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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: A crescente preocupacao na melhora da qualidade de vida, prevencao de
doencas, diminuicao do uso de substancias conservantes, melhoria da qualidade
sensorial de produtos tradicionais, estimula o desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a caracterizacdo molecular e tecnoldgicas de micro-organismos
produtores de substancias com potencial para aplicacao como bioconservante,
bactérias laticas apresentam um grande potencial para a extensao da vida de
prateleira de produtos, seu metabolismo produz inimeros compostos com
capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes. O metabolismo fermentativo desse grupo de bactérias € caracterizado
pelo acimulo de acidos organicos responsaveis pela acidificacao e reducao do pH
do meio, de acordo com o produto final da fermentacao de carboidratos, podem ser
classificadas em homofermentativas e heterofermentativas, as caracteristicas do
metabolismo fermentativo sao importantes para a fabricagao de alimentos,
geralmente o micro-organismos deve ser adicionado a produtos similares aos quais
foram isolados, para melhor adaptacao da cultura. Seu emprego principal € obtencao
produtos fermentados preferivelmente produtos de origem lactea como leites
fermentados, bebidas lacteas e queijos, sua aplicacao nesses produtos deve-se a
sua ocorréncia natural na microbiota do leite e de produtos lacteos, a manutencao
das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante a vida Gtil do produto,
o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do produto durante os processos
de fermentacdao e maturacao. O uso de tecnologico de bactérias laticas para a
fabricacdo de alimentos fermentados, apresenta novas possibilidades
principalmente no que diz respeito a bioconservacao, seja por sua aplicacao direta
em alimentos ou o0 uso de seus produtos metabdlicos.

PALAVRAS-CHAVE: Metabolismo Fermentativo, Bacteriocinas, Bioconservacao,
substancias antimicrobianas, Lactobacillus sp.
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacao na melhora da qualidade de vida, prevencao de
doencas, diminuicao do uso de substancias conservantes, melhoria da qualidade
sensorial de produtos tradicionais, tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a caracterizacdo molecular e tecnologicas de micro-organismos
produtores de substancias com potencial para aplicacao como bioconservante, as
bactérias laticas apresentam um grande potencial para a extensao da vida de
prateleira de produtos, seu metabolismo produz inGmeros compostos com
capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes
(DE SOUZA, 2006; HERMMANS, 2013).

Ao longo dos anos a industria de laticinios vem se adaptando a esta
tendéncia, buscando oferecer ao consumidor alternativas alimentares aliando as
caracteristicas tradicionais dos produtos a novos métodos de conservacgao,
substituindo os conservantes quimicos por alternativas naturais (O’CONNOR et al.,
2015).

A selecao de um micro-organismo para utilizacao em um alimento deve estar
baseada na observacao de trés fatores principais: seguranca, caracteristicas
funcionais e caracteristicas tecnolégicas. Quanto a seguranca, aspectos como a
origem, nao patogenicidade e resisténcia aos antibidticos devem ser verificados
(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

As bactérias laticas produzem peptideos antimicrobianos que normalmente
apresentam atividade antibacteriana contra os agentes patogénicos de origem
alimentar, bem como bactérias deteriorantes. Portanto, eles tém atraido a maior
atencao como ferramentas para bioconservacao de alimentos. Em alguns paises o
uso de bactérias laticas € amplamente difundido, seja como probiéticos ou no
processamento de alimentos com o intuito de bioconservacao (MESSAOUDI et al.,
2013).

As caracteristicas tecnoldgicas de interesse estao relacionadas a producao
de substancias aromaticas, manutencao da viabilidade das células no produto ao
longo do processo de fabricacao, manterem e melhorar as caracteristicas fisico-
guimicas e microbiol6gicas do produto, sem causar alteracdes indesejaveis, inibicao
de micro-organismos contaminantes, garantir a manutencao da seguranca alimentar
do produto ao decorrer de sua vida Util (BOYLSTON et al., 2004; CASTRO et al., 2015).

Os produtos lacteos apresentam uma microbiota natural responsavel por
desenvolver caracteristicas sensoriais, conservar produtos e auxiliar na manutencao
da salude humana. As bactérias laticas apresentam uma elevada capacidade de
transformar substratos. E pesquisas tém sido conduzidas na busca de culturas
adequadas para fabricacdo de um determinado produto, ou em funcao de
propriedades especificas como a producao de bacteriocinas (DEEGAN et al., 2006;
BOURDICHON et al., 2012).

