEZ et al., 2002; PAO et al., 2008; SAKATE et al. 2003; SILVA et al.,

2004).



Resultados de estudos realizados na cidade de Ribeirdo Preto demonstraram
a presenca de Listeria spp. € de L. monocytogenes em surubim defumado a frio e
embalado a vacuo, queijo fresco, carne bovina moida crua, presunto cozido e
mussarela fatiados congelados (ALVES, 2005; MACIEL, 2003; RATTI, 2006).

A contaminagao de produtos prontos para o consumo com L. monocytogenes
pode ocorrer em varios estagios, por meio de manipuladores de alimentos, no local
de processamento, durante a adicdo de ingredientes crus, ou apds tratamento de
letalidade na area de embalagem de alimentos (LIANOU; SOFQOS, 2007).

Dentre as diversas formas de controlar a multiplicacdo de L. monocytogenes
em alimentos, destaca-se o uso de bactérias laticas. Atualmente, inumeras
pesquisas tém avaliado o efeito inibitério das bactérias laticas e de suas
bacteriocinas sobre Listeria spp. (ALLENDE et al.,, 2007; ALVES et al.,, 2006;
BENKERROUM et al., 2005; BROMBERG et al., 2006; CARVALHO et al., 2006; DE
MARTINIS et al., 2001; HEQUET et al., 2007; MARTINEZ; DE MARTINIS, 2005;
NILSSON; GRAM; HUSS, 1999; PRADO et al., 2000; TOME; TEIXEIRA; GIBBS,

2006, TOME; GIBBS; TEIXIERA, 2008).

1.2 Bactérias laticas e bacteriocinas

As bactérias laticas (BAL) sao bactérias Gram-positivas, catalase negativas e
que produzem acido latico como principal produto da fermentacdo de carboidratos
(KONINGS et al., 2000).

Os produtos finais do metabolismo dessas bactérias, como acido latico e

outros acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil e acetoina, podem atuar



como bioconservadores, alterando as propriedades intrinsecas de alimentos e
inibindo microrganismos deteriorantes (DEEGAN et al., 2006).

Muitas BAL sao ainda capazes de produzir bacteriocinas, que sdo moléculas
protéicas com alto poder antimicrobiano mesmo em baixas concentracbes. Essas
moléculas apresentam caracteristicas de estabilidade ao calor, baixo pH,
refrigeragdo, congelamento, resisténcia a acidos organicos fracos, sais e diversas
enzimas, mas sao sensiveis a enzimas proteoliticas (SOUZA; SILVA; SOUSA,
2005).

Cotter, Hill e Ross (2005) propuseram a classificagdo das bacteriocinas em
duas categorias, sendo que a classe | compreende bacteriocinas que contém
lantionina, formadas por um ou dois peptideos (por ex. nisina e lacticina 3147,
respectivamente) e a classe Il formada pelas bacteriocinas que nao contém
lantionina. A classe Il inclui pequenos peptideos de estrutura heterogénea e pode
ser subdividida nas classes lla (bacteriocinas semelhantes a pediocina), llIb
(bacteriocinas formadas por dois peptideos), llc (bacteriocinas ciclicas) e lld
(peptideos lineares formados por uma unidade, ndo semelhantes a pediocina). Os
mesmos autores propuseram também que proteinas liticas de alto peso molecular
fossem denominadas bacteriolisinas.

As bacteriocinas tém potencial para aplicagdo na industria alimenticia,
contribuindo para diminuicdo do uso de conservadores artificiais e tratamentos
térmicos, propiciando a obtencdo de alimentos com aparéncia mais fresca e com
propriedades nutricionais e sensoriais bem preservadas (GALVEZ et al., 2007).

Segundo Galvéz et al. (2007), as bacteriocinas produzidas pelas BAL sao
apropriadas para conservagao de alimentos, pois (i) muitas linhagens sé&o

geralmente reconhecidas como seguras; (i) ndo sao ativas nem toxicas para células



eucarioticas; (iii) tornam-se inativas pela digestdo por proteases, tendo pouca
influéncia sobre a microbiota intestinal; (iv) geralmente toleram altas temperaturas e
ampla faixa de pH; (v) apresentam modo de acgao bactericida, com acéao
principalmente sobre a membrana citoplasmatica das bactérias e, (vi) possuem
determinantes genéticos geralmente localizados em plasmideos.

Os principais géneros pertencentes ao grupo das BAL sao: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus,
Carnobacterium e Vagococcus (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Em alguns estudos foi proposta a utilizagdo do género Carnobacterium no
controle de L. monocytogenes em pescados (ALVES, 2005; BRILLET et al., 2005;
DUFFES et al.,, 1999; JOFFRAUD et al., 2006; NILSSON; GRAM; HUSS, 1999;

SCHOBITZ et al., 2006; YAMAZAKI et al., 2003).

1.2.1 Carnobacterium spp.

O género Carnobacterium & formado por bacilos Gram-positivos, que sao
capazes de sobreviver a baixas temperaturas, anaerobiamente, e com concentragao
elevada de CO; e sao tolerantes a congelamentos/descongelamentos (LEISNER et
al., 2007).

Consiste de nove espécies: C. alterfunditum, C. mobile, C. pleistocenium, C.
viridans, C. funditum, C. gallinarum, C. inhibens, C. maltaromaticum (antes
denominado C. piscicola) e C. divergens, sendo isolados de peixe, carne de porco
marinada, carne refrigerada e laticinios (ERCOLINI et al., 2009; LEISNER et al.,

2007; SCHIRMER, HEIR, LANGSRUD, 2009).



Nas duas ultimas décadas, devido a sua presenga no ambiente aquoso,
Carnobacterium sp. tém sido estudado como patégeno de peixes e também em
procedimentos de bioconservagao de pescados para inibir microrganismos
deteriorantes e patogénicos (LEISNER et al., 2007).

Algumas bacteriocinas produzidas por bactérias do género Carnobacterium
foram caracterizadas e pertencem as classes | e Il. Apenas a bacteriocina Ul149
contém lantionina e pertence a classe |, enquanto que todas as outras bacteriocinas
descritas para Carnobacterium sp. sdo da classe Il, sendo a maioria pertencente a
classe lla. Bacteriocinas da classe Il podem exercer atividade antilisteriana pela
formacdo de poros e alteracdo do potencial de membrana celular, causando
extravasamento de substancias de baixo peso molecular (LEISNER et al., 2007).

Em nosso pais, C. piscicola C2 produtor de bacteriocina foi isolado a partir de
pescado, por Alves (2005). De acordo classificagdo de Mora et al. (2003),
atualmente C. piscicola C2 foi renomeado como C. maltaromaticum C2. Tulini, Reis
e De Martinis (2009) e Tulini e De Martinis (no prelo) estudaram a bacteriocina
produzida por C. maltaromaticum C2 e demonstraram que ela apresentava massa
molecular entre 3500-6500 Da. e era termoestavel (30 minutos a 100°C). Outra
linhagem de Carnobacterium produtora de bacteriocina (C. piscicola A9b™) foi isolada
de pescado na Dinamarca por Nilsson, Gram e Huss (1999). Nilsson et al. (2002),
demonstraram que o peptideo antimicrobiano produzido por aquela linhagem
pertencia a classe lla e apresentava massa molecular de 4969,5 Da.

O uso de BAL ou de suas bacteriocinas combinado com extratos naturais ou
Oleos essenciais de plantas e seus derivados podem produzir um efeito sinérgico,
atuando com mais efetividade na inibigcdo de patdégenos em alimentos, pois quando é

utilizado mais de um fator antimicrobiano, a intensidade de danos a bactéria pode



ser bem maior, desde que esses fatores atuem por mecanismos diferentes e sobre a
mesma célula alvo (ALTIERI et al., 2005; BREWER; ADAMS; PARK, 2002;
ETTAYEBI; YAMANI; ROSSI-HASSANI, 2000; GALVEZ et al., 2007; GHALFI et al.,
2007; GRANDE et al., 2007; KRUGER, 2006; MISAGHI; BASTI, 2007; PERIAGO;
MOEZELAAR, 2001; POL; SMID, 1999; RAJKOVIC et al., 2005; SIVAROOBAN;

HETTIARACHCHY; JOHNSON, 2007).

1.3 Extratos de plantas e seus derivados

Os extratos de plantas geralmente contém mais de um composto com
atividade antimicrobiana, e sao muito utilizados na industria alimenticia, sendo que
muitos sao considerados “geralmente reconhecidos como seguros” (GRAS)
(KOTZEKIDOU; GIANNAKIDIS; BOULAMATSIS, 2007).

De acordo com Burt (2004), éleos essenciais de plantas e seus derivados sao
amplamente aplicados como ingredientes aromatizantes em uma variedade de
alimentos e bebidas, sendo também de grande utilidade no controle de patégenos
veiculados por alimentos.

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados para avaliar a atividade
antimicrobiana de compostos naturais de plantas frente a patégenos alimentares
(AHN; GRU; MUSTAPHA, 2007; BURT, 2004; CARRAMINANA et al., 2008; CONTE
et al.,, 2007; CORBO et al., 2008; DORMAN; DEANS, 2000; FIROUZI et al., 2007;
HARPAZ et al.,, 2003; KOTZEKIDOU; GIANNAKIDIS; BOULAMATSIS, 2007;
MICHELIN et al., 2005; OUSSALH et al., 2007; OWEN; PALOMBO, 2007; SANDRI

et al. 2007; VELDHUIZEN et al., 2007; ZHOU et al., 2007).
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1.3.1 Lippiasidoides Cham.

Lippia sidoides Cham., popularmente conhecida como alecrim pimenta, € uma
planta arbustiva encontrada no sertdo nordestino, principalmente nos estados do
Ceara e do Rio Grande do Norte, pertencente a familia Verbenaceae (COSTA et al.,
2002).

Vérios trabalhos tém demonstrado muitas propriedades biolégicas do 6éleo
essencial de L. sidoides tais como: atividade larvicida contra Aedes aegypti Linn.
(CARVALHO et al., 2003; CAVALCANTI et al., 2004), efeito antioxidante, potencial
agente gastroprotetor e anti-inflamatério topico contra diversos patdégenos humanos
(MONTEIRO et al.,, 2007), atividade antifungica (FONTENELLE et al., 2007),
atividade anti-helmintica (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007).

O extrato hidroalcodlico de L. sidoides demonstrou atividade antimicrobiana
frente a diferentes cepas de Streptococcus mutans (NUNES et al., 2005).

O uso combinado de gel herbal de Myracrodruon urundeuva 5% (p/p) e de
oleo essencial de Lippia sidoides 0,5% (v/p) em doenca periodontal experimental,
demonstrou atividade anti-inflamatdria e antibacteriana (BOTELHO et al., 2007b).

Oliveira et al. (2006) observaram a agao potencializadora do éleo essencial de
L. sidoides na presenca dos antibioticos ampicilina, cefalotina e cloranfenicol na
inibicdo in vitro de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa.

Estudos realizados com ratos e camundongos para analise de toxicidade
aguda, demonstraram que o 6leo essencial de L. sidoides n&o apresentou toxicidade

nas doses estudadas (FONTENELLE et al., 2007; MONTEIRO et al., 2007).
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Segundo um trabalho realizado por Botelho et al. (2007a), foi determinada a
composi¢cao quimica do oleo essencial de L. sidoides, apresentando como
constituintes majoritarios o timol (56,7%) e o carvacrol (16,7%). Naquele mesmo
trabalho, foi verificada a atividade antimicrobiana do o6leo essencial e de seus
constituintes majoritarios, demonstrando que apresentavam atividade contra
espécies do género Streptococcus e Candida albicans.

