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RESUMO

Neste trabalho, avaliouse a atividade antimicrobiana de substéncia produzida por Bacillus
amyloliquefaciens sobre a microbiota do mexilh&o Perna perna cultivado na praia do Sambaqui, na
cidade de Floriandpolis. Para a realizacdo dos testes de inibicdo realizaram se 3 coletas nas quais as
amostras de mexilhdo foram submetidas inicialmente a Contagem Padrédo em Placas para
microrganismos psicrotroficos. Para a obtencdo do extrato, as culturas estogues de B.
amyloliquefaciens foram centrifugadas e saturadas. ApGs nova centrifugagcdo, o precipitado foi
ressuspendido em tampéo fosfato, dialisado e esterilizado por filtragdo. As bactérias isoladas do
mexilh&o foram cultivadas sobre placas de TSA onde foram feitos 2 pocos de 5mm de didametro nos
quais adicionouse 80k da solucdo inibidora. Foi observada a formacdo ou ndo de haos de
inibicdo ao redor dos pogos. Das 39 colonias isoladas, 9 apresentaram halos de inibigdo e foram
identificadas como Bacillus sp, Aerococcus viridians, Acinetobacter spp., Corynebacterium spp e
Saphylococcus epidermidis. Foi possivel verificar que a substdncia produzida por B.
amyloliquefaciens teve uma discreta acdo sobre a microbiota do mexilhdo Perna pena quando
aplicada diretamente na carne do mesmo, apresentando um comportamento bacteriostatico. Os
géneros Bacillus sp, Aerococcus viridians, Acinetobacter spp., Corynebacterium vitarumen,
apresentaram mudanca da cor do indicador do meio Niven modificado, sugerindo a formagéo de

compostos alcalinos.

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, mexilh&o, substancia antimicrobiana e histamina



ABSTRACT

The antimicrobial activity of a substance produced by Bacillus amyloliquefacens was evaluated
against the Perna perna mussel microbial charge in this work. Mussels were farmed at Sambagqui
beach facilities in Floriandpolis city. Three collects were done for the inhibition assays. Mussels
samples were analysed for psicrotrophic microorganisms. The Bacillus amyloliquefacens stock
culture were centrifugated and saturated for the obtaintion of the extract. After new centrifugation
the precipitate was ressuspended in phosphate buffer, dialised and sterilized by filtration. The
isolated bacteria was cultivated on TSA plates when were done 2 wells of 5mm diameter in which
was added 801 of inhibitory solution. The formation or not of inhibitory halos at border of wells
were observed. In the 39 isolated cultures 9 presented sensibility to antimicrobial substance. Was
possible to verify that the produced substance by Bacillus amyloliquefacens have a discrete action
over the Perna perna mussel microbiotic. When applied direct on the mussel muscle it presented a
bacteriostatic behavior. The strains inhibited by the antimicrobial substances were also tested in

vitro, toinvestigate their ability in produce histamine.

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, mexilh&o, substancia antimicrobiana e histamina



1. INTRODUCAO

A relacdo entre 0 homem e o mar vem sendo desenvolvida desde o principio da historia
Entretanto, devido ao acesso a novas tecnologias, esta relacdo estd se tornando mais intensa a
medida que o ser humano cria condi¢des de determinar seu futuro junto a esse ambiente. Mas para
isso, €le depende das agdes que realiza no presente. A prética do cultivo de moluscos bivalves € um
exemplo disto. Desde que o homem comecou a frequentar as praias ele usou bivalves como
alimento. Vestigios do consumo desta fonte proteica podem ser verificados em muitas costas
através de sambaquis, onde povos antigos durante muitas geragoes, alimentavam-se de moluscos e
jogavam suas conchas neste ambiente (STORER et al.,1991). Nos ultimos anos, as técnicas para
uma explotagdo comercial obtiveram um grande avango, resultando em um maior controle durante
todo o processo de cultivo (MARENZI, 1997).

O cultivo de moluscos bivalves, além de ser uma excelente opcdo alimenticia, surgiu como uma
alternativa de renda para os pescadores artesanais, permitindo o desenvolvimento direto ou indireto
de um grande nimero de empregos e gerando oportunidades a todos os membros da comunidade
pesqueira.

Tendo em vista que esta atividade apresenta baixos custos de producéo e uma alta rentabilidade, o
cultivo de mexilhdes vem aumentando a cada dia. No Estado de Santa Catarina, houve uma grande
evolucdo na producdo. Em 1991 (apenas dois anos apos o inicio desta atividade no Estado) a
producdo de mexilhdes encontrava-se em torno de 190 toneladas e estava restrita ao litoral daregido
central do Estado (Floriandpolis). Em 1994, este valor subiu para 2500 toneladas e na safra de 1997
aproducdo atingiu 6397.3 toneladas (ROSA et al., 2000). Na safra de 2000/2001, a producéo foi de
11.369 toneladas, envolvendo 1.056 produtores, estes valores adicionados aos da producéo de

ostras, tem contribuido para transformar o Estado no maior produtor nacional (EPAGRI, 2002).

A mitilicultura é caracterizada como sendo um sistema intensivo de monocultivo semi-integral, ndo
exigindo como em outros cultivos intensivos, laboratorios de incubacdo. Além de ndo ser necessario
cuidados especiais com a aimentacdo dos organismos, as larvas podem ser obtidas diretamente da
natureza. No Brasil, é na espécie Perna perna (Linnaeus, 1758), que estdo concentrados a maioria
dos estudos e investimentos em cultivos de mitilideos (MARENZI, 1997).



E possivel redizar a colheita do mexilh@ em qualquer época do ano, mas é durante os meses de
verdo que a comercializacdo é mais intensa. Nesse periodo hd um aumento populaciona devido ao
fato das zonas produtoras ®rem também zonas turisticas. Neste caso, hormalmente a venda &
realizada pelo produtor diretamente ao consumidor ou através de intermediarios para mercados,
peixarias e restaurantes (ANTONIOLLI, 1999).

Os mexilhdes podem ser comercializados “in natura’ (a concha) ou desconchados (apenas o
“miolo”), nas proporcdes de 30% a 70%, respectivamente. Do desconchado, metade € vendida a
granel e os outros 50% sio embalados em sacos plésticos (MINISTERIO DA AGRICULTURA E
DO ABASTECIMENTO, 2002). Ainda é muito comum a realizacdo do desconchamento nas
comunidades pesgueiras. Esta prética artesanal € realizada em locais onde a manipulagdo € feita
sob baixas condi¢fes higiénico-sanitérias, normalmente em ranchos com estruturas improvisadas,
gerando preocupactes com relagdo a qualidade do produto. Para que 0 mesmo segja vendido sem
riscos ao consumidor, é necessério que todo o beneficiamento sgja realizado em infra-estruturas que
permitam obter produtos seguros e de qualidade. Nas unidades de beneficiamento, os mexilhdes sao
submetidos a tratamentos térmicos, uso de refrigeracao adequada e adicdo de aditivos, garantindo a

qualidade final do produto além de proporcionar o aumento da vida Gtil do mesmo.

Geramente os aditivos quimicos sdo empregados para limitar 0 nimero de microrganisSmos capazes
de crescer no interior dos alimentos, porém o aumento da informagdo do consumidor quanto ao
risco potencial a salde associado com essas substancias tem levado pesquisadores a examinar a
possibilidade do uso de bioconservantes, como por exemplo as bacteriocinas (ABEE et al., 1995). O
uso destas substancias em alimentos € sugerido devido a agdo das mesmas contra bactérias

associadas com a deterioracéo de alimentos e com doencas alimentares (HANLIN et al.,1993).

Algumas bactérias sBo uma fonte de peptideos antimicrobianos, os quais tem sido pesquisados para
aplicagdo em alimentos microbiol ogicamente seguros. Estas substancias, denominadas bacteriocinas
foram caracterizadas primeiramente em bactérias Gram negativas. As colicinas de E. coli sdo as
mais estudadas e constituem um diverso grupo de proteinas antimicrobianas, com atividade letal
para bactérias estreitamente relacionadas. Entre os mecanismos de agéo estariam a inibicdo da
sintese da parede celular, permeabilizacdo da membrara das células alvo ou inibi¢do da atividade de
RNase ou DNase. Entre as bactérias Gram positivas, as bactérias acido laticas tem sido exploradas
COMO uma reserva para peptideos antimicrobianos com aplicacdo em alimentos (CLEVELAND et

al., 2001). H& também bacteriocinas produzidas por microrganismos do género Bacillus, que nédo

2



atraem tanto atencdo como aquelas produzidas pelas bactérias &cido laticas. Diferente destas, que
inibem naturalmente bactérias Gram positivas, as bacteriocinas produzidas pelas cepas de Bacillus
spp. demonstram uma maior diversidade em suas atividades inibitérias (ZHENG & SLAVIK,
1999).

Batista (1993) verificou a producdo por Bacillus amyloliquefaciens de uma substancia com acéo
inibitéria sobre o desenvolvimento de Listeria monocytogenes. Como ainibi¢cdo ndo ocorreu devido
a producéo de &cidos ou peroxido de hidrogénio e tampouco a exaustédo de nutrientes, o estudo

sugeriu a possi bilidade de que a substancia antimicrobiana fosse uma bacteriocina

Dados de surtos de doengas alimentares causadas pela ingestdo de alimentos marinhos no periodo
de 1988 - 1992 nos Estados Unidos, mostraram que 35% ocorreram devido ao consumo de
moluscos contaminados e 51% pela ingestédo de peixes, 0s quais continham com altos niveis de
histamina (Scombroid fish poisoning) (HUSS, et al. 2000). Casos de intoxicages por histamina
ocorrem em funcdo do consumo de peixes (por exemplo, familia Scombridae — atuns, bonitos,
abacora, entre outros), que contém caracteristicamente altos niveis de histidina livre em seus
tecidos musculares. Este aminoacido € decarboxilado por varias espécies diferentes de bactérias,
contudo Morganella mornanii, Klebsiella pneumoniae e Hafnia alvel, tém sido normamente
isoladas de peixes envolvidos em envenenamentos por histamina (TAYLOR & SPECKARD, 1983
apud BEN-GIGIREY et al., 1999).

A pesguisa apresentada nesta dissertagdo pretende verificar primeiramente a agdo de uma substancia
antimicrobiana produzida por Bacillus amyloliquefaciens, sobre a microbiota do mexilh&o Perna
perna. Isolar e identificar as bactérias presentes na microbiota do mexilhdo que sejam inibidas por
essa substancia e investigar se as mesmas produzem histamina, sdo outros objetivos deste trabal ho.
As andises foram realizadas em mexilhGes de cultivo, hga vista a grande importancia desta
atividade ndo sO pelas oportunidades que ela gera aos membros da comunidade pesgueira, como
também devido ao grande consumo destes organismos pela populacdo em geral. Através deste
trabalho procurou-se contribuir e instigar o interesse do uso de bioconservantes para controlar a
microbiota do mexilhdo Perna perna, produto de grande importancia econdmica no Estado de Santa
Catarina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Osmoluscos bivalves e a saude publica

Cientificamente a espécie Perna perna pertence ao filo Mollusca; classe Bivalvia (LINNAEUS,
1758); ordem Mytiloida (FERUSSAC, 1822); familia Mytilidae (RAFINESQUE, 1815); género
Perna (RETZIUS, 1788) e espécie Perna (LINNAEUS, 1758).

O mexilhdo Perna perna (LINNAEUS, 1758) habita regides entre-marés, sendo muito abundante
do litoral do Espirito Santo até Santa Catarina (MARENZI, 1997). Por apresentar esta ampla
distribuicdo geogréfica, recebe varias denominagbes populares, como marisco-preto, marisco da
pedra, sururu e ostra de pobre. No Estado de Santa Catarina é conhecido popularmente como
marisco (ROSA, et al. 2000).

Os hivalves constituem a segunda grande classe de moluscos, com aproximadamente 20.000
espécies largamente distribuidas em é&guas doces e salgadas, sendo mais comuns das linhas de
marés até aguas rasas. Sua concha de certa forma oval, € um exoesqueleto firme que protege o
corpo e fornece pontos de fixagdo para os musculos (STORER et al., 1991). Essa é composta por
duas valvas, que se mantém unidas com a ajuda de um ou dois musculos adutores (LUDORFF &
MEYER, 1978).

