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APRESENTAÇÃO 

A proposta da obra “As Ciências Biológicas e a Construção de Novos 
Paradigmas de Conhecimento 2” é uma e-book que tem como objetivo principal 
a apresentação de um conjunto de artigos científicos sobre diversos áreas do 
conhecimento em Ciências Biológicas, onde cada um dos artigos compõe um 
capítulo, sendo no total 32 capítulos, do volume 2 dessa obra. Essa coletânea de 
artigos foi organizada considerando uma sequência lógica de assuntos abordados 
nos trabalhos de pesquisas e revisão da literatura, mostrando a construção 
do pensamento e do conhecimento do homem nas diversas áreas das Ciências 
Biológicas. 

O objetivo primário da obra consistiu em apresentar de forma clara as 
pesquisas realizadas em diferentes em instituições de ensino e pesquisa do país 
como: Centros de Ensino Técnico e Superior, Colégios, Escolas Técnicas de Ensino 
Superior, Centro Universitários, Fundação de Ensino Médio e Superior, Instituto 
Federal, Faculdades de Ensino Superior Privado e Universidades Federais. Nos 
diferentes artigos foram apresentados aspecto relacionado a doenças causadas 
por Bactérias, Fungos, Parasitos, Virus, Genética, Farmacologia, Fitoterapia, 
Biotecnologia, Nutrição, Vetores biológicos, Educação e outras áreas correlatas.

Os temas são diversos e muito interessantes e foram elaborados com o intuito 
de fundamentar o conhecimento de discentes, docentes de ensino fundamental, 
médio, mestres, doutores, e as demais pessoas que em algum momento de suas 
vidas almejam obter conhecimentos sobre a saúde abrangendo agentes etiológicos 
das doenças, uso de substâncias para higienização bucal, aspectos nutricionais 
de alimentos, atividade de organismos na produção de alimentos, degradação de 
material orgânica e ciclo de nutrientes no meio ambiente, como capturar e controlar 
vetores de doenças, uso de plantas medicinais para cura de enfermidades, e sobre 
metodologias que podem ser usadas nas escolas para favorecer a aprendizagem 
dos estudantes.  

Assim, essa obra “As Ciências Biológicas e a Construção de Novos Paradigmas 
de Conhecimento 2” apresenta teorias fundamentadas em dados obtidas de 
pesquisas e práticas realizados por professores e acadêmicos de diversas áreas 
do conhecimento biológico, e que realizaram seus trabalhos com muita força de 
vontade, às vezes, com muitos poucos recursos financeiros, e organizaram e 
apresentaram os resultados alcançados de maneira objetiva e didática. Todos nós 
sabemos o quanto é importante a pesquisa em um pais e a divulgação científica dos 
resultados obtidos para a sociedade. Dessa forma, a Athena Editora oferece uma 
plataforma consolidada e confiável para os pesquisadores divulguem os resultados 
de suas pesquisas. 

Eleuza Rodrigues Machado
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RESUMO: A conservação dos alimentos é 
uma questão sempre atual, e é crescente a 
busca por alternativas mais naturais, uma 
vez que a maioria dos produtos alimentícios 
industrializados se utilizam de conservantes 
químicos artificiais. Bacteriocinas são peptídeos 
antimicrobianos com ação comprovada como 
conservantes microbiológicos naturais. Portanto 
o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade 
bacteriocinogênica de enterocina (bacteriocina) 
em filmes biodegradáveis. A enterocina foi obtida 
pelo isolado Enterococcus durans MF5. O filme 

biodegradável foi preparado com amido de milho 
nas concentrações de 2%, 4% e 6%. A atividade 
antimicrobiana da bacteriocina incorporada no 
filme foi realizado pela técnica spot on lawn, 
contra a bactéria teste Listeria monocytogenes.  
Como resultado obtivemos que independente do 
porcentual de amido utilizado, houve difusão da 
enterocina incorporada no filme biodegradável, 
apresentando assim um potencial de aplicação 
na conservação de alimentos. 
PALAVRAS-CHAVE: Bacteriocinas, 
Enterococcus durans, revestimento 
biodegradável. 