Fernandes et al. (2008), determinaram por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) que timol € o componente majoritario do 6leo
essencial de L. sidoides (72%). Também foi demonstrado o efeito antifungico do 6leo
essencial de L. sidoides microencapsulado por spray-drying, sendo que as diferentes
formulagdes das microparticulas apresentaram atividade contra diferentes cepas de
Candida spp., com didmetros de zonas de inibicdo de 9 a 16 mm, em testes de
antagonismo em agar.

Os mecanismos de acao antimicrobiana do timol e do carvacrol foram
estudados por Shapiro e Guggenheim (1995) frente a bactérias orais. Aqueles
autores concluiram que timol exerce efeito sobre o potencial transmembrana dos
microrganismos, mas que provavelmente o principal modo de agao é a ruptura da
integridade da membrana, ocasionando extravasamento de substancias
intracelulares. Xu et al. (2008) utilizaram a técnica de citometria de fluxo para
estudar os efeitos antimicrobianos de timol e carvacrol sobre células de Escherichia
coli e também atribuiram o efeito antimicrobiano a permeabilizacao e despolarizacao

da membrana citoplasmatica.
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2. RELEVANCIA DO TRABALHO

Ha crescente demanda por pescados minimamente processados e prontos
para o consumo, mas esses alimentos sdo altamente susceptiveis a deterioragao e
podem suportar o crescimento de bactérias patogénicas. A contaminagdo pode
ocorrer em etapas pos-processamento, sendo L. monocytogenes uma das principais
preocupacdes. Desse modo, é crucial um maior conhecimento a respeito da
presenca e multiplicagao dessa bactéria nos alimentos e de agentes antimicrobianos
naturais com atividade antilisteriana, para diminuir riscos a saude dos consumidores.

Em um trabalho publicado recentemente por Uyttendaele et al. (2009), foi
demonstrado que peixe defumado pode ser considerado um produto de alto risco de
contaminacgao por L. monocytogenes, com ocorréncia deste patégeno em 28,8% das
amostras analisadas e com populacdes acima de 100 UFC/ml.

A aplicacao de bacteriocinas ou de culturas de bactérias laticas produtoras de
bacteriocinas em alimentos tem uso potencial como parte da conservacao de
alimentos pela tecnologia dos obstaculos. As bacteriocinas tém mostrado sinergismo
com outros tratamentos e podem ser usadas como barreiras para melhorar a
seguranga de alimentos, sendo muito atrativas para alimentos minimamente
processados e refrigerados (SCHOBITZ et al., 2006).

De acordo com o trabalho de Alves (2005), C. maltaromaticum C2 tem
potencial para ser usada como cultura bioconservadora em peixe. A autora verificou
que a multiplicacdo de L. monocytogenes foi inibida em caldos de salmao e de
surubim defumados a frio por cepas bacteriocinogénicas de C. maltaromaticum. Ja

no homogeneizado de surubim defumado embalado a vacuo, as cepas de C.
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maltaromaticum apresentaram multiplicacédo lenta, mas foram capazes de reduzir as
populagdes maximas de L. monocytogenes (ALVES, 2005).

Diversas bacteriocinas tém demonstrado efeitos aditivos ou sinérgicos quando
usadas em combinagdo com outros agentes antimicrobianos, incluindo
conservadores quimicos, compostos fendlicos naturais e também outras proteinas
antimicrobianas (GALVEZ et al., 2007).

Existem poucas informagdes sobre a presencga e significancia de Listeria spp.
em produtos de peixe da América Latina (DESTRO, 2000). Devido a essa escassez
de dados da literatura sobre a presenca de Listeria spp. em pescados, bem como
sobre a avaliagao do uso de bactérias laticas, bacteriocinas e/ou de extratos naturais
de plantas como bioconservadores nestes produtos, ha necessidade de mais

estudos para aplicagcao de novos sistemas de bioconservacao.



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

Investigar a atividade inibitéria de culturas de bactérias laticas da espécie
Carnobacterium maltaromaticum (produtoras e nao produtoras de bacteriocina) e de
preparagdes de alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham.) frente a Listeria
monocytogenes sob refrigeracdo (5°C) em meio de cultura, em caldo de peixe
modelo e em caldo e homogeneizado de filé de surubim defumado embalado a

vacuo.

3.1 Objetivos especificos

v' Avaliar a acdo inibitéria in vitro do extrato hidroalcodlico de alecrim
pimenta frente a Listeria monocytogenes IAL 633, Carnobacterium maltaromaticum
C2, Carnobacterium maltaromaticum A9b* e Carnobacterium maltaromaticum A9b,
determinando a concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentragédo bactericida

minima (CBM).

v' Avaliar a atividade antilisteriana do 6leo essencial e de formulagbes de
extrato hidroalcodlico e de 6leo essencial de alecrim pimenta secos por spray-drying

frente a Listeria monocytogenes IAL 633, determinando a CIM e a CBM.

v' Determinar a concentragao bactericida fracionada (CBF) da bacteriocina
produzida por Carnobacterium maltaromaticum C2 contra Listeria monocytogenes

IAL 633, determinando a CBM.
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v' Avaliar a acdo antilisterial do extrato hidroalcodlico de alecrim pimenta e
culturas de C. maltaromaticum (C2, A9b” e A9b") em caldo de peptona de peixe e
em caldo e homogeneizado de filé de surubim defumado e embalado a vacuo,

armazenado sob refrigeragcédo durante 35 dias.



MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas bacterianas

Neste trabalho foi utilizada L. monocytogenes IAL 633, sorotipo 1/2a, que foi
mantida congelada a -70°C, em caldo de Infusdo Cérebro Coragao (BHI, Oxoid)
adicionado de 20% de glicerol (p/v) (Synth). Essa cepa foi reativada em caldo BHI e
incubada a 37°C por 24 horas.

As bactérias laticas utilizadas neste estudo foram Carnobacterium
maltaromaticum C2 bacteriocinogénica, Carnobacterium maltaromaticum A9b*
bacteriocinogénica e Carnobacterium maltaromaticum A9b™ ndo-bacteriocinogénica.

C. maltaromaticum A9b™ bacteriocinogénico e C. maltaromaticum A9b™ n&o-
bacteriocinogénico (anteriormente denominados Carnobacterium piscicola) foram
gentilmente cedidos pela Dra. Lone Gram, do laboratério de Microbiologia do
Instituto Dinamarqués para Pesquisas em Pescados, Lyngby, Dinamarca
(HIMELBLOOM; NILSSON; GRAM, 2001; NILSSON et al., 2005). Estas cepas estao
mantidas congeladas a -70°C, em caldo de Infusdo de Cérebro Coracdo (BHI —
Oxoid) adicionado de 20% de glicerol (p/v) (Synth). No momento do uso, as cepas
foram reativadas em caldo BHI (Oxoid), sendo incubadas a 25°C por 24 horas.

C. maltaromaticum C2, foi previamente isolado no laboratério de Microbiologia
de Alimentos da FCFRP-USP, a partir de surubim defumado a frio e embalado a
vacuo (ALVES, 2005). Este isolado estd mantido congelado a -70°C, em caldo de
Infusdo Cérebro Coragéao (BHI-Oxoid) adicionado de 20% de glicerol (p/v) (Synth).
No momento do uso, a cultura foi reativada em caldo de Infusdo Cérebro Coracao

(BHI-Oxoid), sendo incubada a 20°C por 24 horas.
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4.2 Extrato hidroalcodlico e 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia

sidoides Cham.)

As preparagdes de alecrim pimenta (L. sidoides) foram obtidas por Fernandes
(2008) sob orientagdo do Prof. Dr. Wanderley P. de Oliveira, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP) e doadas para realizagao
deste trabalho. O esquema do processo de obtengao das referidas preparagdes esta
mostrado na figura 1 e sdo detalhados em anexo 1.

Nesse trabalho foram utilizados o extrato hidroalcodlico (EAP), o dleo
essencial (OEAP), preparagbes secas por spray-drying do extrato hidroalcodlico (E1
e E2) e de dleo essencial (O1 e O2) de alecrim pimenta (FERNANDES, 2008;

FERNANDES et al., 2008).

Lippia sidoides Cham. (alecrim pimenta)

/ N\

Folhas frescas Folhas secas
Aparelho Maceracdo
maodificado de ST
l Clevenger l dinamica
Oleo essencial (CEAF) Extrato hidroalcodlico (EAP)
d=0,934mg mL d=0,89mg'mL

Secagem por Secagem por
SRrEYAING Spray drying

Microparticulas  Microparticulas Extrato seco  Extrato seco
01(2:3) 02 (0:1) E1(2:3) E2(0:1)

Figura 1. Representagdo esquematica das etapas realizadas por Fernandes (2008)
para a obtencao das preparacdes de Lippia sidoides utilizadas neste trabalho.
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4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana das preparacdes obtidas a

partir de alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham.)

Para avaliagdo da atividade da concentracdo inibitéria minima (CIM) das
preparagdes de alecrim pimenta (EAP, OEAP, E1, E2, O1 e O2) frente a L.
monocytogenes e/ou C. maltaromaticum, foi empregado o método de macrodiluigao
em caldo segundo o “Clinical and Laboratory Standards Institute” (2003), com
modificagdes. Foi determinada também a concentragdo bactericida minima (CBM),
de acordo com a metodologia descrita por Botelho et al. (2007a).

Na tabela 1 estdo mostradas as condigdes experimentais utilizadas para

determinar CIM e CBM das preparacdes obtidas a partir de alecrim pimenta.
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Tabela 1. Condigbes utilizadas para determinagdo da CIM e CBM de preparagdes
obtidas a partir de alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham.)".

Preparacao Concentracéao In6culo Temperatura e Meio de
Tempo de Cultura
incubacéo

EAP 0,5ul/ml, 1pl/ml, 2ul/ml, L. monocytogenes 37°C por 24h
4ul/ml, 8ul/ml, 16pl/ml, 5°C por 12 dias
30ul/ml
C. maltaromaticum 25°C por 24h
Cc2 5°C por 7 dias
C. maltaromaticum 25°C por 24h
A9b* 5°C por 7 dias
C. maltaromaticum 25°C por 24h Caldo BHI
A9b 5°C por 7 dias + DMSO
2%
E1 3000ug/ml; 6250ug/ml; L. monocytogenes 37°C por 24h
1250ug/mil;
25000pg/ml;
50000ug/ml; e o
E2 100000pg/m L. monocytogenes 37°C por 24h
OEAP 0,5ul/ml, 1ul/ml, 2ul/ml, L. monocytogenes 37°C por 24h
4ul/ml, 8pl/ml, 16ul/ml,
30pl/ml Caldo BHI
adicionado
01 3000ug/ml; 6250ug/ml; L. monocytogenes 37°C por 24h de Tween
12500ug/mi; 80 0.5%
25000ug/ml; ,
50000pg/ml; e o
02 100000g/ml L. monocytogenes 37°C por 24h

* CIM = concentragao inibitéria minima; CBM = concentragdo bactericida minima; DMSO =
dimetilsulféxido; EAP = extrato hidroalcodlico de alecrim pimenta; OEAP = éleo essencial de
alecrim pimenta; E1 e E2 = extratos de alecrim pimenta secos por spray-drying; O1 E O2 =
microparticulas de 6leo essencial de alecrim pimenta secas por spray-drying.