A parte do molusco contida no interior da concha é congtituida pela massa visceral, pé, branquias e
manto. A massa viscera situada medianamente, fixada dorsalmente, contém os anexos e
prolongando-se ventralmente forma o pé. Partindo dorsalmente da massa visceral, 0 manto forma
duas pregas laterais que se gjustam as faces internas das valvas. Entre as dobras do manto e a massa
visceral Situa-se a cavidade palial contendo em cadalado um par de branquias laminares. As bordas
posteriores do manto formaram duas aberturas denominadas sifdes, representados por dois curtos
tubos, um ventral ou inalante e outro dorsal ou exalante. Através do primeiro siféo, penetra a dgua
gue banha as branquias para a respiracéo; o siféo exalante elimina a agua, os excrementos, bem
como os gametas (MORANDINI, 1978).



O pé do mexilhdo tem formatubular, € movel e esté ligado a um conjunto de musculos. Na base do
pé, h& um conjunto de glandulas chamadas bissogénicas, que secretam filamentos protéicos de alta
resisténcia - o hisso, responsavel pela fixagdo do animal no substrato (ROSA et al., 2000). O bisso
dos animais jovens € bastante fragil, ao contrario do bisso dos adultos, que apresenta extraordinaria
resisténcia ao arrancamento. Quanto mais jovem o animal, maior a capacidade de regeneracéo do
bisso (MARQUES, 1998).

As branquias possuem duas fungfes principais. a respiracdo e a selecéo de particulas de alimento
(ROSA et al., 2000). A adsorcéo de oxigénio é feita parcialmente pelas branquias e principamente
pelas membranas existentes em toda a superficie externa do manto. A passagem da dgua do mar no
interior do mexilh&o € continua, a ndo ser apods a retirada deste da &gua, ocasionando o fechamento
das valvas as quais permanecem fortemente cerradas pelo musculo adutor. Neste caso, a taxa
metabdlica apresenta um nivel minimo, suficiente apenas para a manutencéo das fungdes vitais do
organismo, consequentemente o mexilhdo utiliza apenas o oxigénio dissolvido na agua armazenada
dentro das valvas. Neste estado, o mexilhdo pode sobreviver por um periodo de tempo bastante
varidvel, geralmente de seis a 20 horas, dependendo da temperatura ambiente, idade e vigor dos
animais (MARQUES, 1998).

Quanto a sua biologia reprodutiva, o Perna perna caracteriza-se por ser didico, sendo necessdria a
abertura das valvas para que se possa diferenciar 0 sexo. A separacdo é realizada pela coloragdo das

gbnadas, branca |leitosa nos machos e vermelha-a aranjada nas fémeas (ROSA et al., 2000).

A adimentacdo se baseia em sistema de cilios e muco, onde os cilios laterais dos filamentos
branquiais provocam a entrada de &gua na cavidade do manto. Ao passar pelas branquias, as
particulas de agua sdo aprisionadas no muco e transportadas em filamentos de muco dé a base
destas e dai através dos palpos labiais até a boca. Os palpos labiais aceitam algumas particulas e
rejeitam outras que caem no fundo da cavidade do manto de onde séo eliminadas mais tarde como
pseudofezes. As particulas remanescentes sdo levadas até o estbmago onde um elaborado conjunto
de tratos ciliados de triagem age antes da digestéo (STORER et al., 1991). No interior do estdbmago,
encontra-se 0 estilete cristalino, constituido por enzimas digestivas, atua como auxiliar quimico e
mecanico na digestdo. A parte posterior do estbmago esta ligada ao intestino, o qual por sua vez

encontra-se adjacente ao siféo exalante, por onde sdo langadas as fezes (ROSA et al., 2000).



Ao se aimentar pelo bombeamento de grandes quantidades de &gua através da ado de cilios, os
quais filtram particulas microscopicas, ocorre a concentragdo de plancton, bactérias, virus,
substéncias quimicas e outras particulas pequenas no trato digestivo do animal. Os moluscos
bivalves possuem uma populacéo microbiana “residente”, que no caso de ostras tem se observado
que oscila entre 10* a 10° bactérias/g de tecido (ICM SF, 1985).

A maioria das bactérias associadas aos moluscos bivalves sdo Gram negativas, entre as quais
encontramse as espécies de Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Flavobacterium,
Pseudomonas e Vibrio. Em menor nimero, os microrganismos Gram positivos sdo hormal mente
representados por espécies de Bacillus Corynebacterium e Micrococcus (BAUTISTA, 1989;
ICMSF,1985; FRAZIER & WESTHOFF, 1993; ELEMENTOS DE APOIO PARA O SISTEMA
APPCC, 2000). Assim sendo, os moluscos atuam como transportadores passivos de
microrganismos, gue podem ser patdégenos ao homem. Este fato € conhecido em nivel mundia e
constatado através de diversos relatos de doencgas causadas devido ao consumo desses bivalves. Os
moluscos bivalves sdo freglentemente consumidos crus ou ligeiramente cozidos, diretamente da
concha ou preparados em pratos de frutos do mar (LISTON in ICMSF, 1985). Em ambos os casos
todo o anima é consumido, incluindo o trato gastrointestinal e seu contelido. Desta forma, os
moluscos s80 potenciais vetores de doencas transmissivels pela &gua, sendo que as intoxicactes ou
infecgbes podem ter origens distintas. bacteriana, viral, micética, parasitaria, alérgica e
indeterminada (BUSSANI, 1990).

Os agentes bacterianos que tém sido associados a doengas produzidas pelo consumo de moluscos
em humanos incluem: Salmonella typhi, S. paratyphi, Vibrio spp., Shigella spp, Campylobacter
jguni e Escherichia coli. Em adicdo, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila e
Enterobacter spp., também tém sido implicadas como possiveis agentes de doencas relacionadas ao
consumo de moluscos bivalves (STELMA & MCCABE, 1992; KLONTZ & SCOTT in OTWELL
et al., 1991; HUSS et al., 2000).

S typhi e S paratyphi sdo as duas espécies de Salmonella mais relacionadas com salmonel oses
transmitidas a0 homem devido ao consumo de moluscos bivalves (ICMSF, 1985; STELMA &
MCCABE, 1992). Esses microrganismos sao encontrados no trato intestina de mamiferos,
passaros, anfibios e répteis e sua presenca em moluscos indica a poluic¢éo das orlas litoraneas, onde
0S mesmos sdo cultivados (ou capturados) juntamente com dejetos humanos ou de animais (HUSS,
1997; ELEMENTOS DE APOIO PARA O SISTEMA APPCC, 2000). Seu periodo de incubacéo,

6



varia em média de 12 a 24 horas, e 0s sintomas persistem por trés a 14 dias, sendo 0s mais comuns
nausea e vomito, dores abdominais e febre (TRABULSI, 1991; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Pelo menos cinco espécies de Vibrio tem sido associados com doencas causadas pelo consumo de
moluscos, sendo que V. parahaemolyticus e V. cholera séo os mais comuns (KLONTZ & SCOTT
inOTWELL et al., 1991).

Os sintomas de infecgdes causadas por consumo de moluscos contaminados em humanos podem se

apresentar por si mesmas ou em mais de um sintoma clinico (Tabela 1).

Tabela 1: Apresentacdes clinicas de infeccfes bacterianas e virais em humanos, causadas por

consumo de moluscos contaminados

Apresentacéo Clinica

Organismo Gastroenterite Hepatite Septicemia
Salmonella
S typhi XX
S paratyphi XX
Vibrio
V. cholerae 01 XX
V. cholerae ndo 01 XX X
V. parahaemolyticus XX X
V. mimicus XX
V. hollisae XX
V. fluvialis XX
V. wulnificus X XX
Shigella XX
Campylobacter* XX
Virus- Hepatite A XX
Virus— Norwalk XX
XX — apresentagdo mais comum X — apresentacdo menos comum * papel ndo bem definido

Fonte: Klontz & Rippy in Otwell et al., 1991



A freqlente descarga de desgjos humanos em aguas estuarinas, proximidades da costa, lagos e rios
e 0 crescimento constante da populagdo nas cidades litoraneas contribuem com o aumento da
preocupacdo no consumo de moluscos (LISTON in ICMSF, 1985). Devido a esses fatos, os
moluscos bivalves requerem medidas especiais em relacdo a um controle sanitario adequado, as
quais tem como interesse bésico o controle ambiental direto das &guas de cultivo (CHICHESTER &
GRAHAM, 1973). Além disso, apds a captura, cuidados com 0 manejo, processamento e
armazenamento s80 essenciais no sentido de ndo se desenvolverem condi¢des para 0 crescimento

bacteriano, garantindo assim, um produto sem riscos a salde publica.

O fato de alguns géneros de bactérias que possuem a capacidade de decarboxilacdo da histidina
(e.g. Vibrio spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp. Aeromonas spp. e Acinetobacter spp.)
pertencerem ao grupo de microrganismos contaminantes do mexilh&o, gera algumas duvidas com

relacdo a presenca desta toxina nos muscul os destes mol uscos.

2.2 Substancias antimicr obianas

A preservacdo de alimentos tem sido praticada desde tempos antigos onde utilizava-se
principalmente o aglcar, o sal, a pimenta, a defumagdo e a fermentacdo como métodos de
conservacdo. Atualmente, a preservacdo depende quase que exclusivamente de conservantes
quimicos incluindo acidos organicos (p. ex. acético e benzoico), sulfitos, nitritos, antioxidantes,
oxidos, etileno e outros (DZIEZAK, 1986; ROBACH, 1980 apud MURIANA, 1993).

Ocorrendo naturalmente, agentes antimicrobianos tem potencial beneficio na aplicagdo em
alimertos, do ponto de vista de serem “naturais’, podendo o seu uso reduzir o nivel de aditivos
quimicos em alimentos (MURIANA, 1993).

Bacteriocinas sGo um grupo heterogéneo de proteinas antibacterianas que variam em espectro de
atividade, modo de acdo, peso molecular, origem genética e propriedades bioguimicas
(DAESCHEL, 1989; ABEE et al., 1995). Elas sdo produzidas nos ribossomas e séo provavelmente
inativadas pelas proteases no trato gastrointestinal (HOLZAPFEL et al., 1995).



A nomenclatura empregada para bacteriocinas € inconsistente. Algumas bacteriocinas tem sido
nomeadas com base na espécie bacteriana que a produz, por exemplo bacteriocinas de Listeria tem
sido chamadas de listeriocinas. Algumas vezes o0 nome do género pode ser usado inteiro ou
truncado (ECKNER, 1992).

As bactérias &cido laticas (Lactic Acid Bacteria - LAB) sdo organismos industrialmente
importantes, reconhecidos por sua habilidade fermentativa tdo bem como pelos seus beneficios
nutricionais e a salde. Espécies usadas para fermentacdo de alimentos pertencem aos géneros
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e Carnobacterium
(DAESCHEL, 1989; ECKNER, 1992; NETTLES & BAREFOOT, 1993). Uma vez usadas para
retardar a deterioracdo e preservar alimentos através de fermentagdes naturais, elas tem sido usadas
em aplicacOes comerciais como culturas “starters’ em industrias de laticinios e carnes (ABEE et al.,
1995). Além disso, também sdo conhecidas por serem capazes de inibir o crescimento de uma
ampla variedade de bactérias (JACK, et al., 1995; STOFFELS, et al., 1992; PILET et al.,1995,
CLEVELAND et al., 2001) por meio da producdo de vérios componentes tais como acidos
organicos, peroxido de hidrogénio, CO,, deplecdo de nutrientes, e sintese de antibiéticos e
bacteriocinas (Tabela 2) (DAESCHEL, 1989; NETTLES & BAREFOQT, 1993; MORENO et al.,
1999; SAAD et al., 2001).

Embora um dos principais papéis das bactérias &cido |&ticas em aimentos fermentados tem sido a
preservacao desses, suas contribuicdes ao “flavor”, aroma e extura dos produtos sdo igualmente
desgaveis (ECKNER, 1992; NETTLES & BAREFOOT, 1993). Através da longa histéria do uso
seguro em alimentos, as bactérias acido |éticas séo geramente conhecidas como seguras (generally-
recognized-as-safe GRAS) (MURIANA, 1993; NETTLES & BAREFOOQOT, 1993).

Varios produtos, especialmente produtos lacteos, o uso da preservacdo bioldgica pode também
contribuir para o beneficio da salde, por exemplo, os leites fermentados. Tais culturas sdo
consideradas por proporcionar substancial beneficio a salde do homem pelo significativo
restabel ecimento ou estabilizagdo da microbiota do trato gastrointestinal (FERNANDES et al., apud
HOLZAPFEL et al., 1995).

As principais classes de bacteriocinas produzidas por bactérias acido laicas incluem: (I)

lantibidticos, (I1) proteinas de baixo peso molecular termo-estaveis, (I11) proteinas de alto peso



molecular termo-|&beis e (IV) complexo proteico, nos quais a atividade requer a associacdo com
lipideos ou carboidratos (Tabela 3) (KLAENHAMMER, 1993).