O queijo minas frescal ocupa o terceiro lugar no ranking de consumo de
qgueijos no Brasil (MIRAGAIA, 2013). Devido a intensa manipulacao apresenta uma
alta carga microbiana, a populacao microbiana desses queijos geralmente é
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considerada patogénica (JAY, 2005).

A aplicacao de substancias antimicrobianas para a conservacao de alimentos
vem sendo estudada por serem produzidas a partir de micro-organismos de interesse
industrial, as bactérias laticas sao amplamente empregadas na producao de
alimentos fermentados de origem lactea, o que viabiliza o estudo do emprego dessas
substancias visto que é de interesse da industria desenvolver alternativas para a
conservacao de alimentos (PARADA et al., 2007).

O conhecimento e 0 uso desses fatores combinados em um alimento formam
a teoria de obstaculos (LEISTNER, 1992), que permite o controle do prazo de
validade, a estabilidade microbiologica, bem como a prevencao da multiplicacao
e/ou producao de toxinas por micro-organismos patogénicos eventualmente
presentes (DE MARTINIS et al., 2002).

A qualidade dos produtos desenvolvidos vai depender do conhecimento
sobre 0s micro-organismos empregados e das caracteristicas tecnolbgicas
apresentadas pelos mesmos, e o estudo das substancias produzidas por esses
micro-organismos e a maneira como se comportam durante as etapas de
elaboracao de produtos alimenticios, a sua origem e a identificacao molecular para
comprovacao das suas caracteristicas (DE MARTINIS et al., 2003; CAMARGO,
2011).

Os mecanismos de resisténcias de bactérias contaminantes principalmente
sobre a acao de antibidticos tem se intensificado nos dltimos anos, contribuindo
para um aumento na ocorréncia de DTAs (Doencas Transmitidas por Alimentos), e
dificultando os processos de eliminacao desses micro-organismos, as bacteriocinas
podem ser utilizadas no combate da proliferacao desses micro-organismos, visto
que, sao substancias naturais de um determinado grupo de micro-organismos
amplamente empregados no processamento de alimentos (PARADA et al., 2007).

Uma série de pesquisas no campo da ciéncia dos alimentos tem se
concentrado em novas tecnologias de conservacao e producao de alimentos
funcionais, poucos destes métodos de conservacao e producao tém sido
implementadas pela indUstria de alimentos até agora (DEVLIEGHERE et al., 2004;
MESSAOUDI et al., 2013).

2. BACTERIAS LATICAS

Os micro-organismos caracterizados como bactérias laticas, geralmente
apresentam-se como Gram positivas, microaerofilas, catalase negativa e usualmente
nao apresentam motilidade. Sao muito exigentes, os meios elaborados para seu
cultivo devem ser ricos em hidrolisados proteicos, carboidratos, vitaminas e
nucleotideos, o pH geralmente é acidificado, contribuem para a fermentacao e
degradacao de aclcares presentes no leite, seu efeito antagonista impossibilita a
procriacdo de outras bactérias Gram positivas (KLANDER, 1983). E um grupo de
bactérias muito utilizado na indlstria de alimentos, por ter como principal
caracteristica a fermentacao da glicose a acido latico (LIU, 2008; RAIEK, IBRAHIM,
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2013).

0 metabolismo fermentativo desse grupo de bactérias € caracterizado pelo
acumulo de acidos organicos (acido latico, acético e propidnico) responsaveis pela
acidificacao e reducao do pH do meio, de acordo com o produto final da fermentacao
de carboidratos, podem ser classificadas em homofermentativas (produto final acido
latico) e em heterofermentativas (produto final acido latico, etanol e diéxido de
carbono), as caracteristicas do metabolismo fermentativo sao importantes para a
fabricacdo de alimentos, geralmente o micro-organismos deve ser adicionado a
produtos similares aos quais foram isolados, para melhor adaptacao da cultura (DE
SOUZA MOTTA, 2015).

O sabor e o0 aroma dos produtos fermentados estao relacionados com as
bactérias lacteas, pois conferem a textura e outras caracteristicas desejaveis nesses
produtos. Produz uma grande diversidade de enzimas glicoliticas, lipoliticas e
proteoliticas, que estao envolvidas na transformacao de nutrientes fundamentais em
compostos desejaveis (DE SOUZA MOTTA, 2015).

O fato de serem in6cuas consideradas como GRAS (geralmente reconhecido
como seguro do inglés “Generally recognized as safe”), faz com que seu uso para
fabricacao de produtos alimenticios possa ser viabilizado. O grupo das BAL compode-
se de doze géneros: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Lastosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pedicoccus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus € Wessella (JAY, 2005).