Para obtencdo dos indculos bacterianos ajustados para os testes de
macrodiluigdo em caldo, as bactérias foram incubadas durante 24h em caldo BHI, a
37°C para L. monocytogenes e a 25°C para os isolados de C. maltaromaticum.

A partir das culturas reativadas, foram preparadas outras culturas de L.
monocytogenes e de C. maltaromaticum, que foram incubadas por até 4h para

alcancar a turbidez de uma solucéo padrdo McFarland de 0,5 ou densidade 6tica de
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0,1 a 620 nm com o auxilio de um espectrofotdbmetro (UV mini 1240 UV-VIS
Spectrophotometer SHIMADZU). A partir destas suspensdes, foram realizadas trés
diluicdes decimais seriadas em caldo BHI (Oxoid) para obter as populagdes
bacterianas entre 10°-10° UFC/mL (indculo ajustado).

Para o teste de macrodiluicdo em caldo, 1 mL do in6culo ajustado foi
transferido para cada tubo contendo 1 mL de caldo BHI acrescido de diferentes
concentragbes das preparagdes de alecrim pimenta (EAP, OEAP, E1, E2, O1 e O2)
(tabela 1).

Para as preparagdes contendo 6leo essencial (OEAP, O1 e O2) foi utilizada
uma solugao de Tween 80 0,5% (Sigma), e para as preparagdes contendo extrato
hidroalcodlico foi adicionado dimetilsulfoxido 2% (DMSO - Sigma). Para melhorar a
solubilidade do extrato hidroalcodlico e do dleo essencial de alecrim pimenta no
meio de cultura foram utilizados Tween 80 e DMSO (NASCIMENTO et al., 2007;
VALGAS, et al., 2007).

Os tubos foram incubados a 37°C por 24h para L. monocytogenes, a 25°C por
24h para os isolados de C. maltaromaticum, e a 5°C por 7 dias para os isolados de
C. maltaromaticum ou a 5°C por 12 dias para L. monocytogenes, conforme tabela 1.

Como controles foram utilizados tubos contendo o meio de cultura e o indculo
bacteriano ajustado (controle positivo) e tubos contendo somente o0 meio de cultura
sem o inéculo bacteriano (controle negativo).

Decorrido o tempo de incubacao, foi feita a leitura dos tubos a olho nu, e foi
determinada a CIM das preparacdes de alecrim pimenta. A CIM foi considerada
como a menor concentracdo que inibiu visivelmente a bactéria analisada.

A enumeracdo das células viaveis foi feita por semeadura em superficie em

placas de Petri contendo agar BHI, as quais foram incubadas a 37°C por 24h (para
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L. monocytogenes) ou a 25°C por 48h (para as culturas de C. maltaromaticum).
Decorrido o tempo de incubacgao, foi determinada a CBM das preparagdes de
alecrim pimenta, como sendo a menor concentracdo do antimicrobiano que
apresentou efeito bactericida frente a bactéria investigada.

Os resultados da CIM e da CBM do extrato hidroalcoodlico e do dleo essencial
foram expressos como a média dos valores obtidos em dois experimentos
independentes, realizados em triplicatas + desvio padrao.

Os valores de CIM e de CBM dos extratos secos (E1 e E2) e das
microparticulas de 6leo essencial (O1 e O2) foram expressos como a média dos

valores obtidos em um unico experimento, realizado em triplicata = desvio padrao.

4.4 Extracdo acida da bacteriocina produzida por Carnobacterium

maltaromaticum C2

A extracao da bacteriocina foi realizada pela adsorcdo do peptideo a parede
das células produtoras em pH 6,0 e dessor¢cdo em pH 1,5 (“extracdo acida”) de
acordo com a metodologia descrita por Tulini e De Martinis (no prelo) e
esquematizado na figura 2. Nesta técnica, a extragao acida é realizada duas vezes a
partir do mesmo caldo de cultura de C. maltaromaticum C2, a fim de otimizar o
processo de extracao.

C. maltaromaticum C2 foi inoculado 1% (v/v) em 2000 ml de caldo BHI, a
partir de uma cultura de 24h em caldo BHI. Foi realizada incubagao a 20°C por 18h
e, posteriormente a cultura foi aquecida a 70°C por 30 minutos em banho-maria

(Banho Dubnoff CT-232) para inativagcdo enzimatica. Foi retirado 1 ml do caldo
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aquecido para quantificagdo de bacteriocina (item 4.5) e em seguida, o pH foi
ajustado para 6,0 para adsorg¢ao da bacteriocina nas células produtoras.

O caldo tratado termicamente e com pH 6,0 foi deixado em repouso por 15
minutos a temperatura ambiente e, foi centrifugado sob refrigeragao (4°C) a 6048xg
por 20 minutos (Sorvall RC 5C Plus). O sobrenadante deste caldo foi guardado em
um béquer para posterior utilizagdo em uma segunda extragao. O precipitado celular
(pellet 1) obtido foi ressuspendido em 50 ml de tampao fosfato 5mM de pH 6,0 e
centrifugado a 4°C a 10080xg por 10 minutos (Sorvall Legend Mach 1.6R). Apds a
centrifugagcédo, o sobrenadante foi descartado novamente e o precipitado celular
(pellet 2) obtido foi ressuspendido em 50 ml de NaCl 0,1M com pH 1,5, para
favorecer a dessorgéo da bacteriocina. A suspensao foi mantida sob agitagcao a 4°C
por 1h e em seguida, a suspensao foi centrifugada a 4°C a 10080xg por 10 minutos.
O sobrenadante obtido foi denominado “sobrenadante final 1” e foi guardado em
geladeira (4°C), e o pellet 3 obtido foi utilizado na préxima extracéo.

O pellet 3 foi ressuspendido em 2000 ml do sobrenadante inicial e o processo
de extragao acida foi repetido.

Os sobrenadantes das duas extragdes (sobrenadante final 1 e sobrenadante
final 2) foram reunidos, totalizando aproximadamente 200 ml. Foi retirado 1 ml para
quantificacdo de bacteriocina e o restante do extrato foi dialisado por.96h com cinco
trocas de agua em membrana com limite de exclusdo de 1KDa (Spectra/Por®
Biotech Cellulose Ester Dialysis Membrane, Spectrum). O sobrenadante dialisado foi
congelado a -20°C e liofilizado (liofilizador Equipamentos Terroni Cientifico, LC

3000).
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Figura 2. Representacao esquematica das etapas realizadas na técnica de extragao
acida otimizada (TULINI, 2008), para obtencdo da bacteriocina semi-purificada de
Carnobacterium piscicola C2. Os numeros em parénteses referem-se a segunda
etapa da extragdo, onde o pellet 3 foi novamente ressuspendido no sobrenadante da

cultura.
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4.5 Quantificagdo de bacteriocina (modificado de Mayr-Harting, Hedges,

Berkeley, 1972)

As amostras a serem quantificadas foram centrifugadas a 4°C (Sorvall Legend
Mach 1.6R) a 6048xg por 20 minutos, os sobrenadantes foram esterilizados por
filtracdo em membrana com poros de 0,22 um (GVWP, Millipore) e os filtrados foram
armazenados em tubos esterilizados para posterior quantificagao de bacteriocina.

Para quantificacdo de bacteriocina, em uma placa de agar BHI (Oxoid) foi
colocada uma sobrecamada de 7,5 ml de agar BHI semi-solido (caldo BHI
adicionado de 0,8% de agar bacterioldgico) contendo 10°-10° UFC/ml de L.
monocytogenes.

As amostras foram diluidas em tampéao fosfato na concentragdo de 10mM e
pH 7,0, e foram feitas as diluigbes em placas de microtitulagdo de 96 pogos (Costar)
nas seguintes propor¢des: 1/1(sem diluicdo em tampao fosfato), 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048, 1/4096, 1/8192.

Foram aplicados na superficie das placas 10 uL de cada dilui¢cdo, por 5 vezes
(totalizando 50uL), em intervalos de 5 minutos entre cada aplicagéo. As placas foram
mantidas a 4°C por 1h e em seguida incubadas a 37°C por 18h-24h. O resultado foi
expresso em unidades arbitrarias por mL (UA/mL), considerando-se a reciproca da
ultima diluigho onde ocorreu inibicdo da multiplicacdo do indicador L.

monocytogenes.
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4.6 Estudo in vitro de sinergismo entre bacteriocina de C.

maltaromaticum C2 e extrato hidroalcodélico de alecrim pimenta (EAP)

Para verificar o possivel sinergismo entre a atividade listeriana da bacteriocina
de C. maltaromaticum C2 e EAP foi determinada a concentracdo bactericida
fracionada (CBF) em caldo BHI, de acordo com Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke
(2009) com modificagdes.

Conforme esquematizado na figura 3, foram utilizadas placas de
microtitulagdo com 96 pocgos (Costar). Inicialmente, 100 uL de caldo BHI contendo
cerca de 10° UFC/mL de Listeria monocytogenes foram adicionados a pocos da
placa de microtitulacdo. No pocinho da primeira linha da coluna 1 foram adicionados
somente 100 pl de L. monocytogenes contendo cerca de 10° UFC/mL em caldo BHI,
como controle positivo. Na primeira linha da microplaca, a partir da 22 coluna foram
adicionados 50 pL de cada concentracdo do extrato hidroalcodlico de alecrim
pimenta (10-200 uL/mL) e 50 uL de agua esterilizada, a fim de obter a CBM do
extrato sozinho. Na primeira coluna, a partir da 22 linha foram adicionados 50 pL de
diferentes concentracbes da bacteriocina semipurificada e liofilizada de C.
maltaromaticum C2 (20-100 mg/mL) e 50 pyL de agua esterilizada, a fim de obter a
CBM da bacteriocina sozinha. Nas demais linhas e colunas foram adicionadas
diferentes combinacdes de EAP e bacteriocina, para obter-se a CBF das

combinagdes frente a L. monocytogenes.
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Colunas - EAF (concentragdo final de 0 a 200plml)
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Figura 3. Representagdo esquematica da placa de microtitulagdo utilizada para a
determinacdo da concentracdo bactericida fracionada (CBF) do extrato
hidroalcodlico de alecrim pimenta (EAP) e da bacteriocina semipurificada produzida
por C. maltaromaticum C2 frente a L. monocytogenes.

Linhas - bacteriocina semipurificada
(concentrac&o final de 0-100mgfml)

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e, decorrido o tempo de
incubacao, foram semeados em superficie de placas de agar BHI 10 yL de cada
combinagdo de EAP e de bacteriocina semipurificada para observagcao do
crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a 37°C por 24h, e apds esse
tempo foi determinada CBF, definida como a menor concentragdo que inibe
totalmente o crescimento bacteriano.

O indice da CBF foi calculado de acordo com Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke
(2008), com modificagdes:

CBF = CBFextrato + CBFpacteriocina, Onde:

CBFextrato = (CBMextrato combinado / CBMextrato sozinho)

CBFbacteriocina = (CBMbacteriocina combinada / CBMbacteriocina sozinha)
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Os resultados dos experimentos sobre sinergismo foram interpretados de
acordo com Benabbou et al. (2009) como: sinergismo (CIF<0,5), adi¢cao (0,5<CIF<1),
indiferente (1<CIF<4) ou antagonismo (CIF>4). No entanto, nesse trabalho foi

calculado o indice de concentragao bactericida fracionada (CBF).