Tabela 2: Produtos metabdlicos de bactérias acido lacticas com propriedades antimicr obianas

Produto

Principal organismo alvo

Acidos organicos
- &cido lactico

- &cido acético

Per 6xido de hidrogénio

Enzimas

- sistema lactoperoxidades com HO»

- lisoenzima

M etabdlitos de baixo peso molecular
- reuterina (3-OH-proprionaldeido)
- diacetil
- &cidos graxos

Bacteriocinas

- nisina

- outras

Bactérias deteriorantes e Gram negativas, alguns fungos

Bactérias deteriorantes, aguns fungos e leveduras

Organismos patogénicos e deteriorantes, especiamente

em alimentos ricos em proteinas

Bactérias patogénicas e deteriorantes (leite e produtos
|4cteos)

Bactérias Gram positivas indesgjaveis

Amplo espectro de bactérias, bolores e leveduras
Bactérias Gram negativa
Diferentes bactérias

Algumas bactérias écido lécticas e Gram positivas,
notavel mente formadoras de esporos
Bactérias Gram negativas, espectro de inibi¢do de acordo

com a cepa produtora e o tipo de bacteriocina

Fonte: Holzapfel et al., 1995

O espectro de acdo das bacteriocinas €, por definicdo, restrito a organismos estritamente
relacionados entre si (TAGG et al., 1976; MORENO et al., 1999). Para bactérias acido |4cticas este

fato implica em duas desvantagens principais. (a) bacteriocinas produzidas por culturas protetoras

podem inibir outras culturas “starters’

desgaveis e (b) ndo sdo ativas contra bactérias Gram

negativas patogénicas e bactérias deteriorantes.
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A atividade inibitoria destas substancias € limitada a bactérias Gram positivas e a inibicdo de Gram
negativas por estas bacteriocinas ndo tem sido demonstrada. Essa diferenca pode ser explicada por
uma andlise e comparacdo detalhada da composicéo da parede celular de bactérias Gram positivas e
negativas (KLAENHAMMER, 1993; STILES & HASTINGS, 1991 apud ABEE et al., 1995;

HOLZAPFEL et al., 1995).

Tabela 3: Classificacéo de bacteriocinas de bactérias acido lacticas

Tipo Estrutura Estabilidade  Espectro Exemplo
ao calor antibacteriano
L antibidticos Pequenos (< 5kDa) + Médioaamplo Nisina
e.g. lantionina
Bacteriocinas Pequenos (< 10 kDa) + Médioaamplo Pediocina AcH
peptidicas nao lantionino Sakacina A
Leucocina
UAL 187
Bacteriocinas Grandes (> 10 kDa) - Limitado HelveticinaJ
protéicas ndo lantionina Caseicina80
Complexo de Porcdo glicidica elou + Médio Leuconocina S
bacteriocinas lipidica Pediocina SJ1

Fonte: Holzapfel et al., 1995

A acdo das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas promovendo um efeito letal bactericida,
sem ou com lise celular (bacteriolitico), ou ainda, inibir a multiplicacdo microbiana, com efeito
bacteriostatico (MORENO et al., 1999).

A nisina é uma bacteriocina polipeptidica natural, termo-estével classificada como um lantibiotico
(HOLZAPFEL et al., 1995) usada como conservante de alimentos em mais de 50 paises
(DAESCHEL, 1989; WIRJANTORO et al., 2001). Esta bacteriocina € produzida por muitas cepas
de Lactococcus lactis e tem sido utilizada como conservante principalmente em indUstrias de
laticinios, alimentos enlatados e de fermentacéo de bebidas (JACK et al., 1995; MARTH, 1998; DE
VUYST, 1994 apud ETTAYEBI, et al., 2000). Seu espectro de atividade é limitado e inclui vérias
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bactérias Gram positivas e seus esporos, mas nao inclui Gram negativas ou fungos e leveduras
(DELVES-BROUGHTON et al., 1996 apud NATTRESS et al., 2001).

Apbs a aprovacdo do uso desta substancia em queijo processado pela Food and Drug
Administration (FDA), as pesquisas relacionadas com o0 uso de bacteriocinas como agentes
antibacterianos em aimentos receberam um grande estimulo nos Estados Unidos (ZHENG &
SLAVIK, 1999). Além disso, a aplicacdo da nisina para controlar bactérias patogénicas teve
aumento com a descoberta dos efeitos inibitdrios em vérios organismos tais como: Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens e Staphylococcus aureus (KRIER et al., 1998;
ETTAYEBI et al., 2000).

De um modo gera, a atividade da nisina parece ser direta contra a membrana citoplasmatica de
bactérias Gram positivas. A regidao Gtermina da nisina liga-se a membrana citoplasmatica de
células vegetativas e penetra dentro da membrana formando poros ou canais, 0s quais permitem um
efluxo de substancias de baixo peso molecular (por exemplo, ions K*, aminoécidos e ATP). A perda
destas substancias resulta no colapso do potencial de membrana e causa basicamente a morte celular
(NETTLES & BAREFOOT, 1993; MONTIVILLE & CHEN, 1998, MORENO et al., 1999;
PERIAGO & MOEZELAAR, 2001).

As bacteriocinas sdo frequentemente confundidas ra literatura com antibi6ticos (HANSEN, 1993
apud CLEVELAND et al., 2001). Isto pode limitar seu uso em aplicagbes em alimentos do ponto
devistalegal. As principais diferencas entre bacteriocinas e antibi6ticos encontram-se sumarizadas
na tabela 4.

Bacteriocinas podem ser aplicadas em sistemas alimentares de trés formas bésicas (BLOM et al.,

1997; MURIANA, 1993):

() aplicacdo de bacteriocinas purificadas ou semi-purificadas (por exemplo a nisina) a qual é
limitado segundo a solicitacdo das regulamentactes federais para aditivos alimentares,

(i) utilizacdo de culturas iniciadoras produtoras de bacteriocinas que s GRAS e apresentam
(ou oferecem) um caminho indireto para incorporar bacteriocinas no interior de produtos
aimentares. Isto requer que a cultura iniciadora produza quantidades suficientes de

bacteriocina durante o processo de fermentacdo para ser efetivo.
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(i)  Um método alternativo pode ser utilizado, uma cultura em leite pasteurizado como um
ingrediente para introduzir funcionamente flavor e textura bem como propriedades de bio-

controle.

Tabela 4: Bacteriocinasvs. antibi6ticos

Caracterigticas Bacteriocinas Antibidticos

Aplicacéo Alimentos Clinica

Sintese Ribossomal Metabdlitos secundarios

Atividade Espectro limitado Espectro variado

Imunidade da cdlula hospedeira Sim Nao

M ecanismo deresisténcia ou Usuamente afetando aadaptacdo ~ Usua mente um determinante

tolerancia da célula alvo da composi¢do da membrana geneticamente transferivel

celular afetando diferentes locais

dependendo do modo de acdo

Requerimentos parainteracdo  As vezes moléculas de ligagio Alvos especificos

Modo de agéo Principalmente formagdo de poros  Membrana celular ou avos
intracelulares

Toxicidade Desconhecida Sim

Fonte: Cleveland et al., 2001

Com o aumento de doencas alimentares causadas por microrganismos psicrotroficos emergentes, o
desenvolvimento de novas tecnologias na area de alimentos e a pesquisa dos consumidores por
produtos alimenticios naturais, as bacteriocinas e/ou microrganismos produtores tem sido
reconhecidos como uma fonte potencial de bioconservantes para alimentos (MORENO et al.,
1999). Estes alimentos incluem produtos convencionais e/ou refrigerados parcialmente processados,
tals como carnes, pescados, ovos, saladas de vegetais, molhos, sopas e refeiches prontas para o
consumo (MARTH, 1998).
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2.3 Género Bacillus

Os microrganismos desse género apresentam células em forma de bastdo reto, com dimensdes de
05 - 25 x 1,2 — 10 mm e freglentemente arranjadas em pares ou cadeias, com as pontas
arredondadas ou quadradas. S&o Gram positivos, possuem mobilidade devido a flagelos
peritriqueos. Os endosporos sd0 ovais, as vezes redondos ou cilindricos e muito resistentes a
condi¢Bes adversas. N&o existe mais de um esporo por célula e a esporulacdo ndo é reprimida pela
exposicdo ao ar. Aerébios ou anaerdbios facultativos, com comportamento fisiolégico muito
diversificado no que diz respeito a temperatura, pH e salinidade. Usualmente s&o catalase positivo.
Encontram-se em um amplo alcance de habitats sendo poucas espécies patogénicas a vertebrados ou
invertebrados (HOLT et al., 1994).

Varias cepas de Bacillus spp. tem sido indicadas por produzir substancias antibioticas. Muitas estdo
caracterizadas incompletamente, mas evidentemente algumas sd0 semelhantes a bacteriocinas
(TAGG, et al., 1976).

Como as bactérias écido |&ticas, aguns representantes do género Bacillus, tais como B. subtilis e B.
licheniformis, sdo bactérias geralmente conhecidas como seguras (generally-recognized-as-safe
GRAYS) (SHARP et al., 1989 apud ZHENG & SLAVIK, 1999). Entre alguns exemplos de
bacteriocinas produzidas por organismos do género Bacillus encontram-se. megacinas de B.
megaterium, subtilina e subtilosina A de B. subtilis e a substancia M-4 amoebicidal de B.
licheniformis M-4, que apresentam espectro e modo agdo conforme 0 microrganismo que as
produzem (ZHENG & SLAVIK, 1999).

As bacteriocinas mais extensivamente estudadas e melhor caracterizadas de Bacillus spp. séo
aquelas produzidas pelo B. megaterium. As primeiras informacbes a respeito dos principios
antibacterianos produzidos por B. megaterium cepa 216 foram relatadas por Ivanovics e Alfoldi em
1954 (TAGG, et al., 1976). A partir desta data, diversos trabalhos tem sido realizados visando a

caracterizacdo da megacina.

Outra bacteriocina amplamente estudada é a subtilina produzida por B. subtilisATCC 6633, a qual
apresenta estrutura e mecanismo de agdo semelhantes aos da nisina (KLEIN & ENTIAN, 1994
apud BONELLI, 2001).
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Novotny e Perry (1992), redizaram a caracterizacdo de 2 bacteriocinas termo-estaveis de B.
thermoleovorans S-II e NR-9 as quais inibiram varios microrganismos, entre eles Salmonella

typhimurium, Streptococcus faecalis e outras cepas de B. thermoleovorans.

Naclerio et al. (1993), idertificaram uma proteina com atividade bacteriocida em uma cultura
sobrenadante de uma cepa de B. cereus isolada de alimento. Essa bacteriocina chamada por eles de

cereing, foi ativa contra outras cepas de B. cereus.

2.4. Género Listeria

Segundo o0 Manual Bergey’'s de 1994 (Holt et al., 1994) o género Listeria possui a forma de
pequenos bacilos regulares com dimensdes de 0,4 — 0,5 x 0,5 - 2mm, bordas arredondadas e as vezes
quase cocoides. Podem ocorrer isoladas ou em ou pequenas cadeias e menos freglientemente em
longos filamentos. Apresentam motilidade devido a poucos flagel os peritriqueos quando crescem a
20° - 25°C. S0 Gram positivas, anaerébias facultativas, ndo formadoras de esporos, ndo
resistentes a acidos e ndo encapsuladas. Quando crescem em agar nutriente apresentam perfil
convexo, sdo trandlcidas e inteiras, de coloragdo cinza-azulada sob iluminacdo normal e com
caracteristico brilho verde-azulado sob iluminagdo obliqua. S8o catalase positivas e oxidase
negativas. A temperatura 6tima para o crescimento (mas ndo para motilidade) é 30° - 37°C. O
género Listeria € composto por sete espécies: L. monocytogenes, L. grayi, L. innocua, L. evanovii,
L. murrayi, L. suligeri e L. welchimeri (HOLT et al., 1994)

A Listeria monocytogenes encontra-se amplamente distribuida na natureza e pode ser isolada do
s0lo, vegetagdo, &gua, esgotos e animais (TRABULSI, 1991; JUNEJA & DAVIDSON, 1993). Eo
agente causador de listeriose, uma doenca que ocorre tanto em homens quanto em animais. Nestes,
as infecches causadas por Listeria freglentemente resultam em encefdlite, aborto e madtite
(SEELIGER, 1961 apud PAPAGEORGIOU et al., 1996). No homem, a doenca normamente é
transmitida através da ingestdo de alimentos contaminados, causando a infeccdo do epitélio
gastrointestinal e de outras células (DALLAS, 1996).