Aindustria de alimentos tem interesse em alguns géneros de bactérias laticas
sendo esses:

e Género Lactococcus: tem funcao de cultura iniciadora, principalmente na
fabricacao de queijo por serem responsaveis pela transformacao da lactose em
acido latico, suas enzimas também contribuem para maturacao, estando envolvidos
como a protedlise e conversao de aminoacidos em substancias volateis, como
também sao as principais responsaveis pelas caracteristicas organolépticas do
gueijo (PERRY, 2004), sao cocos gram positivos, homofermentativo, requerem meios
de culturas elaborados, crescem a temperaturas de 10°C a 45°C.

e GEénero Leuconostoc: muito utilizado na producao de picles e vegetais
fermentados (AQUARONE et. al. 2001), sao células esféricas gram positivas,
heterofermentativo, a fermentacao é restrita a mono e dissacarideos.

eGénero Pediococcus: muito utilizado como in6culo na inddstria de
fermentados carneos, por inibir um grande numero de micro-organismos
patogénicos contaminantes desses produtos (SCHIFFNER et. al, 1978); sao células
gue ocorrem alternadamente em dois planos com seus angulos formando
tetraedros, a fermentacao da glicose produz acido latico ou DL (+) - Lactato.

e Género Streptococcus: sao bactérias responsaveis juntamente com as do
género Lactobacillus pela producao do iogurte promovendo a acidificacao do leite
(NICKERSON et. al. 1978). Os Streptococcus sao células esféricas ou ovais, ocorrem
em pares ou em cadeia, seu metabolismo fermentativo produz acido latico, nao
produzindo gas.

Uma grande diversidade de pesquisas tem sido conduzidas para a utilizacao
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de bactérias laticas como culturas iniciadoras ou coadjuvantes na fabricacao de
produtos alimenticios (Tabela 1), com o intuito de padronizar 0os processos
produtivos, melhorar a seguranca e a qualidade dos produtos, preservando suas
caracteristicas tipicas (DE PREZZI, 2014; SOUZA MOTTA, 2015;).

Tabela 1: Bactérias laticas isoladas de diversos ambientes, sua aplicacao e beneficios promovidos
em produtos alimenticios
Culturas autoctones Produto Beneficios
Lctobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, e
Lactobacillus paracasei Bebidas Fermentadas
subsp. paracasei

Producao de acidos organicos e
melhor crescimento celular

Lactobacillus e

Acidificaca -
Staphylococcus Salsicha cidificagao e redugao de

microbiota indesejavel

L. lactis subsp. lactis, L.
plantarum e L. mesenteroides .. Melhoria dos atributos sensoriais
) Queijos
subsp. mesenteroides do produto

Pediococcus acidilactici e

~ . Reduz a proliferagao de
Staphylococcus vitulus Salsichao e chourico Uz a proll ¢

Enterobactereacea e patégenos

Efeito benéfico nas caracteristicas
Embutidos fermentados microbiolégicas, fisico-quimicas e
sensoriais
Melhora as caracteristicas fisico-
guimicas mantendo as
caracteristicas do queijo Romano
Pecorino

L. sakei e S. equorum

S. thermophilus, L.
delbrueckii subsp. lactis e L. Queijo Romano Pecorino
helveticus

FONTE: (DE SOUZA MOTTA, 2015)

3. 0 GENERO LACTOBACILLUS

Bactérias do género Lactobacillus apresentam morfologia de bacilos, Gram
positivos, microaerofilos, catalase negativa e nao apresentam motilidade
(GOLDBERG, 1994). Sua utilizacao em processos fermentativos agroalimentares é
devida ao fato de serem in6cuas consideradas como GRAS, relacionados com a
producao de alimentos de alta e média acidez, da qual podem participar como
coadjuvantes da fabricacao de leites fermentados, iogurtes e queijos.

Os Lactobacillus sao empregados na fabricacao de produtos lacteos com a
funcao de melhorar a seguranca do produto controlando agentes patogénicos pela
competicao entre eles; aumentar a vida Gtil do produto através da inibicao de micro-
organismos deteriorantes; melhorar as propriedades sensoriais e promover
beneficios a saude (ALVES, 2011).

Os fatores intrinsecos e extrinsecos relacionado ao crescimento de
Lactobacillus sao bastante amplos, apresentando capacidade de crescer em
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diferentes temperaturas e valores de pH, toleram O e diferentes concentracoes de
NaCl e NO2, estas caracteristicas fisiologicas sao ideais para que seu uso nao seja
limitado as condigoes de processamento (DE MARTINS, 2003).