4.7 Desenvolvimento de sistemas modelo para estudos de

bioconservacao de pescados

4.7.1 Preparacao de caldo de peixe modelo

A fim de mimetizar o ambiente encontrado em pescados, foi formulado um
caldo de peixe modelo de acordo com Alves (2005), denominado Caldo de Peptona
de Peixe (CPP), contendo 3,4% de peptona de peixe (Himedia), 4% de cloreto de
sédio (Synth) e 0,5% de extrato de levedura (Oxoid).

O CPP foi esterilizado em autoclave a 121°C durante 15 minutos, distribuido
em aliquotas de 50ml em bolsas plasticas esterilizadas (Nasco) que foram mantidas
sob refrigeragao (4°C) por até 24 horas para utilizagado nos experimentos.

CPP modificado (contendo 1% de cloreto de sédio) foi utilizado como caldo de
pré-cultivo para as bactérias utilizadas em experimentos com pescado, para
adaptacao das culturas bacterianas a salina, pois em todos os sistemas de pescado

foram adicionados NaCl 4%.
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4.7.2 Enumeracdo da microbiota autéctone de filé de surubim

defumado e embalado a vacuo

A determinacdo das populacdes de bactérias aerdbias e mesofilas totais e de
bactérias laticas foi realizada, previamente ao preparo do caldo e do homogeneizado
de surubim. Para isso, foram descongeladas sob refrigeracao (5°C), duas amostras
de 100g cada por até 18h.

Foram retirados 10g de cada amostra, adicionados de 90 ml de solugao salina
peptonada esterilizada (0,85% de NaCl e 0,1% de peptona bacteriolégica) e
homogeneizados em um misturador de amostras por 60 segundos (Bag Mixer®
Interscience 78860).

O homogeneizado foi utilizado para preparagdo de diluigbes decimais
seriadas e 0,1 ml de cada diluigao foi semeado em superficie em placas de agar BHI
(Oxoid), com incubagao a 25°C por 48h, para enumeragdo de bactérias aerdbias
mesofilas totais. Para enumeragdo de bactérias laticas, 1 ml de cada diluicdo foi
semeado por profundidade em agar Nitrito Polimixina - NAP [agar APT
suplementado com nitrito de soédio (Synth); cicloheximida (Sigma); e polimixina-f3-
sulfato (Inlab) segundo Davidson e Cronin (1973)] e as placas foram incubadas a
25°C por 72h.

As amostras de filé de surubim também foram submetidas a teste imunolégico
para deteccdo de Listeria spp. utilizando o teste Listeria Rapid Test (Oxoid). Vinte e
cinco gramas de cada amostra foram homogeneizados em 225 ml de Caldo Half
Fraser adicionado do suplemento SR0166 (Oxoid) e incubados a 30°C por 24h.

Deste caldo, 0,1 ml foram inoculados em 10 ml de Caldo de Enriquecimento para



32

Listeria (BLEB) com suplemento de enriquecimento seletivo SR0141 (Oxoid) e
incubados a 30°C por até 24h.

Decorrido o tempo de incubacéo, 2 ml do BLEB foram retirados e aquecidos a
80°C por 20 minutos, o caldo foi esfriado em temperatura ambiente e,
posteriormente, foi realizado o teste.

Apds resfriamento, 135 ul do caldo foram depositados na janela da amostra,
conforme instrucdes do fabricante. Apds 20 minutos, era observado se haveria
formagao de uma linha azul na janela de resultado.

Esse teste contém um anticorpo monoclonal especifico para o antigeno
flagelar B que esta presente em espécies de Listeria. Quando a amostra é pipetada
na janela da amostra sob um latex azul marcado com o anticorpo especifico, se o
antigeno esta presente na amostra, € formado um complexo antigeno-anticorpo, que
migra por capilaridade para a janela de resultado que contém uma linha imobilizada
de anticorpo, formando assim uma linha azul, que é positiva para presenca de
Listeria.

Para confirmacao do resultado do teste rapido, foram retirados 10ul do BLEB
nao tratado termicamente para realizagdo de semeadura por esgotamento em
superficie de agar PALCAM (Oxoid) e as placas foram incubadas a 37°C por 48h.
Foi observado se havia presenca de col6nias tipicas de Listeria sp., como coldnias

negras, convexas, sobre fundo negro.

4.7.3 Preparacado do Caldo de surubim

Amostras comerciais de filé de surubim defumado, embalado a vacuo e

pronto para o consumo foram utilizadas para o preparo do caldo de surubim.
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O caldo de surubim foi preparado de acordo com a metodologia descrita por
Nilsson, Gram e Huss (1999) para o preparo de caldo de peixe. Para tanto, amostras
de filé de surubim defumado foram cozidas por 10 minutos em agua de torneira na
proporgao de 2:1 (peixe:agua, p/p). As suspensdes foram filtradas em filtros de papel
e foram adicionadas de NaCl a 4% (p/v). Foi feita a adicdo de 5,989/l de KH,PO,4
(Synth) e de 9,759/l de K;HPO4 (Merck), para tamponamento da suspenséo e o pH
foi ajustado para 6,2 com HCI 0,1M.

As suspensdes foram aquecidas a 100°C durante 30 minutos e divididas em
aliquotas de 50 ml, transferidas para bolsas plasticas esterilizadas (Nasco “Stand-

up”, 118 ml) e mantidas refrigeradas (4°C) por no maximo 24h antes dos

experimentos de co-inoculacéao.

4.7.4 Preparacdo do homogeneizado de surubim

Filé de surubim defumado foi homogeneizado com 15 ml de solugdo de NaCl
4% (p/v) e homogeneizado por 2 minutos (Bag Mixer® Interscience). Segundo Alves
et al. (2005), a solugdo salina continha populagbes bacterianas previamente
cultivadas em CPP modificado e/ou 10 pl/ml de EAP, conforme descrito a seguir
(tabela 2).

Porcbes de 10g de homogeneizados inoculados foram distribuidas em
embalagens plasticas (Cryovac P7325B, média barreira) seladas a vacuo (Selovac

200B) e foram armazenadas a 5°C.



4.7.5 Experimentos de co-inoculagao

As culturas estoque congeladas de L. monocytogenes e de C.
maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b"), foram reativadas em caldo BHI. Aliquotas de 100
Ml das culturas foram transferidas para CPP modificado e incubadas por 24h (25°C
para C. maltaromaticum e 37°C para L. monocytogenes).

As culturas foram diluidas para fornecer 10> UFC/mL de L. monocytogenes e
10° UFC/mL de C. maltaromaticum no caldo de peixe modelo, caldo de surubim e
homogeneizado de surubim nas condi¢cdes descritas na tabela 2.

Em homogeneizado de surubim, foram realizados experimentos também com
populacdo nas condi¢gdes da tabela 2, mas com menor populagdo bacteriana (<10
UFC/mL de L. monocytogenes e 10* UFC/mL de C. maltaromaticum).

Os sistemas modelo preparados foram mantidos a 5°C por até 5 semanas e
foi realizada a enumeracdo de populagdes bacterianas no tempo zero, 24h e
semanalmente.

Foram feitos trés experimentos independentes para o caldo de peixe modelo
e caldo de surubim, e os resultados foram expressos como média dos valores
obtidos. O homogeneizado de surubim foi feito em duplicata para o experimento com
menor populagao bacteriana e, foi realizado um uUnico experimento para populacdes

de 102 UFC/mL de L. monocytogenes e 10° UFC/mL de C. maltaromaticum.
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Tabela 2. Combinagbes de C. maltaromaticum e extrato hidroalcodlico de alecrim
pimenta (EAP) frente a L. monocytogenes empregados nos estudos de co-
inoculacdo em sistemas de pescado modelo incubados a 5°C.

Experimentos Combinacfes

1

2

10

11

12

13

14

L. monocytogenes

C. maltaromaticum C2
C. maltaromaticum A9b°
C

. maltaromaticum A9b”*

—

. monocytogenes + 10ul/ml EAP
. maltaromaticum C2 + 10ul/ml EAP

. maltaromaticum A9b~ + 10ul/ml EAP

O O O

. maltaromaticum A9b* + 10ul/ml EAP
L. monocytogenes + C. maltaromaticum C2
L. monocytogenes + C. maltaromaticum A9b’
L. monocytogenes + C. maltaromaticum A9b*
L. monocytogenes + C. maltaromaticum C2 + 10pul/ml EAP
L. monocytogenes + C. maltaromaticum A9b™~ + 10pl/ml EAP

L. monocytogenes + C. maltaromaticum A9b* + 10ul/ml EAP

L. monocytogenes foi enumerada por semeadura em placas de agar PALCAM

(Oxoid) em superficie de diluicdes decimais seriadas (0,1 mL) com incubagéo a 37°C

por 48 h. As populagdes de C. maltaromaticum nos experimentos realizados em

CPP e caldo de surubim foram enumeradas por semeadura em superficie de 0,1 mL

das diluigdes apropriadas em placas agar BHI, com incubagao a 25°C por 48 h.

As populacbes de C. maltaromaticum do experimento realizado em

homogeneizado de surubim defumado a frio, artificialmente inoculado, foram
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enumeradas em agar NAP por semeadura em profundidade (1 ml) e as placas foram

incubadas a 25°C por 72h.

4.7.6 Verificacdo de producdo de bacteriocina nos modelos de

pescado

Para verificagdo de producdo de bacteriocina em CPP, caldo de surubim e
homogeneizado de surubim, foram retiradas porgbes de 1ml ou de 1g
(homogeneizado de surubim) de cada um dos sistemas contendo C. maltaromaticum
C2 e C. maltaromaticum A9b".

As amostras provenientes de CPP e do caldo de surubim foram centrifugadas
a 6048xg por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C (Sorvall Legend Mach
1.6R), e em seguida foram esterilizadas por filtragdo através de membrana com
poros de 0,22 um (GVWP, Millipore), sendo mantidas a -20°C.

Para amostras de homogeneizado de surubim, a quantificagdo de
bacteriocina foi realizada de acordo com Alves (2005). Para isso, 1ml de solugdo de
Tween 80 a 2,5% em tampéo fosfato 0,01N (K,PO,) foi adicionado a 1g da amostra
do homogeneizado de surubim e mantido por 30 minutos a temperatura ambiente. A
suspensao foi centrifugada a 10,000xg durante 10 minutos, foi filtrada através de
membrana com poros de 0,22 um (GVWP, Millipore) e foi mantida a -20°C.

As amostras filtradas foram utilizadas para quantificacdo de bacteriocina

através da técnica de dilui¢cao critica, conforme descrito no item 4.5.
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477 Andlise estatistica

Os resultados das médias dos experimentos de trés replicatas independentes
de caldo de surubim e do caldo de peptona de peixe foram analisados
estatisticamente através do programa GraphPad Prism® versdo 5.0 pela analise de
varidncia de duas vias ANOVA e pelo pos-teste Bonferroni, considerando como
diferenca significativa P<0,05.

Os experimentos com os homogeneizados de surubim foram realizados em
duplicata para os testes com homogeneizados de surubim com inéculo menor (<10
UFC/ml para L. monocytogenes e 10* UFC/ml para C. maltaromaticum), e uma Unica

vez para os outros homogeneizados de surubim.



RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida

minima (CBM)

Na tabela 3 estdo mostrados os valores obtidos de CIM e de CBM para
extrato hidroalcodlico (EAP), 6leo essencial (OEAP), extratos secos (E1 e E2) e
microparticulas de 6leo essencial (O1 e 0O2) de alecrim pimenta frente a L.
monocytogenes a 37°C por 24h. Na mesma tabela também estdo apresentados os
resultados obtidos de CIM e de CBM de EAP frente a L. monocytogenes a 5°C por
12 dias e frente a C. maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b’) a 25°C por 24h e a 5°C

durante 7 dias.
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Tabela 3. Valores de CIM e de CBM (ug/mL) do extrato hidroalcodlico, do 6leo
essencial, dos extratos secos por spray-drying, e das microparticulas de oleo
essencial secas por spray-drying de alecrim pimenta frente a diferentes bactérias
sob diferentes condi¢cbes de temperatura e tempo de incubacgao.