Os sintomas no inicio da doenca assemelhamse aos da gripe, acompanhado de diarréia e febre

moderada (FRANCO & LANDGRAF, 1996), podendo em casos mais Sseveros, causar meningite,
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encefalite e septicemia (DUFFES et al., 1999). Fazem parte do grupo de ato risco gestantes,
recém-nascidos, pacientes com doencgas cronicas (cancer, AIDS, diabetes), idosos (acima dos 65
anos) e outros individuos imunocomprometidos (PAPAGEORGIOU et al., 1996; DE MARTINS et
al., 2001). Casos de mortes em adultos sadios sd0 raros, mas podem ocorrer em pessoas
pertencentes ao grupo de alto risco apresentando uma taxa de 30% de mortalidade (FRANCO &
LANDGRAF, 1996; PAPAGEORGIOU et al., 1996; DUFFES, 1999).

No inicio de 1960, o leite e produtos |acteos eram suspeitos de serem os possiveis veiculos de
listeriose em humanos nos paises da Europa, mas pouca informacdo da presenca e do
comportamento de Listeria monocytogenes no leite e em seus produtos estava disponivel na
literatura naquela tempo (PAPAGEORGIOU et al., 1996). Na década de 80, houve um répido
aumento nos casos de listeriose em humanos (GOFF et al., 1996), instigando pesquisadores a
determinar a incidéncia e o comportamento de Listeria monocytogenes ndo s6 em leite e seus
derivados, como também em outros alimentos. Os veiculos de listeriose mais comuns tem sido
produtos carneos (MING, et al., 1997), leites e produtos lacteos (PAPAGEORGIOU et al., 1996),
peixes (PILET et al., 1995; NILSSON, et al., 1999) e vegetais (BEUCHAT, 1996).

Para prevenir epidemias de Listeria a U.S. Food and Drug Administration (FDA), estabeleceu
“tolerancia zero” em alimentos prontos para 0 consumo, contudo a norma Européia recomenda
diferentes niveis, dependendo do produto (DUFFES et al., 1999).

A énfase atual de muitos pesguisadores de bacteriocinas tem sido a inibi¢do de L. monocytogenes
devido a tolerancia estabel ecida para este microrganismo, a alta taxa de mortalidade e a ocorréncia
em diferentes produtos (MURIANA, 1996).

2.5 Histamina e bactérias produtoras

O interesse cientifico em aminas biogénicas tém crescido consideravelmente nos Ultimos anos,
principalmente nos campos de alimentacdo e medicina (ZEE et al., 1983), em funcdo de inlmeras
ocorréncias de intoxicacOes alimentares causadas pela ingestéo de alimentos marinhos que
continham atos niveis destas aminas como: histamina, putrescina e cadaverina
(MIDDLEBROOKS, et al., 1988).
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Em alimentos, as aminas biogénicas podem ser formadas como um resultado da decarboxilacdo de
aminoécidos. A taxa de decarboxilagdo de aminoécido € dependente de véarios fatores como
disponibilidade de aminoécidos livres, presenca de microrganismos capazes de realizar a
decarboxilagéo e condicbes ambientais adequadas para o crescimento bacteriano e para a producdo
de enzimas (SHALABY/, 1996).

O envenenamento por histamina é uma intoxicacdo alimentar quimica causada pelo consumo de
alimentos contendo niveis toxicos de histamina (BEN-GIGIREY et al., 1999). Esta € formada pela
decarboxilagdo microbiana da histidina (SANTOS, 1996; RAWLES & FLICK, 1996; LEHANE &
OLLEY, 2000; KIM et al., 2001), um aminoacido que é abundante principalmente no musculo de
peixes escombroides (YOSHINAGA & FRANK, 1982; BARANOWSKI et al., 1990; WEI et al.,
1990; VIDAL-CAROU et al., 1990; HALASZ et al., 1994; BARBOSA et al., 1995; SHALABY,
1996; HERNANDEZ-HERRERO et al., 1999). A familia Scombridae inclui atuns, bonitos e
cavalas. Embora a maior parte dos surtos estgjam relacionados com o consumo de peixes desta
familia, intoxicacdes por histamina também podem ocorrer pelo consumo de peixes pertencentes as
familias Pomatomidae, Coryphaenidae, Carangidae, Clupeidae e Engraulidae (TAYLOR, 1986 in
HWANG et al., 1995; BEN-GIGIREY et al., 1999; LEHANE & OLLEY, 2000).

O envenenamento por histamina (ou “scombroid poisoning” - envenenamento por peixe
escombride) causa uma variedade de sintomas tais como: sintomas gastrointestinais (nausea,
vomito, diarréia), cutaneos (erupcdes, urticaria, edema), neurol 0gicos (enxaquecas, formigamentos)
e hipotensdo (NIVEN et al., 1981; TAYLOR & SUMMER, 1986; INGLIS et al.,1993; ZEE €t al.,
1983; HALASZ et al., 1994; FWU HWANG, et al., 1995; HUSS, 1997; LEHANE & OLLEY,
2000). O grau de intoxicagdo e os sintomas sd0 muito variaveis, pois dependem diretamente da dose
de histamina ingerida e da susceptibilidade de cada individuo (MIDDLEBROOKS et al., 1988). O
corpo humano pode tolerar uma determinada quantidade de histamina sem que hga reacdo. A
histamina ingerida serd eliminada no trato intestinal por pelo menos, duas enzimas: a diamina
oxidase (DAO) e a histamina N-metiltransferase (HMT) (TAYLOR & SUMMER, 1986). Mas este
mecanismo de protecdo pode ser eliminado se a ingestdo de histamina e/ou outras aminas
biogénicas for muito elevada ou ainda se as enzimas forem bloqueadas por outros compostos
(Figura l).
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Figura 1: Conceito da doenca de histaminose induzida por alimentos (Fonte: HUSS, 1997).

A diversidade das bactérias que possuem atividade decarboxilase-positiva observadas em peixes
escombroides pode ser atribuida ao tipo do fruto do mar, diferencas entre espécies de peixes e as
condicbes de tempo e temperatura de armazenamento (YOSHINAGA & FRANK, 1982). Em
adicdo, fatores que incluem os habitos alimentares do peixe, localizagdo geografica, estagdo do ano,
temperatura da &gua, salinidade, qualidade da agua onde foi capturado e a forma que este pescado
fol manuseado e armazenado s&o fatores importantes para se determinar a composicao e o tipo de
bactéria formadora de histamina presente na microbiota do peixe (SUBBURAJ et al., 1984 in
LOPEZ-SABATER et al., 1996).

Algumas bactérias sdo capazes de produzir perigosas quantidades de histamina em curtos periodos
de tempo quando o peixe é mantido sob condi¢des insatisfatorias de armazenamento entre elas
encontramse: Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Hafnia alvei,
Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Vibrio spp., Proteus vulgaris Escherichia, Clostridium,
Bacillus spp., Lactobacillus, Acinetobacter spp., Salmonella e Shigella (TAYLOR et al., 1978;
INGLIS et al.,1993; TAYLOR, 1986 in HWANG et al., 1995; LOPEZ-SABATER et al., 1996;
SANTOS, 1996; RAWLES & FLICK, 1996; BEN-GIGIREY et al., 1999; LEHANE & OLLEY,
2000; KIM et al., 2001).
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Estes microrganismos produtores podem ser parte da populagdo associada com o dimento ou
podem ser introduzidos por contaminagdo antes, durante ou apos 0 processamento do alimento
(BOVER-CID et al., 2001). Assim, a presenca de quantidades significativas de histamina, € uma
prova evidente da decomposi¢ao de pescados e seus derivados, haja vista que em produtos marinhos
frescos, adequadamente armazenados e refrigerados, encontram-se somente quantidades tragos
deste composto (SIKORSKI et al., 1990).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Mexilhdes

Os mexilhdes com tamanho comercial (acima de 6 cm) foram obtidos no cultivo da Universidade
Federal de Santa Catarina, localizado na praia do Sambaqui, Floriandpolis, SC. As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo seco até chegarem ao Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFSC. O tempo entre a
coleta da amostra e o inicio das analises ndo ultrapassou 3 horas. Foram realizadas duas coletas no

més de outubro e uma em novembro de 2002 sendo coletados um total de 15 Kg de mexilhGes.

3.2 Microrganismos

Neste estudo utilizowrse Bacillus amyloliquefaciens isolado por Batista (1993) e, Listeria
monocytogenes NCTC 098630 como microrganismo indicador para a readlizagdo dos testes de
atividade antimicrobiana. Proteus vulgaris ATCC 13315 foi usado como controle positivo para os
testes de formacéo de histamina.

Foram preparadas culturas a partir de col6nias isoladas de cada linhagem por repicagem para Agar
inclinado de Triptona de Soja (TSA) suplementado com 0,6% de Extrato de Levedura (TSA — YE).
Apobs incubagao por 24 horas a 35°C, estas culturas foram armazenadas a aproximadamente 4°C
para serem utilizadas como culturas estogque. A cada dois meses, estas culturas eram examinadas
para certificagdio da sua pureza, através do plagueamento en Agar, exame das caracteristicas

coloniais, morfologia, coloracdo de Gram e reacdes bioguimicas como catal ase e oxidase.

3.3Meosdecultura

Além dos meios utilizados na rotina do Laboratorio de Microbiologia, dois meios foram formulados

para determinacdo de bactérias histidina-decarboxilase, os quais encontramse descritos no item



3.4.7. Todos os meios de cultura utilizados durante a realizacdo desta pesquisa foram adquiridos da
Oxoid.

3.4 Métodos

3.4.1 Preparo do extrato do Bacillus amyloliquefaciens

Para obtencdo do extrato, como pode ser observado na Figura 2, as culturas estoque de B.
amyloliquefaciens foram ativadas através de incubacdo a 35°C por 18 a 24 horas, em Caldo
Triptona de Soja com Extrato de Levedura (TSB-YE) 0,6%. Em seguida, 60 mL deste caldo foram
submetidos a centrifugagdo a 2.500 rpm durante 30 minutos. Adicionouse cristais de sulfato de
amoénio PA (20% de saturacdo) e uma nova centrifugacdo a 2.500 rpm durante 30 minutos foi
realizada. ApO6s descartar 0 sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 20 mL de tampé&o
fosfato de sddio 0,1M (pH 7,2) e dialisado (membrana Spectrum, Spectra PM 3500) com 0 mesmo
tampdo, em uma temperatura de 4°C por 24 horas. O produto desta didlise foi esterilizado por
filtracdo, utilizando-se membranas de 0,22 nm (Millipore). (BONELLI, 2001).
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Ativar aculturaestoque de
B. amyloliquefaciens
em TSB-YE por 18 a 24 horas a 35°C

i Inocular 6 porgdes de 10 mL de TSB-Y E com
0,6mL daculturade B. amyloliquefaciens

Q Centrifugac&o 2500 rpm/30’

— eliminar o precipitado
b=

Adicionar, ao sobrenadante, cristais de sulfato
de amonia (20% de saturagdo) — deixar em
repouso a4°C por 1 hora

Centrifugar novamente a 2500 rpm por 30" —
eliminar o sobrenadante

Dialisar o material ressuspendido em membrana
de didlise contra 1000 mL do mesmo tampao
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Esterilizar — membrana filtrante (0,22nm)

@ Ressuspender o precipitado em 20 mL de tamp&o
fosfato 0,2 M—pH 7,2

5 5 Extrato de B. amyloliquefaciens

Figura 2: Procedimento para a extracdo da substancia antimicrobiana produzida por Bacillus

amyloliquefaciens.
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3.4.2 Preparacéo das amostras de mexilhdo

Apds o recebimento, os mexilhBes foram lavados com o auxilio de uma escova sob agua potavel
corrente, pararetirar organismos incrustantes (cracas, algas, entre outros) presente nas conchas. Em
seguida eles foram colocados em bandejas estéreis para secarem ao ar livre. Para abertura das
valvas utilizouse uma faca estéril. Com o objetivo de verificar se havia diferenca da acéo da
substancia sobre a microbiota do mexilhdo inteiro ou sobre a microbiota do mexilhdo parcialmente
eviscerado, dois procedimentos foram realizados: no primeiro, apds abertos, coletouse todo o
mexilhdo conforme metodologia recomendada pelo APHA (1992) e, no segundo, retirouse
parcialmente as visceras desconsiderando-se liquido intervalvar. Estes procedimentos foram
realizados em todas as amostras col etadas.