Arapida acidificacao produzida na matéria prima e a producao de substancias
antimicrobianas destacando-se os acidos organicos (CsHsO3 € CH3COOH), H202 e
bacteriocinas, pode interferir no desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis
nos alimentos, através da competicao por oxigénio, competicao por sitios de ligacao.
A vida de prateleira dos alimentos pode ser controlada pelos fatores intrinsecos (pH,
sal, conservadores, fatores antimicrobianos naturais) e extrinsecos (periodo de
armazenamento, atmosfera da embalagem), e a utilizacdo desses fatores
combinados pode prolongar a vida de prateleira, a estabilidade microbiolégica e
impedir a producao de toxinas por micro-organismos patogénicos (DE MARTINS,
2003).

A necessidade de controlar bactérias patogénicas, devido a sua capacidade
de sobreviver em condicdes de baixo pH, € um grave problema na producao de
fermentados, nos Ultimos anos as pesquisas para a selecao de culturas com a
capacidade de produzir bacteriocinas antagdnicos as bactérias patogénicas tem se
intensificado com o intuito de manutencao da seguranca alimentar (JACOME et al.,
2013).

4. IDENTIFICAGAO MOLECULAR DE LACTOBACILLUS SP

Genomas de Bactérias laticas estao sendo sequenciados e as comparacoes
entre a organizacao genética e o conteudo informacional sao importantes para a
identificacao entre os diversos membros desse grupo. Devido a grande importancia
relacionada a seguranca alimentar 0s micro-organismos empregados em
formulacdes de produtos alimenticios (Figura 1) devem ser identificadas para
possibilitar a previsdao do seu comportamento, durante o processo tecnolégico
(YEUNG et al., 2002).
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Dendograma 1: Arvore filogenética de Bactérias Laticas representando as varias origens ou usos de
BAL: vermelho para a fermentacao de laticinios , azul para outra fermentacao , tais como cerveja,
vinho , plantas, ou carne, e verde para as bactérias do trato gastrointestinal.

 L-lactis cremoris

L L. lactis lactis

Streptococcus thermophilus
Oenococcus oeni

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus pentosaceus
L. plantarum
L. brevis

L. casei

L. sakei

1 L. delbrueckii bulgaricus
L. acidophilus E

group

0.05

Fonte: LIU et al. ( 2008)

A identificacao do genoma de bactérias laticas € uma oportunidade para
estudo gendmico e elucidacao das rotas metabdlicas de produgcao de compostos de
sabor e aroma, bem como a producao de enzimas envolvidas nos processos de
degradacao de proteinas e lipidios (LIU et al., 2008).

0 sequenciamento da porcao gendmica do rDNA 16S permite a identificacao
de diferentes espécies de bactérias laticas, por ser uma regiao conservada e comum
a diversas espécies (BARATTO et al., 2012).

O estudo molecular de bactérias laticas no Brasil ainda é incipiente. A
diversidade desse grupo de bactérias faz com que diferentes grupos de pesquisa
desenvolvam estudos nos mais variados aspectos. Existem varios métodos de
tipagem genética de micro-organismos, entretanto estes devem permitir a
diferenciacao clara entre isolados, e principalmente, deve ter uma elevada
reprodutibilidade. Nem todos os métodos moleculares de caracterizacao sao
igualmente eficazes, diferindo normalmente na capacidade discriminatoéria entre os
niveis taxondmicos. Como tal, a escolha do método a ser aplicado deve ser feita de
acordo com a finalidade pretendida, seja: identificacao ou diferenciagao, ou outros
aspectos como reprodutibilidade, poder discriminatério, custos envolvidos, etc.
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001; CANHOS et al., 1999; AMANN et al., 1995).

Uma das principais dificuldades em classificar as bactérias por métodos
fenotipicos € a capacidade de elas apresentarem diferentes caracteristicas em
diversas condicoes. Uma forma mais concreta para se identificar as bactérias é a
abordagem polifasica que consiste em testes bioquimicos e morfoldgicos apoiados
em métodos de analises moleculares (PRAKASH et al., 2007).

Entre as técnicas baseadas na analise de DNA as modificadas a partir da
reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction) tém
demonstrado boa aplicabilidade para as bactérias laticas (CUSICK; O’SULLIVAN,
2000; DRAKE et al., 1996; TENOVER et al.,1995), e estao cada vez mais tornando-
se simples e utilizadas na maioria dos estudos sobre identificacao de micro-
organismos de dificil classificacao taxondémica, a partir de perfis obtidos por
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eletroforese (FARBER, 1996).