Preparacéo In6culo Temperatura e CIM CBM
Tempo de (ug/mL)* (ug/mL)*
incubacdao

Extrato L. monocytogenes 37°C por 24h 1,34+0,63  1,34+0,63
Hidroalcodlico 5°C por 12 dias 0,89+0 1,34+0,63
(EAP)
C. maltaromaticum C2 25°C por 24h 0,89+0 2,67+0,47
5°C por 7 dias 0,89+0 1,780
C. maltaromaticumA9b* 25°C por 24h 0,89+0 1,780
5°C por 7 dias 0,22+0 1,780
C. maltaromaticum A9b" 25°C por 24h 0,89+0 1,780
5°C por 7 dias 0,45+0 1,780
Extrato seco (E1) L. monocytogenes 37°C por 24h 16000 4200+1,8
Extrato seco (E2) L. monocytogenes 37°C por 24h 16000 31000
Oleo Essencial L. monocytogenes 37°C por 24h 1,870 1,870
(OEAP)
Microparticulas de L. monocytogenes 37°C por 24h 17000 340040

6leo essencial (O1)

Microparticulas de L. monocytogenes 37°C por 24h 20000 40000

Oleo essencial (02)

* Média = desvio-padrao

Os resultados mostrados na tabela 3 revelaram valores iguais para CIM e
CBM de EAP frente a L. monocytogenes a 37°C. Sob refrigeracdo a CIM de EAP foi

menor (0,89 ug/mL), indicando possivel sinergismo de L. monocytogenes, mas o
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mesmo efeito ndo foi observado considerando-se a CBM obtida com incubacgao a
5°C por 12 dias.

Para C. maltaromaticum C2, foram encontrados valores de CIM de 0,89
ug/mL com incubagao a 25°C por 24h e a 5°C por 7 dias. Para C. maltaromaticum
A9b" e C. maltaromaticum A9b™ a 25°C foi de 0,89 ug/mL, mas sob refrigeragdo as
CIM foram menores (tabela 3).

Na tabela 3, também pode ser observado que a CBM de EAP frente a todas
as linhagens de Carnobacterium foi de 1,78 ug/mL, com exceg¢ao da condigdo com
C. maltaromaticum C2 a 25°C, que apresentou valor maior de CBM (2,67 ug/mL).

Neste trabalho, foi testada também a CIM e a CBM de OEAP frente a L.
monocytogenes, sendo encontrado o valor de 1,87 ug/mL, para atividade inibitoria e
bactericida (tabela 3).

Para as preparacbes secas, foi observado que os extratos E1 e E2
apresentaram menor CIM quando comparados as microparticulas de 6leo essencial
(O1 e O2). A CBM de E2 foi menor que a CBM de O1, O2 e E1, mostrando que E2
apresentou maior efeito bactericida dentre os produtos secos de L. sidoides testados

para inibicdo L. monocytogenes (tabela 3).

5.2 Quantificag&o da bacteriocina de C. maltaromaticum C2

Utilizando L. monocytogenes como indicador, foi observado que no caldo BHI

(2000 ml) inoculado com C. maltaromaticum C2 e incubado por 18h houve produgao

de 160.000 UA de bacteriocina, correspondente a 80 UA/m.
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No volume final de 200 ml da preparagdao semi-purificada obtida
(sobrenadante final 1 + sobrenadante final 2) a concentragao de bacteriocina era de
80 UA/mlI, fornecendo 16.000 UA, indicando rendimento de 10% na extragao.

Os sobrenadantes finais liofilizados obtidos forneceram aproximadamente
300mg de pé lidfilo e a atividade da bacteriocina era de 80 UA/100mg de po.
Considerando que o valor de CBM para bacteriocina semi-purificada obtido no
estudo de sinergismo foi de 32 mg/ml e diante do rendimento obtido na extragéo
acida, nao foi viavel utilizar a bacteriocina nos experimentos de bioconservacéo, e foi

decidido utilizar as culturas de C. maltaromaticum para esta finalidade.

5.3 Estudo de sinergismo

Através da técnica de microdiluicido em caldo BHI, foram obtidos os valores
da média da CBM de EAP sozinho (200 pl/ml), EAP combinado (10 ul/ml) e da CBM
da bacteriocina semipurificada sozinha (32 mg/ml) e bacteriocina semipurificada
combinada (28 mg/ml). A partir da formula demonstrada no item 4.6, foi calculado o
valor da CBF de EAP combinado com a bacteriocina semipurificada de C.
maltaromaticum C2 frente a L. monocytogenes de 0,95. De acordo com este valor,
foi evidenciado que EAP combinado com a bacteriocina semipurificada de C.

maltaromaticum C2 apresentou efeito aditivo frente a L. monocytogenes.
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5.4 Experimentos de co-inoculacao

5.4.1 Caldo de Peixe Modelo

Em CPP, a populagao de L. monocytogenes em monocultura atingiu cerca de
10® UFC/ml apés 28 dias a 5°C (figura 4), enquanto que as bactérias laticas
alcangaram 10® UFC/ml apds 14 dias de incubac&o, na mesma condicéo (figura 5).

Apds 7 dias de incubacéo, as populagdes de L. monocytogenes sozinha e em
co-cultura com C. maltaromaticum C2, ou C. maltaromaticum A9b’, ou C.
maltaromaticum A9b* eram de 10°-10* UFC/ml. Apés 14 dias, L. monocytogenes
sozinha alcancou 6x10° UFC/ml e L. monocytogenes em co-cultura com C.
maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b*) 10°-10* UFC/ml. No final dos 35 dias, as
populagdes de L. monocytogenes sozinha e L. monocytogenes em co-cultura com C.
maltaromaticum eram de 10°-10® UFC/ml e n3o apresentaram diferenca estatistica
significativa (P >0,05).

Nao foi detectada a producao de bacteriocina por C. maltaromaticum C2 e C.
maltaromaticum A9b* em CPP, e a inibigdo transitdria de L. monocytogenes deve ter
ocorrido provavelmente a competicao por nutrientes.

As populagdes de L. monocytogenes no CPP a 5°C com EAP em co-cultura
com C. maltaromaticum (C2, A9b~ e A9b*) mantiveram-se entre <10? e 10> UFC/ml

durante os 35 dias de experimento e n&o foi observado efeito sinérgico (figura 4).
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Figura 4. Médias das populagbes de L. monocytogenes (log UFC/ml) em
experimentos realizados em caldo de peixe modelo mantidos a 5°C.
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Figura 5. Médias das populagdes de C. maltaromaticum (C2, A9b" e A9b*) (log
UFC/ml) em experimentos realizados em caldo de peixe modelo mantidos a 5°C.

Na figura 5, esta mostrado que os isolados de C. maltaromaticum em CPP

adicionado de EAP mantiveram uma populacdo de aproximadamente 10° e 10°

UFC/ml, comparados com 10°-10® UFC/mI das monoculturas de C. maltaromaticum.
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Na presenca de L. monocytogenes, C. maltaromaticum foi inibido e
apresentou populagao estimada de 10 UFC/ml no final dos experimentos (figura 5).

Nas condi¢des de co-cultura com L. monocytogenes e adigdo de EAP, houve
inibicdo de C. maltaromaticum (C2, A9b" e A9b") em 24h, mas essas bactérias
laticas alcancaram entre 10* e 10° UFC/ml ao longo de 35 dias de armazenamento a

5°C (figura 5).

5.4.2 Enumeracdo da microbiota autoctone de filé de surubim

defumado embalado a vacuo

As amostras de filé de surubim defumado e embalado a vacuo apresentaram
populacdes de bactérias aerdbias mesofilas de 10° UFC/g (1° lote) e 10° UFC/g (2°
lote), enquanto que a enumeragdo de bactérias laticas mostrou populacdes de 10°
UFC/g (1° lote) e 102 UFC/g (2° lote). Foi detectada a presenca de Listeria spp. em
amostra obtida do 1° lote de filé de surubim defumado e embalado a vacuo, mas
bactérias deste género bacteriano estavam ausentes no 2° lote.

O filé de surubim do 1° lote foi utilizado nos experimentos de caldo de
surubim, pois havia uma etapa de tratamento térmico no preparo deste sistema
modelo, eliminando todas as bactérias presentes. Na preparagdo do homogeneizado
de surubim ndo havia nenhum tratamento térmico e, portanto, para o seu preparo, foi

utilizado surubim apenas do 2°lote.
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5.4.3 Caldo de surubim

Em caldo de filé de surubim defumado e embalado a vacuo armazenado a
5°C, as populagdes em monoculturas de L. monocytogenes alcangaram 10% UFC/ml
apos 21 dias, enquanto os isolados de C. maltaromaticum alcancaram esta mesma
populagao apos 7 dias (figuras 6 e 7).

Houve inibicao estatisticamente significativa (P<0,05) de L. monocytogenes
em cultura mista com C. maltaromaticum C2, atingindo populacédo estimada de 10
UFC/ml no final do experimento, em comparacdo com as outras condicdes testadas.
Entretanto, as populagbes de L. monocytogenes em co-cultura com os isolados C.
maltaromaticum A9b™ ou A9b* aumentaram e atingiram 10* UFC/ml, ao final de 35
dias de experimento, sem diferenca estatistica significativa, com P>0,05 (figura 6).
Valores semelhantes (10* UFC/ml) foram obtidos para os caldos de surubim
contendo EAP e culturas de C. maltaromaticum C2, A9b", ou A9b™ (figura 6).

As culturas de C. maltaromaticum adicionadas de EAP multiplicaram-se
rapidamente em caldo de surubim até o 7° dia de incubacdo e a populagao foi
mantida em 10® UFC/ml até o final do periodo de incubagao (figura 7).

Para as culturas de C. maltaromaticum (C2, A9b", ou A9b") co-cultivadas em
caldo de surubim com L. monocytogenes (com e sem EAP) foi observado efeito
inibitdrio, com populagdes semelhantes de bactérias laticas de 10°-10* UFC/ml no
final dos experimentos. Entretanto, houve diferenga significativa (P<0,05) para C.
maltaromaticum C2 sem EAP, que atingiu 10° UFC/ml apés 35 dias de

armazenamento a 5°C (figura 7).
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Figura 6. Médias das populagcbes de L. monocytogenes (log UFC/ml) em
experimentos realizados em caldo de surubim mantidos a 5°C.
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Figura 7. Médias das populagbes de C. maltaromaticum (log UFC/ml) em
experimentos realizados em caldo de surubim mantidos a 5°C.

C. maltaromaticum C2 em monocultura e em co-cultura com L.
monocytogenes, produziu bacteriocina (20 UA/ml a 80 UA/ml) ativa frente a L.
monocytogenes, a partir do 14° dia de incubagao em caldo de surubim a 5°C (figura

8). Nao foi detectada a presencga de bacteriocina nas outras condigdes de incubagéao
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testadas para C. maltaromaticum C2 e também nao houve produgao de peptideos

antimicrobianos por C. maltaromaticum A9b".