3.4.3 Avadiacdo microbioldgicainicia e isolamento de bactérias presentes no mexilhdo

Para verificar as condigBes microbioldgicas da matéria prima foram realizadas andlises de bactérias
psicrotroficas (Figura 3), segundo metodologia recomendada pelo APHA (1992), com posterior

isolamento das mesmeas.

Através destas contagens iniciais (Contagem Padréo em Placainicial — CPPi), realizadas no dia da
coleta dos mexilhdes (tempo 0), colGnias com caracteristicas distintas foram selecionadas para que
fossem testadas quanto a sua sensibilidade a substancia antimicrobiana. As coldnias selecionadas
foram isoladas através da técnica de esgotamento em superficie, em placas de TSA, suplementado
com Extrato de Levedura0,6% (TSA-YE).
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Figura 3: Procedimento de andlise para contagem de micror ganismos psicr otr 6ficos.

3.4.4 Veificagdo, in vitro, da agdo da substancia antimicrobiana sobre a microbiota isolada do

mexilhdo

As bactérias isoladas foram incubadas a 35°C em um meio de enriquecimento (TSB-Y E) durante 24
horas. Diluices decimais até 10> foram preparadas e 0,1mL de cada cultura obtida foi semeada na
superficie de uma placa de TSA-Y E. Na mesma placa foram feitos 2 pogos de aproximadamente 5
mm de didmetro onde foram depositados 80 ni da substéncia antimicrobiana. Estas placas

permaneciam em temperatura ambiente durante 30 minutos para que ocorresse a difuséo da
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substéncia no agar. Posteriormente as mesmas eram incubadas a 35°C por 24 horas. Foi observada
a formacdo ou ndo de halos de inibicdo ao redor destes pogos. Durante a realizagdo destes testes
utilizouse Listeria monocytogenes como controle positivo. A atividade foi quantificada através do
raio do halo formado, ou sgja, a medida entre a extremidade do pogo perfurado ao limite da regido
de inibicdo visualizada (BONELLI, 2001).

3.4.5 Identificagcdo das bactérias sensiveis a substancia antimicrobiana

Apos redlizar os testes in vitro da acdo da substancia antimicrobiana sobre a microbiota isolada do
mexilhdo, foram selecionadas somente aguelas coldnias que apresentaram inibicéo frente a esta
substéncia. Entdo realizouse a identificacdo destas colOnias através de técnicas classicas da
microbiologia como coloracdo de Gram, observacdo das caracteristicas microscopicas e coloniais;
além de testes bioguimicos como catalase, oxidase, reducdo de nitrato, manitol, Vogues Proskauer,
OJF, coagulase e DNase. Os testes realizados neste etapa seguiram a chave de identificagdo descrita

por Faddin (1980). As col6nias que ndo apresentaram halos de inibicdo foram descartadas.

3.4.6 Verificagdo, in vivo, da agdo da substancia antimicrobiana sobre a microbiota do mexilh&do
mantido sob temperatura de refrigeracéo

Amostras de mexilhdo mantidas a temperatura de refrigeracdo (6°C + 0,5) foram submetidas a
Contagem Padréo em Placas — CPP (Figura 3), para microrganismos psicrotréficos antes e depois
de tratadas com o extrato da substancia produzida pelo B. amyloliquefaciens em diferentes
concentragfes. 100% (extrato ndo diluido) e 50% (extrato diluido em agua destilada esterilizada —
1:2). Nos testes realizados com o mexilh&o inteiro utilizou-se apenas a concentracdo de 100% de
extrato da substancia antimicrobiana. A quantidade de substancia antimicrobiana utilizada foi de 1

mL para cada 10 gramas de mexilhao (proporcéo de 1:10).

As unidades amostrais foram constituidas por porcfes de 10 gramas de mexilhdo, separadas em
sacos plésticos, identificadas com a concentragdo da substéncia, o tipo de amostra (mexilho inteiro

ou parcialmente eviscerado) e o tempo em que deveriam permanecer sob refrigeracdo. Os periodos
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estabel ecidos para se verificar a acdo da sustancia sob esta temperatura ao longo do tempo foram 1,
3, 5 e 7 dias (Figura 4). Para cada andlise uma unidade amostral contendo 10 gramas de mexilhdo

foi utilizada como cortrole.

Apobs a contagem das coldnias obtidas a cada tempo estipulado, avaiouse o efeito das diferentes

concentracBes da substancia antimicrobiana sobre a microbiota do mexilhao.

Coleta do mexilhdo

Mexilh&o inteiro CPP Mexilhao parcialmente
inicial eviscerado
Adicdo do extrato Controle— Adicdo do extrato Controle—
na concentragdo de amostra sem em concentragdes amostra sem
100 % adicdo do extrato de 100 e 50% adicdo do extrato

Manutencdo das amostras a temperatura de refrigeragéo
(6°C+ 0,5) durante 1, 3,5e 7 dias

Contagem padr&o em Placas (CPP) para
microrgani smos psicrotroficos

Figura 4. Metodologia utilizada para a verificacdo da agdo da substancia antimicrobiana

sobre a microbiota do mexilhdo mantido sob temperatura de refrigeracao.
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3.4.7 Verificagdo da producéo de histamina pelas bactérias inibidas pela substancia antimicrobiana

A fim de testar a producdo de histamina pelas bactérias isoladas do mexilhdo que foram inibidas
pela substancia antimicrobiana produzida por Bacillus amyloliquefaciens, utilizou-se dois métodos:
um descrito por Niven et al. - chamado meio Niven (1981) e outro por Yoshinaga & Frank - meio
Niven modificado (1982).

Inicialmente as bactérias foram reativadas em um meio de enriquecimento (TSB-YE) por 24 horas a
35°C. Posteriormente, diluices decimais (até concentragdes de 107°) deste caldo foram realizadas e

utilizadas conforme a metodol ogia sugerida para cada meio.

O meio Niven é composto de 0,5% triptona, 0,5% extrato de levedura, 2,7% de L- histidina - 2HCL,
0,5% NaCL, 0,1% de CaCOs, 2,0% é&gar e 0,006% de purpura de bromocresol (pH 5,3). Este meio
foi autoclavado por 10 minutos ou menos para evitar a hidrélise excessiva do agar devido ao baixo
pH (NIVEN et al., 1981).

Neste meio, utilizou-se atécnica convenciona de semeadura em profundidade e o &gar solidificado
foi coberto com cerca de 5 mL do mesmo meio. Placas duplicadas foram incubadas a 25° ou 35°C
de 36 a 72 horas e entdo examinadas para a verificagdo de coldnias purpuras com halo purpura em
um fundo amarelo.

Yoshinaga & Frank (1982) realizaram algumas modificagdes no meio descrito por Niven et al.
(1981) entre elas 0 gquste do pH para 6,5 a fim de permitir o crescimento de clostridios &cido-
sensiveis. Este meio € composto por 0,5% triptona, 0,5% extrato de levedura, 2% L — histidina
(base livre), 0,5% NaCl, 1,5% de agar e 0,02% do indicador vermelho de cresol. A atividade de
decarboxilagdo da histidina foi testada para todos os isolados em:

(i) cultivos em caldo do meio Niven modificado, contendo tubos de Durhan (difere-se do meio,

apenas por ndo ter sido adicionado &gar na sua composi¢ao);
(i) cultivos em meio Niven modificado através da técnica de semeadura na superficie do agar e

(iii)  cultivos em meio Niven modificado através de picadas em agar contendo 0,1% de glucose.

Para a realizagdo do item (i), 1 mL de cada diluicdo obtida foi transferida para caldos contendo

tubos de Durhan. No item (ii), utilizou-se a técnica tradicional de semeadura em superficie. Para o
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item (iii) as colbnias reativadas em TSB-YE, foram semeadas em superficie de placas de TSA e
incubadas a 35° por 24 horas. Entdo as colénias eram picadas e transferidas para tubos contendo o
meio Niven modificado suplementado com 0,1% de glucose. Todos os itens (i, ii e iii) foram
incubados a 35°C por 48 horas. Uma dada col6nia foi considerada positiva para decarboxilacdo de
histidina se houvesse a formacdo de gés nos tubos com Durhan ou se o indicador mostrasse um
aumento do pH nos tubos ou nas placas (Y OSHINAGA & FRANK, 1982).

3.4.8 Andlise estatistica dos dados

Para andlise dos resultados da agdo da substéncia antimicrobiana produzida por B.
amyloliquefaciens sobre a microbiota do mexilhdo, para as 3 coletas, utilizouse o modelo de
regressao polinomial executados através dos programas STATISTICA (edicdo 1998) e SAS PROC
GLM versdo 6.12 (1996). O modelo de regressdo quadrdtico utilizado para verificar o
relacionamento funcional entre o tempo de armaznamento e a acdo da substancia sobre a

microbiota do mexilh&o foi o seguinte:

Y:b0+b1X+b2X2+e,

onde: Y é avariavel resposta; bg € o intercepto, b1 é o coeficiente do termo do efeito linear; b, €0
coeficiente do termo do efeito quadrético; X € o tempo de armazenamento e e é o termo do erro
aeatorio.

Para saber se havia diferenca entre os tratamentos (amostra tratadas x amostras néo tratadas com a
substéncia e mexilh&o parciamente eviscerado x mexilh&o eviscerado) aplicorse o teste de
hipotese, comparando-se entre eles os termos do modelo (intercepto, coeficiente do termo linear e
coeficiente do termo quadratico). O nivel de significanciafoi de 10% devido a grande variabilidade

encontrada entre coletas, sendo os fatores ambientais, 0s principais causadores desta variabilidade.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo microbiolégicainicial e isolamento de bactérias presentes no mexilhdo

As contagens padrdes iniciais para microrganismos psicrotréficos dos mexilhGes provenientes do
cultivo localizado na praia do Sambaqui realizadas nos dias das coletas apresentaram valores que
ficaram entre 7,5 x 10% e 5,0 x 10° UFC/g para mexilhdes parcialmente eviscerados e 2,1 x 10° € 9,8

x 10® UFC/g para mexilhdes inteiros.

Estas contagens obtidas para o dia da coleta (dia 0), ficaram dentro do limite microbiologico
recomendado pelo ICMSF (1986) para moluscos, que estabelece 5,0 x 10° UFC/g (contagem de
aerobios totais a 25°C). Indicando assim, que o mexilhdo esta dentro dos padrdes estipulados para o
seu consumo. Na legislacdo brasileira, através da Resolucdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001,
ndo ha nenhum padréo estipulado para contagem total de microrganismos aerobios.

Cerutti & Barbosa (1991), avaliaram a qualidade microbiol 6gica de ostras coletadas em 3 pontos da
Baia Norte da Ilha de Santa Catarina. As andlises de bactérias heterotroficas foram realizadas no
organismo inteiro e na massa digestiva. As contagens obtidas para 0 animal inteiro apresentaram
valores que oscilaram de 1,0 x 10% a 1,0 x 10° UFC/g. Para a massa digestiva as contagens foram
superiores a 1,0 x 10° UFC/g. Um dos pontos de coleta (praia de Santo Anténio de Lisboa) do
trabalho realizado por Cerutti & Barbosa ficava proximo ao local de onde as amostras utilizadas
neste trabalho eram provenientes (praia do Sambagui). Neste ponto, as contagens para bactérias
heterotrdficas oscilaram entre 2,1 x 10* e 2,3 x 10° UFC/g, para andlise do corpo inteiro e 3,5 x 10*
e 1,5 x 10° UFC/g para a massa digestiva Embora o trabalho citado anteriormente tenha sido
realizado com amostras de ostras, € possivel verificar que as contagens obtidas no dia da coleta

nesta pesguisa foram inferiores.

Em um trabalho realizado com espécies de bivalves comuns nas regides costeiras de Hong Kong,
Kueh & Chan (1985) investigaram a presenca de bactérias heterotréficas aerdbias nos organismos
inteiros de ostras (Crassostrea gigas) e de mexilhdes (Perna viridis). Para ostras também foram
realizadas andlises em diferentes tecidos. branquias, musculo adutor, fuido do manto, contetdo

estomacal, estilete cristalino e fezes. A contagem de bactérias heterotréficas aerdbias dos diferentes



tecidos da ostra apresentaram val ores que oscilaram entre 10* a 10’ UFC/g, sendo que as contagens
obtidas para branquias, fluido do manto e musculo adutor foram menores do que as obtidas das

visceras. Paramexilhdo Perna viridis, a contagem foi de 6,0 x 10° UFC/g para 0 organismo inteiro.

Das trés col etas realizadas, isolou-se 39 colbnias que apresentavam caracteristicas distintas, as quais
foram testadas quanto a sensibilidade a substancia antimicrobiana produzida por B.

amyloliquefaciens.