0 uso de técnicas moleculares vem desde alguns anos atras demonstrando
que podem auxiliar na identificacao de micro-organismos. Segundo Lee et al. (2008)
a amplificacao do gene 16S do RNAr seguido do seu sequenciamento tem
demonstrado boas vantagens, pois com esse método é possivel realizar uma analise
filogenética bem detalhada das cepas em questao.

A amplificacao da regiao 16S RNAr permite fazer analises filogenéticas e
identificacoes de espécies mais confiaveis por ter essa regiao do gene bem
conservada e com dominios variados. E possivel realizar um alinhamento entre as
sequéncias analisadas, e assim comparar os pares de bases que uma contém e a
outra nao, dando caracteristicas diferenciadas entre as espécies (COCOLIN;
RANTSIOU, 2007). Pelos genes desta regiao serem muito conservados e estarem
presentes em maior quantidade nas espécies pode-se ter uma maior certeza e
precisao quanto a sua caracterizacao.

Muitas analises moleculares permitem ainda diferenciar isolados da mesma
espécie, usando primers especificos para cada analise de PCR. A amplificacao do
gene 16S permite observar a diversidade entre grupos de bactérias investigadas
mesmo quando a presenca desses organismos € em pequenas quantidades no
ecossistema. Estas técnicas possuem importancia por possibilitarem uma
caracterizacao dos isolados mais rapida e de maior seguranca (COCOLIN; RANTSIOU,
2007).

Existem varias técnicas moleculares que podem ser utilizadas para a
caracterizacao de Lactobacillus sp., esses métodos devem permitir a diferenciacao
das espécies assim como a investigacao da presenca de proteinas ou genes de
importancia tecnoldgica.

0 método ARDRA é uma ferramenta comumente empregada para estudar a
diversidade microbiana, que se baseia no polimorfismo do DNA. Assim, clones
contendo fragmentos do gene 16S rDNA, obtidos através do uso de iniciadores
universais ou especificos, sao amplificados por PCR e clivados por endonuclease de
restricao. A seguir os fragmentos sao separados em gel de agarose de alta densidade
ou gel de acrilamida. Os perfis resultantes sao utilizados para classificar a
comunidade em grupos genotipicos especificos ou para a tipagem de linhagens
(SKLARZ, 2009).

Esta analise consiste na otimizacao da reacao de amplificacao para obtencao
de bandas Unicas (amplicon Unico) do gene rRNA 16S (JENSEN et al., 1993), e apos
clivagem com enzimas de restri¢ao.

Ela também tem como principio do primer se ligar a fitas opostas de DNA alvo
e ocorrer a amplificacao desse segmento entre os dois primers adjacentes junto com
a enzima Taq polimerase. Os sitios de ligacao dos primers devem ter certo limite de
pares de bases, pois eles nao sao capazes de percorrer segmentos maiores durante
a amplificacdo (WU et al., 2006).
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5. METABOLISMO FERMENTATIVO DOS LACTOBACILLUS SP

Um dos principais fatores que contribui para a utilizacdo de Lactobacillus na
fabricacao de produtos lacteos fermentados é a producao do acido latico, e de
acordo com o produto final do metabolismo da glicose, os Lactobacillus estao
agrupados em:

* Homofermentativo: fermenta a glicose pela via glicolitica de Embden-
Meyerhof, possuem as enzimas aldolase e hexose isomerase, com deficiéncia da
enzima fosfocetolase
De acordo como Bergey’s Determinative Bacteriology, Holt et al. (1996) os
Lactobacillus homofermentativos, produzem 85% de acido latico a partir da glicose,
a presenca da enzima aldolase inibe a formacao de gas durante a fermentacao, a
fermentacao direta da glicose a acido latico, converte 1 mol/L?1 de glicose em 2
mol/L1 de acido latico.

* Heterofermentativo: fermenta a glicose pela via alternativa da pentose ou
hexose monofosfato, produzem a enzima fosfocetolase, porém nao produzem as
enzimas aldolase e hexose isomerase produzindo além do acido latico, o didxido de
carbono, o acido acético e ou etanol.

Os Lactobacillus com metabolismo heterofermentativo produzem 1 mol/
mol/L1 de acido latico; 1 mol/L't de diéxido de carbono e 1 mol/L'1 de etanol ou
acido acético a partir da glicose.