1004

- CmC2
-+ CmC2+Lm

A d
01 7 14 21 28 35
Dias

Atividade de Bacteriocina (UA/ml)

Figura 8. Produgéo de bacteriocina em caldo de surubim a 5°C com monocultura de
C. maltaromaticum C2 e com co-cultura de C. maltaromaticum C2 e L.
monocytogenes.

5.4.4 Homogeneizado de surubim

No homogeneizado de filé de surubim defumado e embalado a vacuo
inoculado apenas com 10?> UFC/ml de L. monocytogenes, o nimero de células
vidveis desta bactéria alcancou cerca de 10° UFC/ml apds 28 dias de incubacéo a
5°C (figura 9). Em monoculturas, também foi verificado que as linhagens C.
maltaromaticum C2, A9b™ e A9b" multiplicaram-se rapidamente a partir de indculo
inicial 10° UFC/ml, sendo encontradas populacdes de cerca de 107-10® UFC/ml de
bactérias laticas apds 28 dias de incubagao (figura 10).

Quando foram realizadas co-culturas com C. maltaromaticum C2 ou A9b’,
sem adigao de EAP, houve menor multiplicagdo de L. monocytogenes até 35 dias de

incubacdo em comparagdo com o controle (cerca de 10° e 10° UFC/ml,
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respectivamente). As populagbes de L. monocytogenes em co-cultura com C.
maltaromaticum A9b" nZo apresentaram diferenca ao longo dos 35 dias de
experimento quando comparadas com a monocultura de L. monocytogenes (figura
9).

De acordo com a figura 9, nos homogeneizados de surubim inoculados com
L. monocytogenes (10? UFC/ml) e adicionados de EAP (com e sem co-cultura com
C. maltaromaticum A9b™ ou A9b™) foi observada forte inibicdo do patdégeno desde o
1° dia, sendo que sua populagdo permaneceu estimada como <10 UFC/ml durante
os 35 dias de armazenamento a 5°C.

L. monocytogenes em cultura mista com C. maltaromaticum C2 em
homogeneizado de surubim adicionado de EAP apresentou menor crescimento em
relagcdo ao controle (monocultura) até o 14° dia de incubagao (<10 UFC/ml), mas
apos este periodo, foi observado um aumento da populagdo listeriana, sendo
detectadas 10° UFC/ml apds 35 dias (figura 9).

Durante os 35 dias de incubacgao, ndao houve producédo de bacteriocina nos
homogeneizados de surubim inoculados com as cepas produtoras de bacteriocina C.
maltaromaticum C2 e C. maltaromaticum A9b".

O homogeneizado de surubim sem in6culo e sem EAP apresentou
populacdes iniciais de 102 UFC/mI de bactérias laticas, alcancando 10® UFC/ml apds
28 dias de incubagao a 5°C (figura 10).

Com 14 dias de incubagcdo no homogeneizado de surubim, as contagens de
bactérias laticas nas condicbes inoculadas com as monoculturas de C.
maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b™) foram similares as populacbes de bactérias laticas

presentes no homogeneizado sem indculo (figura 10).
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Nos homogeneizados de surubim inoculados somente com C.
maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b*) havia 10° UFC/ml de bactérias laticas no tempo
zero e, apds 35 dias, foram atingidas populagées 10°-10° UFC/ml. A partir do 14°
dia, as contagens de bactérias laticas nas condi¢bes inoculadas com as
monoculturas de C. maltaromaticum foram similares as contagens do
homogeneizado de surubim sem inéculo (figura 10).

Nas condi¢des de co-inoculagao de L. monocytogenes com as culturas de C.
maltaromaticum (C2, A9b" ou A9b"), houve multiplicacdo de bactérias laticas
semelhante as observadas para as monoculturas de carnobactérias, com
populacdes de cerca de 10° UFC/ml apés 35 dias de incubacéo (figura 10).

Na figura 10, estd mostrado que na presenga de EAP houve menor
multiplicagdo de bactérias laticas no inicio dos experimentos (24 horas) com
homogeneizado de surubim em todas as condigdes testadas. Entretanto, apds 7 dias
de incubacdao houve crescimento e foram alcancadas populacdes de bactérias

laticas entre 107 e 108 UFC/ml (35 dias).

Lm
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—4— Lm+ CpC2
Lm+ Cp ASb-
—&— Lm+ Cp AS9b+
Lm+ Cp C2 + EAP
Lm+ Cp A9b- + EAP
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045 i # # 4 B S
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Figura 9. Populagdes de L. monocytogenes (log UFC/ml) em experimentos
realizados em homogeneizado de surubim mantidos a 5°C.
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Figura 10. Médias das populagcbes de bactérias laticas (log UFC/ml) em
experimentos realizados em homogeneizado de surubim mantidos a 5°C.

Neste trabalho também foi avaliado o efeito da adicdo de pequenos indculos
bacterianos em homogeneizado de filé de surubim defumado e embalado a vacuo
[<10 UFC/ml (estimado) para L. monocytogenes e 10* UFC/ml para C.
maltaromaticum]. Os resultados desses experimentos estdo mostrados na tabela 5 e
revelaram que L. monocytogenes em monocultura adicionada em niveis estimados
(<10 UFC/ml) ndo foi detectada apos 24h de incubac&o a 5°C, mas alcangou 10°
UFC/ml apos 35 dias (tabela 5).

Apos 35 dias de incubacgédo, a populagcédo de L. monocytogenes em co-cultura
com linhagens de C. maltaromaticum (C2, A9b™ ou A9b") foi apenas 1 log UFC/mL
menor que o controle (L. monocytogenes sozinha). No entanto, em todas as

condigdes onde foi adicionado EAP, o patégeno nao foi detectado por até 35 dias.
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Tabela 4. Média das populagdes (UFC/ml) de Listeria monocytogenes inoculada
(<10 UFC/ml) em homogeneizado de filé de surubim defumado e embalado a vacuo
e armazenado a 5°C, determinadas por semeadura direta em superficie (0,1ml) em
placas de agar PALCAM e incubadas a 37°C por 48h.

Condicdes tempo

Oh 24h 35 dias
Lm* <10 <10 6,8x10°
Lm + EAP* <10 <10 <10
Lm + Cm C2* <10 <10 3,7x10°
Lm +Cm A9~ <10 <10 9,1x10°
Lm + Cm A9" <10 <10 4,3x10*
Lm + Cm C2 + EAP* <10 <10 <10
Lm + Cm A9b" + EAP* <10 <10 <10
Lm + Cm A9b" + EAP* <10 <10 <10

*EAP = Extrato hidroalcodlico de alecrim pimenta; Lm = L. monocytogenes; Cm C2 = C.
maltaromaticum C2; Cm A9b = C. maltaromaticum A9b: Cm A9b* = C. maltaromaticum
A9b*.

Com 24h de incubagao, as populagdes de C. maltaromaticum (C2, A9b™ ou
A9b*) em monoculturas e em co-culturas com L. monocytogenes, no
homogeneizado de surubim sem adigdo de EAP, ndo apresentaram redugdo na
multiplicacdo de bactérias laticas, mantendo o nivel populacional de 10* UFC/ml
(tabela 6).

No entanto, as condicbes tanto em monoculturas de C. maltaromaticum
quanto em co-culturas com adicdo de EAP apresentaram reducdo da multiplicagao
de bactérias laticas, reduzindo as populagdes entre 10 e 10° UFC/ml apds 24h de
incubagdo a 5°C, sendo que as cepas produtoras de bacteriocina (C2 e A9b™) foram
as mais inibidas (tabela 6).

Apos 35 dias de incubacdo, as populacbes de bactérias laticas em

homogeneizado de surubim com indculo inicial menor (10° UFC/ml de C.
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maltaromaticum) alcancaram entre 10’ e 102 UFC/ml em todas as condigdes
testadas (tabela 6).

Além disso, foi observado que a quantidade inicial de bactérias laticas no
homogeneizado sem indculo foi de 10> UFC/ml e, que ao final dos 35 dias de

incubacao alcancou 10 UFC/ml (tabela 6).

Tabela 5. Média de populagdes de bactérias laticas (UFC/ml) em homogeneizado de
filé de surubim defumado e embalado a vacuo a 5°C, determinadas por semeadura
por profundidade (1ml) em placas de agar NAP e incubadas a 25°C por 48h.

Condicéo 0 24h 35 dias
Cm C2* 3,1x10* 3,1x10* 4,1x10°
Cm A9b™ 5,1 x10* 9,1 x10* 1,5x10°
Cm A9b* 3,9 x10* 5,7 x10* 2,1x108
Cm C2 + EAP* 3,1 x10* 1,6x10° 4,2x108
Cm A9b + EAP* 5,1 x10* 2,1 x10* 2x108
Cm A9b* + EAP* 3,9 x10* 4,7x10? 2,4x108
Cm C2 +Lm* 3,1 x10* 5,0 x10* 2,2x108
Cm A9b + Lm* 5,1 x10* 3,7x10° 8x10’
Cm A9b" + Lm* 3,9 x10* 6,2x10* 3,4x108
Cm C2 + Lm + EAP* 3,1 x10* 1,4x10? 4,3x108
Cm A9b ™+ Lm + EAP* 5,1 x10* 2,5x10° 1,6x10°
Cm A9b* + Lm + EAP* 3,9 x10* 4,2x10? 2,0x108
HS sem inéculo bacteriano* 6,8x10? 8,0x10? 1,4x10°

* HS = homogeneizado de surubim; EAP = Extrato hidroalcodlico de alecrim pimenta; Lm = L.
monocytogenes; Cm C2 = C. maltaromaticum C2; Cm A9b™ = C. maltaromaticum A9b’; Cm
A9b* = C. maltaromaticum A9b".
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho sobre atividade antilisteriana de preparacdes de alecrim
pimenta, foram utilizados ensaios de macrodiluicao e foi obtido um valor maior de
CIM de EAP para inibir L. monocytogenes a 37°C do que em temperatura de
refrigeragdo. Campo, Amiot e Nguyen-The (2000) também observaram que em
baixas temperaturas (4 e 10°C comparado com 30°C), houve maior efeito inibitorio
de extrato comercial de alecrim (Oxy’less) frente a L. monocytogenes.

Os valores de CIM de EAP frente a L. monocytogenes a 37°C mostrados na
tabela 3 correspondem a 1,34 pg/ml (ou 1,2%), e foram semelhantes aos valores de
CIM do extrato etandlico comercial de alecrim (Oxy’less) encontrados por Campo,
Amiot e Nguyen-The (2000). Nasar-Abbas e Kadir Halkman (2004) estudaram o
efeito inibitério para o extrato aquoso da planta sumagre (Rhus coriaria L.) frente a L.
monocytogenes e também encontraram resultados semelhantes aos do presente
trabalho.

O efeito bactericida de EAP frente a C. maltaromaticum A9b" e de C.
maltaromaticum A9b" foi semelhante a 5°C e a 25°C, mas C. maltaromaticum C2 foi
mais inibido por EAP em temperatura de refrigeragao (tabela 3).

A acdo antibacteriana do extrato hidroalcodlico de L. sidoides foi também
estudada por Nunes et al. (2005), que demonstraram por meio de ensaios de difuséo
em discos que a atividade antimicrobiana do extrato obtido a partir das folhas e
inflorescéncias de L. sidoides, foi ativo frente a diferentes cepas de Streptococcus
mutans.

Outras atividades bioldgicas do 6leo essencial de L. sidoides também ja foram

investigadas, incluindo atividade antimicrobiana frente a Streptococcus e Candida
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albicans (Botelho et al., 2007a), antioxidante (MONTEIRO et al., 2007), antifungica
(FONTENELLE et al., 2007) e larvicida (CARVALHO et al., 2003; CAVALCANTI et
al., 2004).