4.2 Verificagao, in vitro, da agdo da substancia antimicrobiana sobre a microbiota isolada do
mexilh&o

Das 39 colbnias isoladas, 9 apresertaram sensibilidade a substancia antimicrobiana, sendo que o
grau de inibicdo variou de uma coldnia para outra (Tabela 5). As colénias que ndo apresentaram

inibicdo foram descartadas.

Tabela 5: Atividade da substancia antimicrobiana produzida por B. amyldiquefaciens sobre

as culturasisoladas do mexilhao

Cultura lsolada do Mexilhdo Atividade I nibitéria
Numero Caracteristicas
1 Coldniacom 3 mm deraio, brilhante, branca cremosa e borda
irregular 44+
8 Colbéniacom 1,5 mm de didmetro, cor cinzarosado, brilhante,
ndo muito alta, arredondada +
9 Coldniacom 5 mm de diametro, brilhante, amarela,
plana. +++
12 Colbnia com 9 mm de diametro, branco — creme, opaca.
+
13 Colénia com 2 mm didmetro, branca, brilhante, pouco convexa
+++
16 Coléniacom 7 mm de didmetro, rosa claro com regido
central amarela, opaca, elevacao central ++
19 Colbéniacom 1 mm de didmetro, rosa, brilhante,
convexa +
37 Colbniacom 3 mm de diametro, creme, brilhante, convexa, borda
regular +
38 Colbniacom 5 mm de diametro, creme, brilhante, convexa, borda
regular +

Legenda:

+= hdo<2mm;
++= 2mm>hdo<5mm;
+++ =hao>5mm.
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Em estudos redlizados por Bonelli (2001) o tamanho do hao de inibicdo ficou entre 6 e 8mm,
guando a atividade inibitéria da substancia produzida por B. amyloliquefaciens foi testada sobre

Listeria monocytogenes.

Em testes semelhantes realizados por Zheng & Slavik (1999), mostraram que 0 preparado
antibacteriano bruto (extrato) de Bacillus subtilis foi efetivo contra as 9 cepas de bactérias Gram
positivas e negativas testadas durante a pesquisa apresentando maior atividade contra cepas de

Bacillus spp., que sdo estritamente rel acionadas com a cepa produtora.

4.3 I dentificacdo das bactérias sensivels a substancia antimicrobiana

As bactérias isoladas que apresentaram sensibilidade a substancia antimicrobiana foram submetidas
a testes biogquimicos (Tabela 6) para sua identificacéo, conforme a chave de identificacdo descrita
em Faddin (1980).

Através destes testes, identificourse Bacillus sp., Acinetobacter spp, Aerococcus viridians,
Corynebacterium vitarumen, Corynebacterium amycolatum e Staphylococcus epidermidis (Tabela
7). A colbnia 13 ndo foi identificada, pois ndo foi possivel a sua reativacdo para realizacdo dos
testes.

Como citado na literatura, bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Corynebacterium e
Acinetobacter sdo parte da microbiota normalmente encontrada em moluscos bivalves
(BAUTISTA, 1989; ICMSF, 1985), além de estarem distribuidos tanto nos solos quanto ra agua.
Estes trés géneros também foram encontrados por Kueh & Chan (1985) em andlises realizadas com
mexilhdes e com ostras, sendo que o Bacillus sO foi detectado no intestino desta Ultima. Entre outras
espécies, Castellvi (1966) também encontrou bactérias do género Acinetobacter em Mytilus edulis,

representando cerca de 12% do total de microrganismos detectados.
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Tabela 6: Resultados da microscopia e dos testes bioquimicos utilizados na identificacdo das

bactériasisoladas do mexilhdo e que apresentaram sensibilidade a substancia antimicrobiana

produzida por B. amyloliquefaciens

© = % < s | 8
21888 el |88 |28 8 EERER R
slg|lzs|zZ|2 |5 |2 |85 |32 |S|2|2|=|8|B|=|cS
Slelg|8|2 /9|8 |%|S|8|8|°|>|3|8B |8 |3 |5 |3

< |© 9 O = |7 |° |x
1 a| + - - O + + + | NR|NR|NR|NR|[NR|NR|NR|NR|NR| NR
8| b | +| - F | + - - | NR[NR| - + | + [ NR]| - -+ ]+
9 c| + - + F + | NR| + - + - | NR|NR| NR|[NR| NR|NR| NR
12 | a | + - + F + - |NR| NR|NR| - + | NR| - + - - -
13| a | + - | NR[NR|[NR|NR|[NR|NR|NR|NR|NR|NR[NR|NR|NR|NR|NR
6|al+| -|+|F|+] - -[NR[NR[ - |+ ] -] -[+[-1T-7T-
19| c | + - + F [+ NR | - - - + | NR[NR|NR|NR|NR|NR]| NR
37 c | + - + F [+ NR| - - + - [NR|NR|NR|NR|NR|NR| NR
38| c | + - + F + | NR| - - + - | NR|NR| NR|[NR| NR|NR| NR

NR - Teste ndo realizado
1 - microscopia: a- bastonete Gram positivo

b - bastonete Gram negativo
C - cocos Gram positivo

2- O/F: O = oxidativo; F = fermentativo

Espécies de Aerococcus estédo amplamente distribuidas na natureza, incluindo ambientes marinhos.
S80 conhecidos por causarem uma doenca fatal em lagostas chamada “ gaffkemia’. Além disso séo
patdégenos oportunistas associados com bacteremia, endocardites e infecgdes do trato urindrio em
humanos (CDC, 2002).

Saphylococcus epidermidis € um habitante normal da pele e mucosas, sendo encontrado

praticamente em todos os individuos (TRABULSI, 1991), sua presenca nas amostras de mexilhdo
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pode ser devido ha algum tipo de contaminagdo que pode ter ocorrido durante alguma etapa da

andise.

E importante ressaltar que apenas 0S microrganismos que apresentaram sensibilidade a substancia
antimicrobiana produzida por B. amyloliquefaciens foram identificados, significando que
poderiamos ter encontrado outras espécies de bactérias Gram negativas e positivas, uma vez que 39

microrganismos foram isolados.

Tabela 7: Bactérias sensiveis a substancia antimicrobiana, isoladas e identificadas a partir do
mexilh&o Perna perna

Colonia I dentificacao
1 Bacillus sp.
8 Acinetobacter spp.
9 Aerococcus viridians
12 Corynebacterium vitarumen
13 Nao identificada
16 Corynebacterium amycolatum
19 Saphylococcus epidermidis
37 Aerococcus viridians
38 Aerococcus viridians

4.4 Verificagao, in vivo, da acdo da substancia antimicrobiana sobre a microbiota do mexilh&o

mantido sob temperatura derefrigeracéo

Em testes preliminares com amostras de mexilhdes mantidas sob temperatura de refrigeracéo,

verificouse a acdo do extrato contendo a substéncia antimicrobiana em diferentes concentragdes
(100%, 75%, 50%, 25%). Além disto, testouse dgua destilada esterilizada e tampéo fosfato como
diluentes. A proporcao de extrato utilizado foi 1:30 (1 mL de extrato para 30 g de mexilh&o). Apo6s
andlise dos resultados, observouse que as concentragdes de 75% e 50% apresentaram halos de
inibicdo com o mesmo tamanho e, a 25% n&o houve inibicdo . Dessa forma, optou-se por utilizar o
extrato a 100% (n&o diluido) e 50% (diluido em &gua destilada esterilizada na propor¢do de 1:2).

Além disso, a proporcéo de extrato foi aumentada para 1:10, isto é, 1 mL de extrato para 10 gramas

de mexilhado.
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Nos resultados da primeira coleta, a contagem para microrganismos psicrotroficos efetuada com o
mexilh&o parcialmente eviscerado no dia 0 (dia da coleta) foi de 1,4 x 10° UFC/g (Figura 5). Ap6s 1
e 3 dias mantido sob temperatura de refrigeracdo as contagens ficaram em torno de 2,3 x 10° € 2,8 x
10% UFC/g, respectivamente. Para 0 mesmo periodo, as amostras tratadas com a substancia a 100%
apresentaram contagens inferiores (4,0 x 10 e 5,5 x 10?> UFC/g) &s do controle. Apés 7 dias de
armazenamento as contagens foram de 54 x 10° UFC/g enquanto que agueles submetidos a
sustancia a 100% apresentaram 6,5 x 10° UFC/g. Sendo assim, a substancia a 100% teve ac&o na
microbiota do mexilhdo parcialmente eviscerado. Como esperado, o extrato diluido (50 %) foi
menos eficiente. Por exenplo, no 7° dia de armazenamento as contagens referentes a amostra
tratada com o extrato diluido apresentaram contagens de 1,3 x 10° UFC/g, enquanto que aquelas

tratadas com o extrato a 100% as contagens ndo ultrapassaram valores de 6,5 x 10° UFC/g.

Acéo da substancia antimicrobiana sobre o mexilh&o parcialmente
eviscerado
10

2 8-
8 6 - controle
2 —8—100%
g 47 —A— 50%
] 0
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Figura 5: Resultados da primera coleta referente as analises de microrganismos
psicrotr éficos realizadas com mexilhdes par cialmente eviscerados, os quais foram
tratados com 100% e 50% de extrato de B. amyloliquefaciens e mantidos sob

temperatura de refrigeracdo por sete dias.

Para as amostras de mexilhdes inteiros as contagens obtidas tanto para as amostras tratadas com o
extralo quanto para as ndo tratadas, foram semelhantes ao longo de todo o periodo de
armazenamento (Figura 6). Mesmo assim, as contagens das amostras tratadas com o extrato de B.
amyloliquefaciens foram menores do que as néo tratadas apresentando valores que variaram entre
2,2x 10° a5,5 x 10° UFC/g e 2,8 x 10° e 1,2 x 10’ UFC/g, respectivamente. Com relacdo & amostra
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de mexilhdes parciamente eviscerados, o extrato teve um melhor efeito sobre a microbiota deste do
gue sobre a da amostra de mexilhdes inteiros. Este fato pode ter ocorrido porque, durante a retirada
das visceras a microbiota que encontrava-se no seu interior ficou exposta, desta maneira a
substéancia pode agir diretamente sobre as bactérias. Enquanto que nas amostras de mexilhdo inteiro,
era necessario que a substancia penetra-se no interior das visceras para depois atingir as bactérias ai
presentes. Segundo BLOM et al. (1997) a distancia em que a molécula de bacteriocina precisa se
difundir até a célula alvo, aém do nimero destas com relagdo a quantidade de substancia séo

consideracfes importantes para serem realizadas na predicéo e verificacdo da sua atividade.

Acao da substancia antimicrobiana sobre o mexil&o inteiro
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Figura 6: Resultados da primeira coleta referente as andlises de microrganismos
psicrotroficos realizadas com mexilhfes inteiros, os quais foram tratados com
100% de extrato de B. amyloliquefaciens e mantidos sob temperatura de

refrigeracéo por setedias.

De uma forma geral, os produtos marinhos apds a morte, perdem a protecdo natura a invasdo de
bactérias e a acdo de suas proprias enzimas que sd0 encarregadas de controlar processos nhormais
tais como, a contragdo e o relaxamento muscular enquanto o animal esta vivo. Mas quando o animal
morre essas enzimas sdo implicadas em reacGes predominantemente degradativas. As enzimas
proteoliticas, liberadas pelos lisossomas, comegam a agir ainda no inicio do rigor mortis sobre as
proteinas estruturais. A hidrélise das proteinas vai permitir a criacdo de um ambiente favoravel para
0 crescimento bacteriano, permitindo a deterioragdo. A decomposicdo é particularmente intensa

quando o produto sai do rigor mortis e as bactérias tém como substrato os produtos hidrolisados
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formados como resultado da autélise. Assim, ro principio, 0 himero de microrganismos na carne
cresce lentamente, mas depois aumenta rapidamente com o decorrer da decomposicéo
(BERTULLO, 1975; CONNELL, 1988).