Tendo enfoque na producao de componentes de aroma e sabor o diacetil €
desejavel no processo de fabricacdo de iogurtes e alguns tipos de queijo,
empregando os Lactobacillus heterofermentivos, ja os Lactobacillus
homofermentativos sao empregados principalmente na fabrica¢ao de queijos.

6. BACTERIOCINAS

Os Lactobacillus sao amplamente utilizados para a fermentacao e
preservacao de produtos lacteos. Produzem compostos antimicrobianos, sendo
essenciais para a garantia da inocuidade e extensao de vida de prateleira.

A grande maioria dessas bactérias produz uma variedade de fatores
antagonicos durante o processo fermentativo, tais como substancias antibioticas,
proteinas bactericidas e produtos finais do metabolismo, como o acido latico
(DEEGAN et al., 2006, BOURDICHON et al., 2012).

As bacteriocinas sao proteinas bacterianas com propriedades
bacteriostaticas sobre diversas espécies de micro-organismos. Algumas delas do
grupo das bactérias laticas tem sido identificadas e caracterizadas e podem ser
divididas em bacteriocinas com espectro inibitério limitado, afetando apenas
espécies geneticamente proximas e as com espectro inibitério amplo, podendo
afetar diversas espécies de micro-organismos Gram positivos.

Sao classificadas em lantibidticas e nao lantibidticas, de acordo com suas
caracteristicas estruturais. As lantibiéticas contém aminoacidos incomuns, tais como
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deidroalanina, deidrobutirina e anéis de lantionina e as nao lantibiéticas contém
apenas aminoacidos nao modificados.

A acao das bacteriocinas depende da ligacao a receptores da superficie
celular bacteriana, com permeabilizacao da membrana citoplasmatica e formacao
de canais ibnicos que causam o efluxo rapido de componentes celulares de baixo
peso molecular. A producao de bacteriocinas é em geral feita por plasmidios, assim
como € plasmidial a resisténcia de bacteriocinas (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Estao
distribuidas em 4 classes de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e
genéticas:

» Classe | (lantibioticos): é constituida por peptideos termoestaveis de baixo
peso molecular (19 a 38 residuos de aminoacidos) que apresentam em sua
composicao aminoacidos raramente encontrados na natureza como lantionina
(COTTER; HILL; ROSS, 2005). A principal representante desta classe € a nisina,
produzida por algumas linhagens de Lactococcus lactis subsp. Lactis.

* Classe ll: € composta por peptideos de baixo peso molecular (< 10 kDa)
termoestaveis. Possuem um espectro de inibicao limitado. Geralmente apresentam
uma estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite sua insercao na célula alvo,
promovendo a despolarizagao da membrana e morte celular (NASCIMENTO;
MORENO; KUAYE, 2008). As bacteriocinas pertencentes a esta classe encontram-se
susbdivididas em:

4 Classe Il a: € composta por bacteriocinas que apresentam alta
especificidade contra L. monocytogenes. Seus representantes possuem 37 a 48
residuos de aminoacidos. Esta classe também € conhecida por familia das
pediocinas, devido a pediocina ser a predecessora das bacteriocinas dessa classe
(AYMERICH; HUGAS; MONFORT, 1998).

4 Classe Il b: é constituida por bacteriocinas que requerem a atividade
combinada de dois peptideos, com um mecanismo de acao que envolve a dissipacao
do potencial de membrana e diminuigao da concentracao intracelular de ATP. Estes
peptideos apresentam atividade bacteriocinogénica muito baixa se forem
empregados individualmente (COTTER; HILL; ROSS, 2005).

4 Classe Il c: as bacteriocinas pertencentes a esta classe apresentam
uma uniao covalente das terminacoes C e N, resultando em uma estrutura ciclica.
Sao representantes desta classe: a enterocina AS-48, a circularina A e a reutericina
6 (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008).

* Classe lll: esta classe é composta por grandes proteinas (> 30 kDa) que sao
sensiveis ao tratamento térmico (60-100°C por 15 minutos) e complexas quanto a
atividade e a estrutura proteica. O mecanismo de acao destas bacteriocinas se
diferencia das demais classes por promover a lise celular através da lise da parede
celular do micro-organismo alvo (COTTER; HILL; ROSS, 2005).

* Classe IV: encontram-se grandes complexos peptidicos contendo
carboidrato ou lipidio em sua estrutura. Contudo, Cleveland et al. (2001) acreditam
gue estes complexos sao artefatos de purificacao parcial € nao uma nova classe de
bacteriocinas.

As bacteriocinas mais estudadas sao a nisina, a pediocina, e a sakacina
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produzidas por Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici e Lactobacillus sakei, o
estudo da aplicacao de culturas produtoras de bacteriocinas com o intuito de realizar
a bioconservacao tem sido realizada principalmente em produtos lacteos e carneos
fermentados.