Os valores de CIM e de CBM do 6leo essencial de L. sidoides frente a L.
monocytogenes encontrados nesse trabalho foram de 1,87 ug/mL (ou 1870 mg/mL),
sendo diferentes dos valores encontrados por Botelho et al. (2007a). Aqueles
autores demonstraram a agao antibacteriana do 6leo essencial de L. sidoides e
encontraram valores de CIM frente a diferentes espécies de Streptococus spp. entre
5-10 mg/mL e CBM entre 20-40 mg/mL.

Entretanto, o valor da CIM de 1,87 ug/mL (2 wl/mL) do dleo essencial de L.
sidoides encontrado nesse trabalho é mais préximo ao valor relatado por Oliveira et
al. (2006), que determinaram a CIM de 0,4 ul/mL para o 6leo essencial de L.
sidoides frente a diferentes isolados clinicos de Staphylococcus aureus.

Ficou evidente que diferentes géneros de bactérias podem apresentar
variagao na sensibilidade ao extrato e ao 6leo essencial de alecrim pimenta e que
devem ser estudados microrganismos especificos para cada aplicagédo de interesse.

Além das preparagdes liquidas de alecrim pimenta (EAP e OEAP) frente a L.
monocytogenes, neste trabalho também foram avaliadas as agdes antimicrobianas
de preparagdes de alecrim pimenta secas por spray-drying.

Segundo Oliveira, Bott e Souza (2006), as vantagens da utilizagdo de extratos
secos de plantas em comparagcdo com extratos liquidos convencionais sao o baixo
custo de estocagem, maior concentragao do produto e estabilidade das substancias

ativas.
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Existem poucas informagdes na literatura sobre o uso de extratos ou de dleo
essenciais de plantas microencapsulados por spray-drying e sua atividade
antimicrobiana.

Em um trabalho realizado por Tedeschi et al. (2007), foi avaliada a agao
antifungica de extrato etandlico de alho microencapsulado por spray-drying, e foi
encontrada atividade fungicida com 1,5 g/10mL frente a Fusarium avenaceum.

Fernandes et al. (2008), demonstraram a atividade antifungica das
microparticulas de 6leo essencial de alecrim pimenta (O1 e O2) frente a diferentes
isolados de Candida spp., através do método de difusdo em pocgo. Aqueles autores
relataram que as microparticulas O2 apresentaram maior atividade antifungica, com
halos de inibicdo entre 11-16 mm comparada com as microparticulas de O1 que
apresentaram halos entre 11-12 mm.

Neste trabalho, foi observado que os extratos secos e as microparticulas de
6leo essencial de L. sidoides apresentaram uma atividade inibitéria frente a L.
monocytogenes aproximadamente 1000 vezes menor quando comparados com EAP
(1,34 ug/mL) e com OEAP (1,87 ug/mL) (tabela 3). Essa diferengca de atividade
encontrada entre os extratos secos e microparticulas do 6leo essencial de EAP e
OEAP pode ser atribuida provavelmente a perda de compostos volateis com
atividade antimicrobiana durante o processo de secagem por spray-drying, ou pode
ser decorrente de uma menor estabilidade das preparagdes secas por spray-drying
em comparacdo com EAP e OEAP.

Os resultados deste estudo também revelaram que EAP apresentou menor
CIM e menor CBM frente a L. monocytogenes do que OEAP, indicando que EAP

tem maior potencial no controle da multiplicagao deste patdgeno.
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Na realizacdo de experimentos de co-inoculagao deste projeto, foi escolhido o
EAP, pois foi a preparagdo com maior efeito inibitério (menor CIM e menor CBM),
além de ter demonstrado sinergismo com a temperatura de refrigeragcdo para
inibicdo de L. monocytogenes.

Devido & observagado que os isolados de C. maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b™)
eram sensiveis a acado de EAP, foi proposta a extragdo da bacteriocina de C.
maltaromaticum C2 e liofilizagdo da preparacdo semipurificada, para utilizar nos
experimentos de co-inoculacéao.

No entanto, houve pequeno rendimento na extracdo da bacteriocina de C.
maltaromaticum C2, a média do valor de CBM para bacteriocina através da técnica
de microdiluicdo foi de 32 mg/ml frente a Listeria monocytogenes. Apds a
determinacdo da CBM da bacteriocina concluiu-se que seriam necessarias varias
extracdes da bacteriocina para se obter uma quantidade suficiente de bacteriocina
semipurificada para utiliza-la nos experimentos de co-inoculagdo de pescados, e
isso invibializou a utilizacdo da bacteriocina semipurificada nos experimentos,
conforme planejado inicialmente.

Deste modo, nos estudos da atividade antilisterial do pd semipurificado da
bacteriocina de C. maltaromaticum C2 foram realizados pela técnica de
microdiluicdo. Foi observado que com a técnica de microdiluicdo, EAP apresentou
CBM frente a L. monocytogenes maior (200 ul/ml) do que a encontrada pelo método
da macrodiluicdo em tubos de vidro (10 ul/ml). Um fator que pode ter contribuido
para essa diferenga é a superficie de contato com os caldos: que foi diferente para
as duas técnicas, sendo vidro para a técnica de macrodiluicdo e plastico para a

técnica de microdiluigdo. E provavel que tenha ocorrido diferenga na adsorcdo de
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componentes de EAP a esses materiais, pois havia tingimento do material plastico
usado nos ensaios.

O resultado do estudo de sinergismo para verificar a concentragao bactericida
fracionada (CBF) da bacteriocina semipurificada de C. maltaromaticum C2
combinada com EAP frente a L. monocytogenes indicou que a aplicagdo desses dois
antimicrobianos naturais teve um efeito aditivo (CBF = 0,95) frente a bactéria
patogénica como indicado pela diminuicdo da CBM de cada agente antimicrobiano
combinado.

Em um trabalho recente publicado por Benabbou et al. (2009), foi avaliado o
sinergismo entre a bacteriocina divergicina M35 produzida por Carnobacterium
divergens e o biopolimero quitosana (derivado de crustaceos). Por meio da técnica
de concentragao inibitéria fracionada (CIF), foi demonstrado que houve efeito aditivo
na utilizagdo desses dois compostos frente a L. monocytogenes. Aqueles autores
propuseram que a agao desses antimicrobianos sobre L. monocytogenes ocorria
pela formagdo de poros na membrana celular (divergicina) e formagdo de uma
barreira sobre a parede celular, impedindo a entrada de nutrientes na célula
(quitosana).

Olasupo et al. (2004) estudaram diferentes combinagbes da bacteriocina
nisina com carvacrol, ou eugenol, ou timol, através da determinagcdo da
concentragao inibitéria fracionada (CIF). Foi demonstrado que ocorreu sinergismo
entre essas combinagdes frente a Listeria innocua e Bacillus subtilis. No entanto,
naquele mesmo trabalho foi observada agao antagdnica na combinagao entre nisina
e diacetil frente a B. subtilis e L. innocua.

Neste trabalho, foi observado que nos experimentos de co-inoculacdo, EAP

apresentou efeitos inibitorios diferentes nos sistemas de pescado. Em CPP, EAP
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mostrou forte atividade inibitdria frente a L. monocytogenes e frente aos isolados de
C. maltaromaticum, tanto nas monoculturas quanto nas co-culturas (figuras 4 e 5).

No caldo de surubim, EAP nao apresentou efeito inibitério frente a
monocultura de L. monocytogenes e de isolados de C. maltaromaticum,
provavelmente os componentes antimicrobianos de EAP podem ter tido sua eficacia
diminuida frente a essas bactérias na presenga de algum componente do surubim.
No entanto, EAP teve efeito inibitorio frente a L. monocytogenes e aos isolados de
C. maltaromaticum em co-culturas (figuras 6 e 7), o que pode ser atribuido a atuagao
inibitéria simultdnea de EAP e da competi¢cao por nutrientes.

De acordo com Burt (2004), em pescados pode ocorrer a presenga de altos
niveis de gordura, o que pode favorecer a redugao da efetividade de antimicrobianos
como os Oleos essenciais.

No homogeneizado de surubim, EAP apresentou acgao inibitoria frente a L.
monocytogenes sozinha e frente as co-culturas de L. monocytogenes com C.
maltaromaticum A9b™ ou C. maltaromaticum A9b*, ndo sendo detectado o patdgeno
desde 24h de inoculagao até o final dos experimentos (<10 UFC/ml).

Por outro lado, EAP combinado com a co-cultura de L. monocytogenes e C.
maltaromaticum C2 no homogeneizado de surubim, apresentou popula¢des de L.
monocytogenes <10 UFC/ml apenas no inicio do experimento, mas apdés 21 dias, L.
monocytogenes apresentou rapida multiplicacdo, alcangando cerca de 10° UFC/ml
ap6s 35 dias (figura 9). Uma hipotese para o resultado observado é que tenha
ocorrido no inicio do experimento a selecdo de microrganismos resistentes a agao
inibitéria da bactéria latica e de EAP, e que essa populagao tenha se multiplicado e
atingido valores de cerca de 10° UFC/ml. Entretanto, para esclarecer essa

possibilidade, ha necessidade de realizagcdo de novos experimentos.
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A populacdo de bactérias laticas do surubim sem indculo e sem EAP
inicialmente continha 10> UFC/ml, alcangando 10® UFC/ml (figura 9). Esse resultado
indica que as bactérias laticas que cresceram nas monoculturas nao foram somente
as linhagens de C. maltaromaticum inoculadas no homogeneizado de surubim.
Provavelmente existia uma mistura da microbiota acompanhante de bactérias laticas
com os isolados de C. maltaromaticum inoculados em cada condicao.

Com 24h de incubacéo, tanto na condicdo de monoculturas quanto nas co-
culturas de C. maltaromaticum combinadas com EAP, houve inibicdo das
populagdes de bactérias laticas no homogeneizado de surubim. Posteriormente, o
numero de bactérias laticas nas amostras sem inoculo alcangaram os mesmos
numeros de bactérias laticas encontrados para monoculturas de C. maltaromaticum
sem adigcdo de EAP (figura 10). Provavelmente, no inicio do experimento, os
isolados de C. maltaromaticum foram inibidos por EAP, baixa temperatura e também
por competicao por nutrientes, quando em co-cultura.

Em CPP, L. monocytogenes combinada com C. maltaromaticum (C2, A9b" e
A9b") apresentou multiplicacdo lenta no inicio do experimento, mas ao final dos 35
havia populagdes préximas as de L. monocytogenes em monocultura (107-10°
UFC/ml), sem diferenga estatisticamente significativa, P<0,05 (figura 4). C.
maltaromaticum em cultura mista sem EAP foi inibido durante 35 de incubagao, com
populagdes finais de cerca de 10 UFC/ml (figura 5), provavelmente devido a
competicao por nutrientes.