Através da figura 7, pode-se notar que as contagens das amostras controle dos mexilhdes
parcia mente eviscerados e inteiros apresentaram valores semel hantes durante os 3 primeiros dias de
armazenamento, ndo ultrapassando valores de 10° UFC/g para ambas as amostras. Os processos de
decomposicéo, assim como a duracdo do fendmeno de rigor mortis, podem ter sidos retardados
devido a temperatura de armazenamento (6°C + 0,5), fazendo com que a taxa de crescimento das
bactérias presentes no mexilhdo fosse relativamente baixa. Algumas diferencas no crescimento e
consequentemente na contagem de microrganismos psicrotroficos podem ser verificadas entre 0 5° e
7° dia de armazenamento. A carga microbiana das amostras de mexilhdes parcialmente eviscerados
(1,8 x 10° UFC/g) apresentou um ciclo logaritmico maior do que a do mexilhdo inteiro (2,1 x 10*
UFCJ/g) no 5° dia, mas ao final do periodo de armazenamento os mexilhdes inteiros apresentaram
uma contagem superior (1,1x 10” UFC/g). O crescimento mais répido dos microrganismos das
amostras de mexilhdes parcialmente eviscerados pode ter ocorrido devido ao contato com o
musculo do mexilh&o antes das bactérias presentes nas amostras de mexilhfes inteiros. I1sto porque
durante o procedimento de retirada das visceras ocorria a ruptura das mesmas, expondo a
microbiota interna. Assim, @m o decorrer dos processos de decomposicdo, 0S microrganismos
encontravamse em um ambiente favordvel a0 seu crescimento tendo disponivel os produtos
formados como resultado da autdlise. Nos mexilhdes inteiros era necessario primeiramente que a
parede intestinal fosse rompida através da a acdo dos sucos digestivos, para que 0s microrganismos
concentrados no interior das visceras se difundissem na carne do mexilh& e assm encontrassem

condi¢Bes mais favoréveis ao seu crescimento.
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Compar acéo dos contr oles dos mexilhdes par cialmente
eviscerados einteiros - primeira coleta

=@ parc evisc

inteiro =9

Log UFC/g
A O

Tempo (dias)

Figura 7: Comparacao dos controles, mexilhfes par cialmente eviscerado e inteiro, referente a

primeira coleta.

Na segunda coleta, também observouse 0 aumento da microbiota do mexilhdo parcialmente
eviscerado ao longo do periodo de armazenamento sob temperatura de refrigeracéo, variando de 5,0
x 10° UFC/g no dia 0 (dia da coleta) a 2,4 x 10’ UFC/g no 7° dia (Figura 8). As amostras, tratadas
com o extrato a 100%, tiveram praticamente a mesma contagem observada nas amostras nao
tratadas até o terceiro dia de armazenamento com valores que variaram de 1,3 x10* UFC/g no
primeiro diaa 1,3 x 10° UFC/g no terceiro dia. A partir do quinto e sé&imo dia as contagens foram
um superiores as do controle apresentando 7,5 x 10° UFC/g e 8,3 x 10’ UFC/g, respectivamente.
As amostras tratadas com 50% de extrato antimicrobiano apresentaram 0 mesmo comportamento
gue aguelas tratadas com 100% sendo que em termos de contagem foram superiores (Figura 8).
Novamente observa-se que o extrato diluido, embora apresente um comportamento semelhante a0

nao diluido, € um menos eficiente.
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Acéo da substancia antimicr obiana sobre o mexilh&o par cialmente
eviscerado

controle
—&—100%
—&— 50%

Log UFC/g
A OO ©

Tempo (dias)

Figura 8 Resultados da segunda coleta, referente as andlises de microrganismos
psicrotroficos realizadas com mexilhdes par cialmente eviscerados os quais foram
tratados com 100% e 50% de extrato de B. amyloliquefaciens e mantidos sob

temperatura de refrigeracao por 7 dias.

Os resultados para a amostra de mexilhdes inteiros mostraram um comportamento semelhante das
curvas de crescimento microbiano tanto para o controle quanto para a amostra tratada com o
extrato. Sendo que esta Ultima, teve uma contagem um pouco menor do que a controle (Figura 9).
Assim como ha primeira coleta, a contagens iniciais da amostra controle do mexilhdes parciamente
eviscerados e inteiros foram préximas 5,0 x 10° UFC/g e 9,8 x 10° UFC/g, respectivamente. Embora
a contagem da amostra de mexilhfes inteiros tenha sido mais baixa que a dos mexilhdes
parcialmente eviscerados até o terceiro dia de armazenamento, houve um aumento de um ciclo

logaritmico nas contagens a partir do quinto dia (Figura10).

38



Acao da substancia antimicrobiana sobre o mexilhdo inteiro
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Figura 9: Resultados da segunda coleta, referente as andlises de microrganismos

psicrotréficos realizadas com mexilhdes inteiros, os quais foram tratados com
100% de extrato de B. amyloliquefaciens e mantidos sob temperatura de

refrigeracdo por 7 dias.

Comparagéo dos contr oles dos mexilhdes par cialmente eviscerados e inteir os
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Figura 10: Comparagdo dos controles, mexilhdes par cialmente eviscerado e inteiro, referente

a segunda col eta.
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Na terceira coleta a contagem padréo para microrganiSmos pscicrotréficos da amostra de mexilhdes
parciadmente eviscerados, foi menor do que as anteriores, mas teve 0 mesmo comportamento,
apresentando valores de 7,5x 10> UFC/g para o dia 0 e 1,1 x 10° UFC/g para o sétimo dia. A
substéncia apresentou certa atividade, haja vista, que os mexilhfes tratados com 100% de extrato
apresentaram uma contagem inferior do que ao do controle a0 longo dos sete dias de
armazenamento (Figura 11). Diferentemente das demais coletas, nesta a amostra tratada com o
extrato a 50% foi pouco mais eficiente ao longo de todo o armazenamento apresentando uma
diferenca de 1,36 log UFC/g quando comparado a controle no sétimo dia. Nas coletas anteriores as
amostras tratadas com o extrato diluido tiveram crescimento maior do que naguelas tratadas com o
extrato a 100% e controle. Possivelmente devido a maior concentracdo bacteriana a quantidade de
extrato adicionado a amostra foi insuficiente para atuar tanto na microbiota inicial quanto naquela
que se desenvolvia ao longo do tempo, ndo ocorrendo assim a acdo esperada. Nesta coleta as
contagens foram menores do que nas arteriores, assm, provavelmente devido a baixa carga
microbiana tanto inicial quanto ao longo do periodo, a quantidade de extrato utilizado tenha sido

relativamente suficiente para apresentar uma certa acéo bacteriostética.

Acdo da substancia antimicr obiana sobre o mexilh&o par cialmente
eviscerado
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Figura 11: Resultados da terceira coleta, referente as analises de microrganismos
psicrotroficos realizadas com mexilhfes par cialmente eviscerados os quais foram
tratados com 100% e 50% de extrato de B. amyloliquefaciens e mantidos sob

temper atura derefrigeracéo por setedias.
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Na amostra dos mexilhdes inteiros ndo houve uma grande ateracdo na carga microbiana ao longo
do periodo de armazenamento. Os mexilhfes tratados com a substancia antimicrobiana,
apresentaram uma carga microbiana menor do que aqueles ndo tratados (Figura 12), apenas com um
valor um pouco maior no sétimo dia (2,2 x 10* UFC/g para o controle e 2,8 x 10* UFC/g para o

tratado).
Acao da substancia antimicrobiana sobre 0 mexilh&o inteiro
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Figura 12: Resultados da terceira coleta, referente as analises de microrganismos
psicrotroficos realizadas com mexilhdes inteiros, os quais foram tratados com

100% de extrato de B. amyloliquefaciens e mantidos sob temperatura de

refrigeracéo por setedias.

Comparacéo dos controles dos mexilhdes par cialmente eviscerados e
inteiros - terceira coleta
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Figura 13: Comparacédo dos controles, mexilhdes par cialmente eviscerado e inteir o, referente

aterceiracoleta.
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Embora tenha sido possivel verificar a inibicéo de alguns microrganismos presentes na microbiota
do mexilhdo em testes in vitro, quando estes foram realizados diretamente sobre o aimento (testes
in vivo), a adicdo da substdncia de uma maneira geral, apresentou um comportamento
bacteriostético. Desta maneira, embora ndo tenha inibido o crescimento da microbiota do mexilhdo
ao longo do periodo em que este ficou armazenado, a adicdo da substancia antimicrobiana também
ndo permitiu um aumento desta carga. Esta conclusdo foi confirmada através das andlises
estatisticas do model o de regresséo polinomial quadrético, realizada com as trés coletas juntas, onde
estatisticamente os tratamentos ndo foram diferentes entre si , ao nivel de significancia de 10%
(Figural4 e 15).

Ac&o da substancia sobre o mexilhdo parcialmente eviscer ado-par a as 3 coletas
controle =3,4-0,04* x+0,068* x"2+eps
100% =2,823+0,125* x+0,053* x*2+eps
50% =3,362+0,018* x+0,049* x"2+eps
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Figura 14: Resultados para as trés coletas, referente as andlises de microrganismos
psicrotroficos realizadas com mexilhfes par cialmente eviscerados os quais foram
tratados com 100% e 50% de extrato de B. amyloliguefaciens e mantidos sob

temperatura de refrigeracao por sete dias.
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Ac8o da substancia sobre o mexilh&o inteiro - para as 3 coletas
controle =3,729-0,266* x+0,096* x"2+eps
100% =3,621-0,372* x+0,109* x"2+eps
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Figura 15: Resultados para as trés coletas, referente as analises de microrganismos
psicrotréficos realizadas com mexilhdes inteiros os quais foram tratados com
100% de extrato de B. amyloliquefaciens e mantidos sob temperatura de

refrigeracdo por setedias.

Em testes realizados por Duffes et al. (1999) verificou-se que Carnobacterium divergens V41 teve
um efeito bacteriostatico, visto que as contagens iniciais e finais de Listeria monocytogenes foram
idénticas apds 3 semanas de armazenamento. Neste mesmo estudo, a nisina também teve uma
atividade bacteriostética sobre Listeria monocytogenes por todo o periodo de armazenamento.

Quando testado no alimento, (salmao defumado a frio embalado a vacuo) verificouse novamente o

efeito bacteriostético de Carnobacterium divergens V41.

Eckner (1992) descreveu que em testes realizados em um tipo de salsicha alemd, a introdugéo de
Lactobacillus sake, uma bactéria produtora de bacteriocing, teve um efeito bacteriostético sobre
Listeria monocytogenes e conclui-se que tal cepa produtora de bacteriocina pode ser utilizada como
uma medida profilatica. Diferente de outros alimentos, especialmente fluidos como leites ou sopas,
0s substratos de alimentos solidos podem restringir severamente a difusdo da bacteriocina atraves
do produto. Isto pode limitar a eficacia da bacteriocina por mais que sgja produzida, como pode

estar disponivel ou ativa somente em éreas localizadas dentro da matriz do alimento (ECKNER,

1992).
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Segundo Génzle et al. (1999), a inibicdo do crescimento e eliminagdo de microrganismos
patogénicos pelas bacteriocinas durante a producéo e armazenamento do alimento é resultado de

interacdes especificas entre bacteriocina e a matriz do alimento tdo bem como o organismo alvo.

Outro fator que pode ter interferido na eficiéncia da substéncia quando adicionada no mexilhéo, é o
fato da microbiota do mexilh&o ser composta, em sua grande maioria, por bactérias Gram negativas.
Através de véarios estudos (TAGG et al., 1976; HOLZAPFEL, et al., 1995; GOFF et al., 1996;
MONTVILLE & CHEN, 1998; DUFFES et al., 1999; GANZLE, et al., 1999; CLEVELAND et
al.,2001) tem se verificado que a maioria das substancias antimicrobianas possuem a agdo sobre
bactérias Gram positivas. Esta acéo diferenciada entre as bactérias Gram positivas e negativas pode
ser devido a composicéo da parede celular das mesmas. Em ambas, a membrana citoplasmatica
forma uma borda entre o citoplasma e o ambiente externo, que € circundada por uma camada de
peptideoglicano o qual € significativamente mais fino nas bactérias Gram negativas do que nas
bactérias Gram positivas. As bactérias Gram negativas possuem uma camada adicional, também
chamada camada externa, a qual é composta de fosfolipideos, proteinas e lipopolisacarideos, sendo
impermeavel amaior parte de moléculas. Apesar disso, a presenca de poros nesta camada permite a
difusdo livre de moléculas com massa molecular inferior a 600 Da. As bacteriocinas pequenas
produzidas por bactérias acido |éticas sdo aproximadamente 3kDa e sd0 assim muito grandes para
atingir seus alvos, a membrana citoplasmética (KLAENHAMMER, 1993; STILES & HASTINGS,
1991 apud ABEE et al., 1995; GANZLE et al., 1999). No caso da substancia utilizada neste
trabalho, foi verificado em estudos preliminares que possivelmente a substancia antimicrobiana
produzida por B. amyloliquefaciens possui 0 peso molecular inferior a 6500 Da (BONELLI, 2001).
Mesmo sendo menor do que as bacteriocinas produzidas por bactérias é&cido léticas, ela ainda é

maior do que o tamanho do poro da parede celular dos microrganismos.