A nisina € uma bacteriocina produzida por Lactobacillus lactis. lactis, e a Ginica
cujo uso em alimentos é autorizado pela “United States Food and Drug
Administration”(FDA). E utilizada na preservacao de alimentos em varios paises
(FRANCO, LANDGRAF, 2005).

7. EMPREGO DE LACTOBACILLUS SP. NA FABRICAGAO DE ALIMENTOS

A bioconservacao de alimentos, através da adicao de micro-organismos ou de
substancias naturais, € uma alternativa interessante para aumentar a vida de
prateleira, garantir a seguranca microbioldgica, reduzir o uso de aditivos sintéticos,
mantendo as caracteristicas sensoriais e nutricionais de produtos pereciveis. Esta
tecnologia de conservacao alimentar € amplamente utilizada nos EUA, onde conta
com a aprovacao da FDA, porém esta tecnologia de conservacao nao esta
regulamentada na legislacao europeia. A legislacao Brasileira prevé o uso de
substancias com acao antimicrobiana na conservacao de alguns alimentos de
origem animal como fermentados lacteos, entretanto nao possui legislacao
especifica para o uso desse tipo de tecnologia (CARVALHO, 2016).

As principais vantagens referentes aos usos desta tecnologia relacionam-se
com a menor limitacao em relacao aos conservantes quimicos uma vez que esses
micro-organismos ou substancias naturais ja estao naturalmente presentes nos
produtos fermentados; ndo sao conhecidas resisténcias e o impacto ambiental é
minimo ja que sao rapidamente eliminadas pela cadeia alimentar; possuem um
espetro de acao muito definido; a sua atividade € potencializada pelo pH e
apresentam um efeito sinérgico com outros agentes metabdlicos antimicrobianos;
sua utilizacao é compativel com a rotulagem de produto biolégico ja que a
conservagao € obtida sem conservantes quimicos nem de sintese (FREIRE, 2010).

O processo de bioconservacao pode apresentar como desvantagens a
possivel alteracao das caracteristicas sensoriais dos produtos alimenticios, pode
apresentar custos elevados para producao e desenvolvimento de produtos, micro-
organismos e substancias com atividade antimicrobiana (FREIRE, 2010).

A aplicacao de Lactobacillus sp. ou de suas substancias antimicrobianas em
um produto com funcao de bioconservacao pode ocorrer com a utilizacao de técnicas
“in situ” o micro-organismo desenvolve-se naturalmente no alimento, os
Lactobacillus sp. produtores de substancias antimicrobianas estarao sujeitos as
condigoes de processamento do alimento tendo de competir com a microflora
natural do alimento sem causar alteracodes fisico-quimicas e sensoriais no alimento,
também podem competir com micro-organismos patogénicos protegendo o alimento
em casos de abuso de temperatura (SAEED, SALAM, 2013).

Na utilizacao de técnicas “ex situ” o crescimento microbiano € controlado e
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incorporado ao alimento as substancias antimicrobianas produzidas, as
bacteriocinas podem ser adicionadas na forma de concentrados obtidos do
crescimento de Lactobacillus sp. ou as substancias podem ser purificadas e
adicionadas aos alimentos sendo possivel controlar a dose a ser aplicada obtendo
resultados mais confiaveis (PEREZ et al., 2014).

Os Lactobacillus sp. sao empregados na fabricacao de produtos de origem
lactea, carnea e vegetal, sendo os principais produtos fermentados obtidos por seu
uso os produtos de origem lactea como leites fermentados, bebidas lacteas e
queijos, sua aplicacao nesses produtos deve-se a sua ocorréncia natural na
microbiota do leite e de produtos lacteos, a manutencao das caracteristicas fisico-
guimicas e microbiologicas durante a vida util do produto (RESENDE et al., 2011), e
o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do produto durante os processos
de fermentacao e maturacao (LIU et al., 2008; RAIEK; IBRAHIM, 2013).

O conhecimento do metabolismo dos Lactobacillus sp. para sua utilizagao
como cultura bio-protetora é fundamental, visto que estara sujeito as condicoes de
processamento que podem interferir no crescimento e producao de substancias com
efeito antagodnico, os micro-organismos devem ser isolados e caracterizados quanto
ao crescimento em diferentes condicoes de temperatura, pH e concentracao de
NaCl, determinar a concentracdo minima inibitéria das substancias produzidas
contra patégenos para garantia do efeito inibitério desejado (JACOME et al., 2013).