Alves et al. (2005), observaram que em caldo de peixe modelo, C. piscicola
A9b" e A9b" em co-cultura com L. monocytogenes V2 (sorogrupo 1) também
apresentaram pouco efeito inibitério, e o patégeno alcangou cerca de 10" UFC/ml ao

final de 14 dias de experimento realizado a 10°C. No entanto, diferentemente do que
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foi observado no presente trabalho, as populagdes de C. piscicola A9b™ e A9b™ néo
foram inibidas pela multiplicagdo de L. monocytogenes V2, e alcangaram cerca de
10® UFC/ml apés 4 dias de incubagdo a 10°C. Alves et al. (2005), também
observaram que em caldo de peixe modelo, C. piscicola C2 apresentou potencial
efeito inibitério frente a L. monocytogenes V2 mantida a 10°C e foi detectada a
producdo de bacteriocina. No presente trabalho, ndo foi observada producdo de
bacteriocina por nenhuma das linhagens bacteriocinogénicas (C2 e A9b*) em caldo
de peixe modelo (CPP), o que pode ter ocorrido devido a utilizagdo de menor
temperatura de incubagao (5°C).

Neste trabalho, no caldo de surubim, a utilizacdo de co-culturas de C.
maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b”) inibiu L. monocytogenes em relagdo ao controle
(monocultura de L. monocytogenes), sendo observada maior atividade por C.
maltaromaticum C2 e produgdao de bacteriocina. Essa diferenca na atividade
inibitéria provavelmente devido a producédo de bacteriocina, também foi observada
por Alves et al. (2005) em caldo de surubim mantido a 10°C por 14 dias. Aqueles
autores demonstraram que C. piscicola C2 e C. piscicola A9b* produziram
bacteriocina e inibiram L. monocytogenes V2, enquanto que a linhagem nao-
bacteriocinogénica C. piscicola A9b™ apresentou menor efeito inibitorio. Duffes et al.
(1999a), Duffes et al. (1999b) e Vescovo, Scolari e Zacconi (2006) também
observaram o papel de carnobactérias produtoras de bacteriocinas na inibicao de L.
monocytogenes em sistemas modelo de pescados em temperatura de refrigeragao.

Neste trabalho a producdo de bacteriocina foi verificada somente por C.
maltaromaticum C2, em caldo de surubim. Entretanto, ocorreu inibicdo da produgcao
na presenca de EAP em todas as condicdes estudadas. Na literatura, ha relato que

a co-cultura de uma linhagem produtora de bacteriocina com uma linhagem sensivel,
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pode induzir a produgao do peptideo antimicrobiano (LEISNER et al., 2007). Este
efeito foi aqui observado para C. maltaromaticum C2, pois houve maior produgao de
bacteriocina em cultura mista com L. monocytogenes do que em monocultura.

Alguns autores demonstraram a ocorréncia de resisténcia a bacteriocinas em
L. monocytogenes e sugeriram que devido a isso, o uso de bactérias laticas nao-
bacteriocinogénicas poderia apresentar vantagens para bioconservagdo em
alimentos prontos para o consumo (NILSSON et al., 2004; VERMEIREN et al.,
2006). Entretanto, no presente trabalho ndo foi observada a ocorréncia de
resisténcia de L. monocytogenes a bacteriocina produzida por C. maltaromaticum
C2, pois a populagao de listeria permaneceu inibida durante todo o experimento.

No homogeneizado de surubim, em culturas mistas com C. maltaromaticum
C2 ou com C. maltaromaticum A9b", a populagédo final de L. monocytogenes foi
cerca de 2 log de UFC/ml menor que L. monocytogenes sozinha, enquanto que C.
maltaromaticum A9b* teve pequeno efeito inibitorio (figura 9). Entretanto, em
estudos com caldo de salméo defumado armazenado a 5°C por 21 dias, Nilsson et
al. (2004), encontraram resultados diferentes, observando que o0s niveis
populacionais de L. monocytogenes foram reduzidos cerca de 6 log de UFC/g na
presenca C. piscicola A9b" e 3 log de UFC/g na presencga de C. piscicola A9b".

Corroborando os estudos do presente trabalho, Alves et al. (2005) também
relataram que nao foi detectada a produgao de bacteriocina por nenhuma linhagem
bacteriocinogénica de C. maltaromaticum (C2 e A9b") em homogeneizado de
surubim defumado mantido sob refrigeracdo. Resultados semelhantes foram
observados por Nilsson, Gram e Huss (1999), que também nao verificaram a
produgéo de carnobacteriocina B2 por C. piscicola A9b" em salm&o defumado a frio

e armazenado a 5°C.
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Essa diferenca na producdo de bacteriocinas por bactérias laticas em
matrizes alimentares diversas pode ser atribuida a fatores intrinsecos do alimento,
reforcando a idéia de que as linhagens a serem utilizadas em bioconservagao
devem preferencialmente ser isoladas dos alimentos em que se pretende utiliza-las
(BREDHOLT, NESBAKKEN, HOLCK, 1999; DE MARTINIS et al. 2002; GANZLE,
WEBER, HAMMES, 1999).

Neste trabalho, os resultados dos experimentos com homogeneizado de
surubim com pequenos indculos bacterianos revelaram que L. monocytogenes foi
inibida por EAP em mono e em co-cultura. Entretanto, neste mesmo sistema modelo
na auséncia de EAP, L. monocytogenes inoculada em populagdes estimadas abaixo
de 10 UFC/ml foi capaz de atingir 10° UFC/ml sob refrigeracdo dentro de 35 dias,
indicando o potencial de pescados minimamente processados como veiculos dessa
bactéria patogénica.

Na literatura, a maioria dos trabalhos sobre efeito antimicrobiano combinado
de peptideos e compostos derivados de plantas foram feitos com a bacteriocina
nisina em meios de cultura, evidenciando a necessidade de estudos com bactérias
laticas e extratos naturais em matrizes alimenticias. Altieri et al. (2005)
demonstraram que o uso de culturas de Bifidobacterium bifidum, timol e
armazenamento em baixa temperatura em pescado aumentaram a eficacia no
controle da multiplicacdo de bactérias deteriorantes, como Pseudomonas sp. e
Photobacterium phosphoreum. No presente, nos sistemas modelo de pescado
estudados, nao foi observado efeito sinérgico no uso combinado de EAP e bactérias
com potencial bioconservador, mas foi demonstrada importante atividade
antilisteriana de preparagdes de alecrim pimenta, encorajando novos estudos nesta

linha de pesquisa.
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. CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico de alecrim pimenta (EAP) exerceu efeito bactericida frente a
Listeria  monocytogenes a 37°C e a 5°C, e também frente aos isolados de

Carnobacterium maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b*) a 25°C e a 5°C, em meio de cultura.

Houve sinergismo com EAP e temperatura de refrigeragao (5°) para inibi¢cao de L.

monocytogenes e das linhagens de C. maltaromaticum.

O dleo essencial de alecrim pimenta (OEAP) apresentou efeito inibitério frente a
L. monocytogenes a 37°C, em meio de cultura, com potencial para utilizacédo na

bioconservacio de alimentos.

Os extratos secos por spray-drying (E1 e E2) e as microparticulas de dleo
essencial secas por spray-drying (O1 e O2) apresentaram pouco efeito inibitério
frente a L. monocytogenes a 37°C, apresentando uma atividade inibitéria mil

vezes menor quando comparados com EAP e OEAP.

O uso combinado da bacteriocina semipurificada e liofilizada produzida por C.
maltaromaticum C2 com EAP demonstrou efeito aditivo na inibicdo de L.

monocytogenes em meio de cultura a 37°C.

A extracao, purificagao e liofilizacido da bacteriocina de C. maltaromaticum C2
proporcionaram baixo rendimento e n&o foi viavel realizar estudos de

bioconservacado com a bacteriocina semi-purificada.
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O uso de EAP e de culturas de C. maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b") apresentou
diferentes efeitos inibitérios frente a L. monocytogenes nos sistemas modelo de

pescado analisados a 5°C.

A producao de bacteriocina por C. maltaromaticum C2 em caldo de surubim sem

EAP foi importante na inibigdo de L. monocytogenes.

EAP demonstrou importante efeito inibitério de L. monocytogenes em pescado e

tem potencial para ser utilizado na garantia da inocuidade desses produtos.

Nao foi observado sinergismo na inibicdo de L. monocytogenes com 0O uso
combinado das culturas de C. maltaromaticum (C2, A9b™ e A9b*) e EAP, em

nenhum alimento modelo estudado.

L. monocytogenes inoculada com populagbes estimadas (< 10 UFC/ml) em
sistema modelo de pescado multiplicou-se e atingiu altas populagdes dentro de
35 dias em temperatura de refrigeragao, ressaltando que pescados prontos para

0 consumo sao alimentos com potencial de veiculagao deste patdgeno.
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ANEXO

Preparacdo do extrato hidroalcodlico e 6leo essencial de alecrim pimenta

(Lippia sidoides Cham.)

As solucdes extrativas de L. sidoides foram preparadas a partir das folhas
secas e moidas por maceragcao dindmica, utilizando um sistema constituido de
recipiente encamisado e agitagcdo mecanica. Os extratos brutos obtidos foram
filtrados através de filtracdo a vacuo, sendo entédo, concentrados até 12,5% de teor
de sdlidos, em rotaevaporador & pressdo de vacuo de 500 N/m? e temperatura de
40°C (FERNANDES, 2008).

O dleo essencial foi obtido a partir das folhas frescas trituradas de L. sidoides
através do método de extragédo por arraste por vapor d’agua, usando o aparelho de
Clevenger modificado (FERNANDES, 2008).

Os extratos secos E1 e E2 foram obtidos a partir da solugcéo extrativa, a qual
foi adicionada as solugbes dos adjuvantes. Como adjuvantes foram utilizadas
diferentes propor¢des de maltodextrina DE 10 e goma arabica, o extrato seco E1
apresentou em sua composicdo maltodextrina e goma arabica na proporgao 2:3
(m/m), enquanto o extrato seco E2, a proporgéo foi de 0:1 (m/m). Os extratos secos
apresentaram um teor de sélidos de 20% (m/m) para os liquidos de alimentagdo. A
secagem dos liquidos de alimentacéao foi realizada em um spray dryer (LAB PLANT
mod. SD 05) em regime co-corrente (FERNANDES, 2008).

Para a obtencdo de microparticulas do 6leo essencial de L. sidoides, o 6leo
essencial foi adicionado a solugdo de carreadores e foi utilizado 50% de teor de

sélidos (m/m) e proporgao carreador:6leo essencial (4:1) (m/m). Como carreadores
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foram empregadas misturas de maltodextrina DE 10 e goma arabica em diferentes
proporcdes, as microparticulas O1 apresentaram em sua composicao maltodextrina
e goma arabica na proporgao 2:3 (m/m), enquanto as microparticulas O2, a
proporcgao foi de 0:1 (m/m). A secagem dos liquidos de alimentagao foi realizada em
spray dryer (LAB PLANT mod. SD 05) em regime co-corrente (FERNANDES, 2008).

Considerando que o extrato hidroalcodlico apresentava 12,5% de teor de
sélidos (m/m) e 0,89 mg/mL de densidade, foi calculada a concentragdo do extrato
no caldo BHI em pug/mL. O 6leo essencial apresentava 0,934 mg/mL, e foi calculada
a concentragao do 6leo em ug/mL. Os extratos secos (E1 e E2) apresentavam 20%
de teor de sdélidos (m/m), sendo calculada a concentracdo dos extratos secos em
ug/mL em relacdo ao teor de sodlidos da solugdo extrativa, descontando-se a
quantidade de adjuvantes adicionados ao liquido de alimentagéo a ser seco. Para as
microparticulas de 6leo essencial, a concentragdo de O1 e O2 em pg/mL foi
calculada considerando a propor¢cao 4:1 de carreadores:6leo essencial, sendo
calculada através da relagdo da quantidade de oleo essencial encapsulado,

correspondendo a 13,5% e 16% para as amostras O1 e 02, respectivamente.