Em matrizes alimentares a atividade das bacteriocinas pode ser afetada por (i) mudancas na
solubilidade e carga das bacteriocinas, (ii) ligacdo das bacteriocinas aos componentes dos
alimentos, (iii) inativagdo por proteases e (iv) mudancas no envelope celular de organismos alvos
como uma resposta a fatores ambientais (GANZLE et al., 1999). Estes fatores prévios devem ser

considerados ao se adicionar as bacteriocinas diretamente no alimento.

A composicdo quimica (presenca enzimas exogenas, e. g. proteases) e as condi¢des fisicas

(temperatura e pH) sdo parametros criticos para a estabilidade e para a atividade de bacteriocinas
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em alimentos ou bebidas. A nisina, por exemplo, é 228 vezes mais soltvel em pH 2 do queem pH 8
(LIU & HANSEN, 1990 apud CLEVELAND et al., 2001). Durante verificagdo da atividade do
extrato antimicrobiano de B. amyloliquefaciens verificou-se que este apresentou atividade em uma
faixadepH de2 a8 (BONELLI, 2001). O pH do mexilh&o fresco ficaemtorno de 6,5 a 6,9 mesmo
havendo uma diminuicdo deste ao longo do tempo de armazenamento devido a deterioracdo
(aproximadamente pH 5,8) (ICMSF, 1985), ainda encontra-se dentro da faixa de atividade da
substancia antimicrobiana.

Outros investigadores (SAUCIER & GREER, 2001) tem reportado que os constituintes da carne e a
atividade enzimética endégena podem interferir com atividade antimicrobiana de bacteriocinas
usada em aimentos. Por exemplo, nisina ndo € ativa em sistemas carneos porque reage com
glutationa em carne crua produzindo um complexo inativo, este € insolivel ao pH da carne e esta

sujeito a degradacdo proteolitica.

O conteldo de gordura pode afetar a atividade da bacteriocina. Estudos tem mostrado que
bacteriocinas, incluindo a nisina, pode ligar-se preferencialmente ao lipideo, por isso interferindo
com a atividade contra abactéria (NETTLES & BAREFOOT, 1993). Um grande determinante para
a sensitividade da nisina € a quantidade relativa de lipideos carregados negativamente na membrana
avo.

Visto que as bacteriocinas sdo componentes protéicos, elas podem ser susceptiveis a proteases
enddgenas ou proteinases presentes em alimentos e devem ser avaliadas cuidadosamente por
retencdo da atividade. Visto que a degradacdo destes componentes é indesgjavel em sistemas
alimentares, inativacdo por enzimas gastro-intestinais, tais como as quimotripsina ou tripsina, é
vantajoso. Inativagdo por essas enzimas causa bacteriocinas inertes e pode explicar porque nenhum
efeito adverso tem sido associado com a ngestdo de bacteriocinas (NETTLES & BAREFOOQOT,
1993).

O modo de agdo das bacteriocinas é dependente de muitos fatores, dentre os quais a sua
concentracdo. A inibicdo de células persiste enquanto houver bacteriocina ativa remanescente no
meio de crescimento (MORENO, 1999). Assim, talvez a quantidade de substancia antimicrobiana
utilizada na realizacdo dos testes deste trabalho (1ImL de substancia em 10 g de mexilh&o) ndo tenha

sido suficiente parainativar o crescimento da microbiota presente no mexilhéo.
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A capacidade de inibicdo de uma bacteriocina € medida pela quantidade de proteina ativa na
mesma. Esta quantidade pode variar dependendo das condi¢des de crescimento da bactéria
produtora. Desta maneira seria necessario realizar um pool de vérios extratos e entdo dosar a

quantidade de proteina e entéo utilizar uma quantidade padréo desta.

Ultimamente tem-se realizado estudos onde testa-se o efeito sinergético de uma bacteriocina mais
algum componente para melhorar a eficiéncia do controle da microbiota de um determinado
alimento. Por exemplo, a lisoenzima € conhecida por inibir algumas bactérias Gram positivas, mas
sozinha é ineficaz contra bactérias Gram negativas (NATTRESS, et al., 2001). Em 1986, Kordel e
Sahl reportaram que Escherichia coli torna-se snsivel a nisina quando a membrana externa foi
rompida (KORDEL & SAHL, 1986 apud ABEE et al., 1995). Desde entdo, varios pesquisadores
tem mostrado que o uso de agentes quelantes, tais como EDTA ou citrato podem ser usados para se
ligarem aos ions de magnésio na camada lipopolisacarideos, da membrana externa de bactérias
Gram negativas com aumento da susceptivel da sensibilidade a bacteriocinas, antibidticos e
detergentes (ABEE et al., 1995; STEVENS et al., 1992 apud HOLZAPFEL et al., 1995).

Os efeitos da nisina Z, carnocina Ul49 e bavaricina A no crescimento bacteriano e vida de prateleira
do camaréo salgado foi recentemente avaliado comparada com agueles de solucéo de sorbato-
benzoato e um controle com nenhum preservativo adicionado. A vida de prateleira do camardo sem
conservantes encontrada foi 10 dias. Carnocina Ul49 néo teve influencia na vida de prateleira,
enquanto que bavaricina (bruta) estendeu a vida de prateleira para 16 dias. Significativamente
guando a nisina Z purificada ou bruta foi aplicada no mesmo materia a vida de prateleira foi
extendida para 31 dias. A solugéo de sorbato-benzoato preservou o camar&o salgado por todo o
periodo de armazenamento (59 dias). Tais resultados oferecem perspectivas claras para 0 uso de
bioconservantes de certos pescados com nisinaZ (ABEE et al., 1995)

45 Verificacao da producdo de histamina pelas bactérias inibidas pela substancia
antimicrobiana

As colbnias que apresentaram sensibilidade a substancia antimicrobiana produzida por B.
amyloliquefaciens, foram testadas para verificar se as mesmas possuiam a capacidade de formagdo

de histamina.

46



O meio utilizado por Niven et al. (1981), teve que ser modificado no que diz respeito a
concentrac@o de agar o qual passou de 2% para 3,5%, devido a ndo solidificagdo do mesmo no
primeiro caso. Uma situacdo semelhante foi presenciada por HernandezHerrero et al. (1999),
utilizando uma concentracdo um pouco superior - 4%. Neste trabalho, ndo houve a necessidade de

utilizar este valor, haja vista que, com 3,5%, 0 &gar apresentou a consisténcia desejavel.

Nos primeiros testes realizados com 0 meio descrito por Niven et al. (1981) ndo foi possivel
verificar se houve alteragcdo da cor do meio, pois as coldnias ndo cresceram devido provavelmente a
sobrecamada. Em testes adicionais, esta camada foi desconsiderada mas, mesmo assm, houve
pouco crescimento ou nenhum nas placas incubadas a 35° ou a 25°C, respectivamente. Com
excecao de Acinetobacter spp, que é aerobio, as demais colOnias identificadas sdo anaerdbias
facultativas o que ndo impediria 0 seu crescimento em um meio com sobrecamada. O baixo pH do
meio (5,3) pode ser uma das causas do pouco crescimento observado das colonias. Aquelas colénias
gue cresceram nao apresentaram as caracteristicas descritas por Niven para bactérias histidina
decarboxilase.

Na metodologia sugerida por Yoshinaga & Frank (1982) houve alteracdo da cor do meio (Figura

16) apenas nas placas (Tabela 8) e ndo foi notada a formacdo de gés nos tubos com Duhran.
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Proteusvulgaris Listeria Sem inéculo
monocytogenes

Colbnia8

-L___‘_H_ 0

Coldnial2

Colbnia9

Colbdnia37 Col6nia38

Figura 16: Colbnias que apresentaram alteracao da cor do meio, nos testes de decar boxilagdo
da histidina realizados através da metodologia sugerida por Yoshinaga & Frank
(1982).
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Tabela 8. Resultados dos testes de decarboxilacdo da histidina realizados através da

metodologia sugerida por Yoshinaga & Frank (1982)

Decarboxilacéo da histidina
Col6nias 1°teste 2°teste 3 teste 4°teste

1 ++ ++ ++ ++
8 + + + +

++ ++ ++ ++

12 ++ ++ ++ ++

13 slc slc slc slc
16 slc sic - -
19 - - + -
37 + + + +
38 + + + +

Controle positivo* ++ ++ ++ ++
Controle negativo** - - - -
Controle do meio*** - - - -

Legenda:

++ = com alteracdo da cor do meio

+ =com pouca alteragéo da cor do meio
- = sem ateracdo dacor do meio

s/c = sem crescimento

*Proteus vulgaris

**|_isteria monocytogenes

*** P|acas sem indculo

O aumento do pH do meio Niven modificado devido a secrecéo de componentes alcalinos, resulta
em uma mudanca de cor do meio ao redor das col6nias de amarelo para vermelho/purpura. Muitos
autores (ACTIS, et al. 1999; BEN-GIGIREY, et al., 1999; KIM, et al., 2001) tem verificado que
este aumento pode ocorrer devido aformac&o de outros componentes resultantes da via metabdlica,
tal como amonia. 1sto pode ser um fator de interferéncia quando meios diferenciais sdo utilizados
para detectar a secrecdo de histamina por bactérias. A secrecdo deste tipo de substéncia introduz
uma variavel perturbadora que afeta drasticamente os resultados obtidos com esta técnica a qual €
baseada apenas na mudanca de cor de um indicador de pH. Desta mareira, seria necess&rio a
confirmacdo dos resultados através de técnicas mais especificas, por exemplo o uso de
cromatografias (.g. cromatografia gasosa, cromatografia de camada delgada ou cromatografia

liquida de ata performace — HPLC), utilizando histamina padr&o como referéncia.
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Em acordo com este trabalho, os géneros Bacillus spp. e Acinetobacter spp. também tem sido
identificados como bactérias formadoras de histamina em outros alimentos (LEITAO, et al., 1983;
MIDDLEBROOKS, et al., 1988; SHALABY, 1996; BEN-GIGIREY. et al., 1999; ACTIS, et
al.,1999; KIM, et al., 2001).

Em um trabalho realizado por HerndndezHerrero et. al.(1999), com anchovas maturadas em sal,
38,73% das bactérias isoladas foram classificadas como formadoras de histamina, destas, 76%
pertenciam ao género Staphylococcus spp, sendo que S epidermis foi a espécie formadora mais
fregliente e ativa Assm como neste trabalho, 0 meio utilizado por HerndndezHerrero para
identificacdo das bactérias formadoras de histamina foi 0 meio Niven, mesmo assim, o resultado

ndo foi semelhante para esta espécie em questéo.

4.6 Trabalhos futuros

Segundo Tagg et al. (1976) fatores como temperatura, tempo, aeracéo e pH durante aincubacdo das
culturas produtoras de antimicrobianos, podem exercer efeitos profundos na producdo de
antimicrobianos ativos. Desta maneira seria interessante a padronizacdo da quantidade de substancia
utilizada, através da dosagem de proteinas. Assim, ao aplicar a substancia antimicrobiana em um
alimento a quantidade desta seria conhecida e as variagdes encontradas poderéo ser devido somente

as interagGes com 0 mesmo.
Verificar a possibilidade do efeito sinergético da substéncia antimicrobiana produzida pelo B.
amyloliquefaciens com mais algum componente, como por exemplo EDTA, visando assim,

melhorar a eficiéncia do controle da microbiota do mexilh&o ou de outro alimento.

Utilizar a microbiologia preditiva, como uma ferramenta na avaliagdo da acdo da substéncia

antimicrobiana sobre a microbiota do mexilh&o ou de um outro alimento que se desegja estudar.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel verificar que a substancia antimicrobiana produzida por Bacillus amyloliquefaciens
apresentou um comportamento bacteriostatico quando aplicada diretamente na carne do

mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758).

Das 39 coldnias bacterianas isoladas do mexilhdo Perna perna cultivado na praia do Sambagui,
9 apresentaram sensibilidade ao extrato da substéncia produzida por B. amyloliguefaciens,

quando testadas in vitro.

As 9 colbnias foram identificadas pertencem aos géneros. Bacillus sp., Acinetobacter spp,
Aerococcus viridians, Corynebacterium vitarumen, Corynebacterium amycolatum e
Saphylococcus epidermidis

As bactérias Bacillus sp., Acinetobacter spp, Aerococcus viridians, Corynebacterium vitarumen
guando incubadas no meio Niven modificado, apresentaram mudanca de cor do indicador
sugerindo uma possivel capacidade de formagio de compostos alcalinos. E necessario realizar
testes bioquimicos para se confirmar se este composto formado é a histamina ou réo.
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