APPLICATION OF ENTEROCIN IN 

BIODEGRADABLE STARCH FILM

ABSTRACT: Food preservation is an ever-
present issue, and the search for more natural 
alternatives is growing as most industrialized 
food products use artificial chemical 
preservatives. Bacteriocins are antimicrobial 
peptides with proven action as natural 
microbiological preservatives. Therefore, 
the objective of this work was to evaluate 
the bacteriocinogenic activity of enterocin 
(bacteriocin) in biodegradable films. Enterocin 
was obtained by Enterococcus durans MF5 
isolate. The biodegradable film was prepared 
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with corn starch at concentrations of 2%, 4% and 6%. The antimicrobial activity of 
bacteriocin incorporated in the film was performed by spot on lawn technique against 
the test bacteria Listeria monocytogenes. As a result, we obtained that regardless of the 
percentage of starch used, enterocin diffusion was incorporated into the biodegradable 
film, thus presenting a potential application in food preservation.
KEYWORDS: Bacteriocins, Enterococcus durans, biodegradable coating.

1 |  INTRODUÇÃO

As bacteriocinas consistem em um grupo de pequenos peptídeos ou 
proteínas bioativas, sintetizadas ribossomicamente por bactérias Gram-positiva 
e Gram-negativa, que são liberadas extracelularmente, e apresentam atividade 
antimicrobiana frente a bactérias patogênicas e deteriorantes, o que justifica o seu 
potencial biotecnológico (SCHUELER, 2018).  Do amplo grupo das bacteriocinas, 
pode-se destacar as enterocinas que são as bacteriocinas produzidas por algumas 
bactérias do gênero Enterococcus. Essa classe de bacteriocina tem características 
catiônica, resistente a ampla faixa de pH e temperatura, tornando a sua aplicação 
viável como conservante de alimentos (TOSONI, 2019). 

São amplamente reconhecidas como substâncias seguras, não ativas ou 
citotóxicas em células eucarióticas, inativadas por enzimas digestivas (proteases), 
com pouca influência sobre a microbiota intestinal. Apresentam atividade bactericida 
e/ou bacteriostática, sendo normalmente, a membrana citoplasmática das 
bactérias o seu alvo. Além disso, não apresentam resistência a antibióticos e seus 
determinantes genéticos são codificados em plasmídeos, facilitando a manipulação 
genética (GÁLVEZ et al., 2007).

De maneira geral, existem duas formas através das quais as bacteriocinas 
podem ser incorporadas a um alimento para melhorar a sua segurança: (1) utilizando 
uma preparação purificada ou semipurificada da bacteriocina como ingrediente 
alimentar; (2) pela utilização da bactéria produtora de bacteriocina, como cultura 
iniciadora ou adjunta (SCHUELER, 2018). 

As enterocinas são aplicadas em alimentos, na forma purificadas ou 
semipurificadas, como conservantes naturais de alimentos, destaca-se o uso da 
enterocina AS-48 que possui ação inibitória contra diversos patógenos como a 
L. monocytogenes e é aplicada numa variedade de alimentos, principalmente de 
origem vegetal como frutas em natura, sucos, sopas ou purês de vegetais (KHAN; 
FLINT; YU, 2010). 

Ainda na esfera da conservação e qualidade de alimentos, uma ferramenta 
muito utilizada é o filme comestível (revestimento biodegradável), que atua 
como uma  barreira semipermeável à umidade, gases e compostos aromáticos, 
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controlando a transferência de massa (umidade, oxigênio, dióxido de carbono e 
lipídios) em sistemas alimentícios, ajudando na preservação do alimento contra a 
perda de umidade, além de dar características agradáveis aos olhos do consumidor. 
Essa película protetora pode ser comestível, feita de gelificações de amido como o 
amido de milho. Essa película é aplicada em camada sobre o alimento e passa por 
processo de secagem (SANTOS et al., 2011). 

Para a aplicação de bacteriocinas nos alimentos, diferentes técnicas podem ser 
utilizadas, como: adição direta na formulação do alimento ou imersão do mesmo em 
solução contendo o peptídeo; adsorção da bacteriocina em filmes biodegradáveis 
tipo polietileno ou filmes comestíveis a base de celulose, amido entre outros 
(GAUTAM e SHARMA, 2009).

Segundo Mali et al (2010) quando produzidos em escala laboratorial, os filmes 
de amido também chamados biodegradáveis se formam depois de solubilização 
do amido em um solvente, com formação de uma solução filmogênica que após 
aplicada é seca. “Após a gelatinização térmica dos grânulos em excesso de água, 
amilose e amilopectina se dispersam na solução aquosa e, durante a secagem, se 
reorganizam, formando uma matriz contínua que dá origem aos filmes”. 

Esse tipo de conservação é muito viável em comparação a outras formas 
de conservação, como embalagens, por serem biodegradáveis e comestíveis, 
oferecendo menor impacto ambiental e facilidade ao consumidor (SANTOS et al., 
2011).