O uso de bactérias laticas como cultura iniciadora em produtos fermentados
esta relacionado a seu metabolismo primario que contribui para a rapida acidificacao
do produto e conservacao durante o tempo de armazenamento (RAIEK, IBRAHIM,
2013), o metabolismo de proteinas e lipidios contribui para a evolucao dos
componentes de sabor e aroma de diversos fermentados lacteos, principalmente no
queijo estao diretamente envolvidas no desenvolvimento do “flavor” no decorrer do
processo fermentativo e de maturacao (LIU et al., 2008).

Durante o processo fermentativo os micro-organismos utilizados como
culturas iniciadoras sofre autdlise e nesse processo liberam para o meio extracelular
componentes citoplasmaticos, esse processo parece exercer efeitos benéficos na
modificacao e manutencao dos atributos sensoriais e fisico-quimicos do produto,
principalmente devido a atividade proteolitica exercida no produto (DE SOUZA,
2006).

A microbiota dos queijos contém naturalmente bactérias do género
Lactobacillus, e sua aplicacao industrial € de grande importancia para a manutengao
das caracteristicas desejaveis do produto e da evolucao dos atributos sensoriais
durante o processo de maturacao, onde esses micro-organismos sao responsaveis
pela conversao nutrientes fundamentais em componentes do aroma e sabor do
produto (HERMMANS, 2013).

Para o desenvolvimento das caracteristicas dos queijos, o metabolismo
proteolitico dos Lactobacillus é de fundamental importancia, durante o crescimento
esses micro-organismos degradam a caseina presente no queijo formando peptideos
e aminoacidos livres que sao os principais precursores dos compostos de sabor do
queijo (DE SOUZA MOTTA, 2015).
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8. CONCLUSAO

O uso de tecnolédgico de bactérias laticas para a fabricacao de alimentos
fermentados, hoje apresenta novas possibilidades principalmente no que diz
respeito a bioconservacao, seja por sua aplicacao direta em alimentos ou o0 uso de
seus produtos metabdlicos.

Ajustes a legislacao de alimentos devem promover o uso de substancias
antimicrobianas como as bacteriocinas acompanhando o desenvolvimento de
pesquisas cientificas no ambito da producao dessas moléculas e sua aplicagao como
conservante na fabricagao de produtos fermentados.

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus apresentam potencial para
uso na fabricacdao de produtos alimenticios pois adaptam facilmente as
caracteristicas intrinsecas desses produtos desenvolvendo um ambiente indesejavel
para a reproducao de micro-organismos patogénicos e deteriorantes.

Além dos aspectos de seguranca alimentar os Lactobacillus sp. apresentam
producao de substancias que promovem a melhoria dos aspectos sensoriais dos
produtos.

Novas pesquisas devem ser realizadas para o conhecimento do genoma, do
comportamento desse grupo de bactérias na fabricacdo de alimentos e dos
potenciais usos de suas substancias para melhoria tecnolégica dos processos de
fabricacao de alimentos.
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ABSTRACT: The growing concern about improving quality of life, preventing diseases,
reducing the use of preservatives, improving the sensorial quality of traditional
products, has stimulated the development of research related to the molecular and
technological characterization of microorganisms producing substances with
potential For application as a bioconservative, lactic acid bacteria have a great
potential for extending shelf life of products, their metabolism produces numerous
compounds capable of inhibiting the growth of pathogenic and deteriorating
microorganisms. The fermentative metabolism of this group of bacteria is
characterized by the accumulation of organic acids responsible for the acidification
and reduction of the pH of the medium, according to the final product of the
fermentation of carbohydrates, can be classified into homofermentative and
heterofermentative, the characteristics of the fermentative metabolism are
Important for the manufacture of food, generally the micro-organisms should be
added to similar products to which they have been isolated, for better adaptation of
the culture. Its main use is in obtaining fermented products obtained by its use
products of milk origin such as fermented milks, dairy drinks and cheeses, its
application in these products is due to its natural occurrence in the microbiota of milk
and dairy products, maintenance of the characteristics Physical-chemical and
microbiological characteristics during the life of the product, and the development of
sensorial characteristics of the product during fermentation and maturation
processes. The technological use of lactic acid bacteria for the manufacture of
fermented foods presents new possibilities, especially regarding the bioconservation,
either by its direct application in foods or the use of its metabolic products.
KEYWORDS: Fermentative Metabolism, Bacteriocins, Bioconservation, antimicrobial
substances, Lactobacillus sp..
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