A viabilidade da união das duas tecnologias de conservação de alimentos, 
a película protetora, ou biofilme comestível, com um agente antimicrobiano vem 
sendo estudado amplamente nas últimas décadas e em especial a aplicação de 
bacteriocinas como esse conservante de alimentos é interessante por ser uma 
alternativa aos aditivos químicos e pelos resultados positivos, sem interferir nas 
características do alimento (KHAN; FLINT; YU, 2010).

 Souza et al. (2017), utilizando-se de biofilme de gelatina e bacteriocina 
apresentaram a ação desta incorporada à película protetora como um promissor 
conservante natural.  

Listeria monocytogenes é um patógeno amplamente distribuído na natureza 
e considerado um sério problema de segurança alimentar. Esse patógeno pode 
causar listeriose, uma doença com baixa incidência em comparação com outras 
doenças de origem alimentar, mas com alta taxa de mortalidade (MELO, ANDREW 
e FALEIRO, 2015). Esse patógeno onipresente é capaz de superar as barreiras 
microbiológicas mais comuns aplicadas durante processamento de alimentos 
(acidez, refrigeração, dessecação, etc.) (LUBER et al., 2011), sendo, portanto, 
necessário novas estratégias no controle de patógeno alimentar. 

Nessa premissa, o presente trabalho visou avaliar a ação antagônica de 
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filme biodegradável de amido de milho contendo enterocina, contra a bactéria L. 
monocytogenes. 

2 |  METODOLOGIA

2.1 Microrganismos utilizados

Para a realização deste estudo foi utilizado o isolado Enterococcus durans 
MF5, proveniente de queijo. Este isolado foi identificado por testes genotípicos e a 
produção de enterocina foi caracterizada por Tosoni (2019). 

A bactéria teste foi Listeria monocytogenes Scott, isolada de surtos alimentares. 
Ambos isolados estão conservados em tubos criogênicos contendo meio caldo 

Brain Heart Infusion (BHI) - glicerol 20% e estavam mantidos a -20°C. A reativação 
dos isolados foi realizada em tubos de ensaio com rosca contendo meio caldo BHI, 
mantidos sob agitação de 180 rpm, a 37 °C por 24 h. Em seguida as culturas foram 
semeadas em ágar Brain Heart Infusion (BHI) para a L. monocytogenes e em placa 
contendo meio ágar ManRogosa Sharpe (MRS) para  E. durans. 

2.2 Obtenção de enterocina

Para obtenção de enterocina (sobrenadante livre de célula-CFS), E. durans 
MF5 foi inoculado em caldo MRS e incubado sob agitação 180 rpm a 37 °C por 
24 h. Decorrido este tempo, a cultura foi centrifugada por 10min a 8.000 rpm. O 
sobrenadante teve seu pH regulado para 6,5 com solução de NaOH 0,5N. O produto 
final foi esterilizado filtração em microfiltros de 0,22µm de porosidade, obtendo 
assim o CFS, que foi armazenado em freezer -20 °C.

2.3 Preparação do filme biodegradável de amido com enterocina

O preparo do filme biodegradável de amido de milho foi realizado na 
concentração de 2, 4 e 6% (p/v). O amido foi pesado assepticamente em fluxo 
laminar e hidratado em água estéril, por 5 minutos. Cada mistura foi levada ao 
aquecimento por 5 minutos em placa de aquecimento com agitação magnética para 
promover a gelatinização do amido. 

Após a geleificação (transparência do amido) cada mistura foi transferida para 
tubos de 2ml e então foram acrescentados 2/3 (v/v) de CFS (enterocina). O tubo 
controle foi a concentração de amido 4% sem a adição de enterocina. 

2.4 Teste de antagonismo

Para o teste de atividade antimicrobiana do filme biodegradável contendo 
enterocina, foi preparada uma solução de L. monocytogenes na concentração de 
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106 UFC/mL em ágar BHI 0,8%. Vinte mL da solução foi transferida para placas de 
Petri e aguardou a total solidifi cação. Posteriormente, foram realizados poços com 
o auxílio de ponteira descartável estéril (Figura 1).   

Em cada poço gerado, foi acrescentado o volume de 100µl do fi lme de amido 
contendo enterocina e o controle (Figura 1). 

Figura 1 – Representação esquemática da técnica de poço difusão utilizada nos testes de 
antagonismo com o fi lme de amido com e sem enterocina.  

As placas foram incubadas, sem inversão, a 37 °C por 24 h, e o halo de inibição 
foi observado e mensurado com o auxílio de uma régua milimetrada. O valor fi nal foi 
a diferença entre o tamanho do halo de inibição e o tamanho do poço (9mm). 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Filme biodegradável são aquelas que além de atuarem como uma barreira a 
agentes externos, corrigem defi ciências presentes na embalagem passiva, além 
de facilitar a adição de elementos adicionais para melhorar seu desempenho 
(ROBERTSON, 2006).

Neste estudo, o potencial antimicrobiano da mistura de CFS com fi lme 
biodegradável de amido de milho foi analisado através da técnica de poço difusão, 
observando a medição dos halos de inibição. A fi gura 2 apresenta o halo de inibição 
formado pela enterocina sobre a bactéria L. monocytogenes. 

 A fi gura 2 (C-) corresponde ao controle negativo (fi lme de amido puro) e 
não houve inibição, o que signifi ca que a solução de amido não tem capacidade 
antimicrobiana; já na área com o enterocina pura (fi gura C+) é notório o halo inibitório, 
indo a encontro dos testes preliminares utilizando a enterocina, e é igualmente 
visualizável os halos nas áreas adicionadas de fi lme de amido nas diferentes 
concentrações acrescido de enterocina (2, 4 e 6%), mostrando assim a efi ciência 
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da enterocina mesmo agregada ao fi lme de amido. 

Figura 2: Teste de antagonismo de enterocina em fi lme de amido contra Listeria 
monocytogenes.  (A) C-: controle negativo composto por fi lme de amido sem enterocina; C+: 

controle positivo sendo apenas enterocina; 2, 4 e 6% corresponde à concentração de amido no 
biofi lme biodegradável contendo enterocina. 

Os resultados estão apresentados na forma de gráfi co na Figura 3. Observamos 
que a enterocina agregada no fi lme de amido foi efi ciente contra a bactéria teste L. 
monocytogenes, sendo que não houve diferença signifi cativa na melhor efi ciência 
do antimicrobiano nas diferentes concentrações de amido: 2, 4% e 6%.

Figura 3 – Valor em mm do tamanho do halo de inibição da enterocina pura e agregada ao fi lme 
de amido nas diferentes concentrações

O resultado de inibição signifi cativa da bactéria teste corrobora com a 
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bibliografia a respeito de enterocinas como a produzida pela E. durans MF5. Kramer 
e Brandis (1975) apresentam os resultados de inibição especial das enterocinas 
contra microrganismo Gram positivos em especial do gênero Listeria. Segundo 
as categorizações de Stackebrandt e Teuber (1988) e pela bibliografia levantada 
por Javed et al. (2011) isso se deve à proximidade filogenética entre os gêneros 
Enterococcus e Listeria. O resultado também corrobora com os testes feitos por 
Tosoni (2019). 

Destaca-se a ação inibitória da amostra de Enterocina + filme a 4% de amido, 
pois com uma média concentração de amido permite uma boa gelatinização, 
garantindo uma textura desejável para um revestimento comestível e ainda 
apresentou um maior halo de inibição (11mm de diâmetro) se comparada com a 
amostra de outras misturas de enterocina e filme (10 e 9 mm). 

Os bons resultados de inibição do antimicrobiano adicionado ao biofilme contra 
L. monocytogenes corroboram com trabalhos realizados por Souza et al. (2017) em 
teste com Staphylococcos aureus com filmes bioativos à base de gelatina e com os 
testes de atividade antifúngica com filmes bioativos à base de fécula de mandioca 
realizados por Souza (2011). 

Resultados satisfatórios de inibição de filme biodegradável acrescido de 
enterocina contra L. monocytogenes, também corroboram com aqueles obtidos 
por Marcos et al. (2008) utilizando filme de alginato e enterocina produzida por 
Enterococcus faecium.

A concentração de 4% de filme biodegradável de amido foi citada como 
excelente para o revestimento comestível de frutos e vegetais como a manga e 
outras frutas, visando a manutenção das características físico-químicas e sensoriais 
do alimento (Santos et al.2011). 

4 |  CONCLUSÃO

O filme comestível de amido de milho nas concentrações 2%, 4% e 6% 
agregados com a enterocina não purificada de E. durans MF5 apresentou ação 
antimicrobiana e pode constituir um meio satisfatório para a conservação de 
alimentos, principalmente frutas e vegetais, inibindo o crescimento da bactéria 
patógena L. monocytogenes e concomitantemente oferecendo a diversidade de 
aplicações e o benefícios de um filme biodegradável. 
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