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RESUMO 
 

O filé de tilápia, pescado mais cultivado no mundo, devido à manipulação adicional, está 
sujeito a deteriorações enzimáticas e microbianas – principalmente por bactérias 
psicrotróficas – causando alterações organolépticas e diminuindo a aceitabilidade do produto 
pelos consumidores. A busca por métodos de conservação eficientes e que preservem o 
frescor se faz necessária para garantir o acesso da população a esse produto de alto valor 
nutricional. Porém, devido à mudança no perfil do consumidor moderno pela busca alimentos 
que não passem por processos agressivos de conservação – para não alterar as características 
do produto - que não contenham aditivos químicos e que se mantenham frescos pelo maior 
tempo possível, os métodos biológicos como a utilização de bacteriocinas obtidas de Bactérias 
Ácido-Láticas (BALs) surgem como uma opção. Portanto, propõe-se um método alternativo 
para a biopreservação de filés de tilápia-do-nilo resfriados através da utilização de 
bacteriocinas de BALs. A primeira etapa do trabalho consistiu na avaliação da vida de 
prateleira do filé e no isolamento dos microrganismos deteriorantes, na segunda etapa foi 
realizada a produção, semi purificação das bacteriocinas e a avaliação do efeito inibitório 
delas frente aos microrganismos psicrotróficos isolados da primeira etapa para selecionar os 
compostos mais efetivos. Na terceira etapa, foi realizada a aplicação das bacteriocinas 
diretamente no filé de tilápia para a avaliação do impacto na vida de prateleira. Os resultados 
demonstram que a vida de prateleira do filé resfriado a 4° C é de menos de dez dias, durante o 
isolamento e identificação bacteriana, além disso, a contaminação inicial demonstrou falhas 
durante o processo de despesca, abate ou filetagem. Todos os isolados apresentaram as 
mesmas características bioquímicas, indicando que são microrganismos do mesmo gênero 
(Pseudomonas). No teste de sensibilidade antimicrobiano o extrato bruto e o semi purificado 
do Lactobacillus salivarius apresentaram inibição frente à Pseudomonas spp.. O método de 
aspersão demonstrou maior eficácia na comparação com o método de imersão, levando à 
conclusão de que a aplicação por aspersão de bacteriocinas semipurificadas de Lactobacillus 
salivarius em filé de pescado fresco resulta no aumento da vida de prateleira desde alimento. 
. 
 
Palavras-chave: Pescado. Bacteriocinas. Biopreservação.   
  
 
  



 
 

 

ABSTRACT 
 

The tilapia fillet, the most cultivated fish in the world, due to additional handling, is subject to 
enzymatic and microbial deterioration - mainly by psychrotrophic bacteria - causing 
organoleptic changes and decreasing the acceptability of the product by consumers. The 
search for efficient conservation methods that preserve freshness is necessary to guarantee the 
population's access to this product of high nutritional value. However, due to the change in 
the profile of the modern consumer by the search for foods that do not undergo aggressive 
conservation processes - not to change the characteristics of the product - that do not contain 
chemical additives and that remain fresh for as long as possible, biological methods such as 
The use of bacteriocins used from Lactic Acid Bacteria (BALs) appears as an option. 
Therefore, an alternative method is proposed for the biopreservation of chilled Nile tilapia 
fillets through the use of BALs bacteriocins. The first stage of the work consisted of the 
evaluation of the shelf life of the fillet and the isolation of the deteriorating microorganisms, 
in the second stage the production, semi-purification of the bacteriocins and the evaluation of 
their inhibitory effect against the psychrotrophic microorganisms isolated from the first stage 
was performed to select the most effective compounds. In the third stage, bacteriocins were 
applied directly to the tilapia fillet to assess the impact on shelf life. The results demonstrate 
that the shelf life of the fillet cooled to 4 ° C is less than ten days, during isolation and 
bacterial identification, in addition, the initial contamination showed failures during the 
process of harvesting, slaughter or filleting. All isolates had the same biochemical 
characteristics, indicating that they are microorganisms of the same genus (Pseudomonas). In 
the antimicrobial sensitivity test, the crude and semi-purified extract of Lactobacillus 
salivarius showed inhibition compared to Pseudomonas spp. of Lactobacillus salivarius in 
fresh fish fillet results in increased shelf life from food. 
 
 
 
Keywords: Fish. Bacteriocins. Biopreservation. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 O consumo de pescado é uma importante parte de uma dieta saudável, tendo em vista 

a qualidade de sua proteína; a presença de nutrientes essenciais e ácidos graxos ômega 3; e 

sua baixa quantidade de gordura se comparado com outras carnes (RHEA, 2009; PAL, 2010). 

Paralelo a isso, a produção mundial de pescado destinado ao consumo em 2016 foi de 170 

milhões de toneladas, sendo 80 milhões de toneladas são oriundas da aquicultura, mostrando a 

importância econômica da atividade e a busca expressiva por este tipo de alimento (FAO, 

2018). 

Atualmente, o Brasil ocupa a 13° posição no ranking mundial de maiores produtores 

de pescado (FAO, 2018) e isso se deve, principalmente, ao fato de que cerca de 60% do 

pescado brasileiro é proveniente da criação de tilápias (IBGE, 2018). Essa espécie, apesar de 

exótica, adaptou-se muito bem no Brasil e cresce rapidamente, possibilitando uma produção 

intensiva em tanques. Devido ao elevado progresso na produção de pescado cultivado 

(9,85%), em comparação com outras carnes e a agricultura, impulsionado principalmente pelo 

crescimento de 14,2% na produção de tilápia (KUBITZA, 2015),    

Dentre os diversos produtos cárneos, o pescado é o mais vulnerável à deterioração 

microbiana e à oxidação lipídica, pela sua própria composição biológica (SOARES et al., 

2012). Esta deterioração microbiana é resultante especialmente da ação de microrganismos 

psicrotróficos, tais como Pseudomonas (EMIKPE et al., 2011; MOHAN et al., 2010) 

Shewanella e Flavobacterium spp. (MOHAN et al., 2010).  

Para conter a multiplicação microbiana e as reações enzimáticas, com o intuito de 

aumentar a vida de prateleira dos pescados, alguns métodos térmicos utilizados há séculos 

ainda são estudados, aprimorados e associados a novos métodos de conservação (SAMPELS, 

2014). Uma das alternativas para conter essa deterioração é a adição de compostos químicos, 

porém, o perfil dos consumidores está se inclinando, cada vez mais, para a redução da 

utilização de conservantes químicos (WORAPRAYOTE et al., 2018).  

Outra possibilidade é o congelamento, entretanto, durante o processo podem ser 

causadas micro lesões nas células teciduais, fazendo com que possam surgir mudanças 

indesejáveis no pescado durante o processo de descongelamento, como a grande produção de 

exsudato e mudanças de volume (COLLA; PRENTICE-HERNÁNDEZ, 2003), essas 

alterações muitas vezes desestimulam o consumo. Além disso, trata-se de um método com 

elevado custo, já que, na cadeia de produção alimentar, cerca de 50% da energia consumida 
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na planta advém da utilização de frio industrial, representando cerca de 15% a 17% do total de 

energia elétrica produzida no planeta (BARRIAS, 2015). 

Portanto, devido às novas tendências adotadas pelos consumidores em relação ao 

consumo de alimentos seguros, saudáveis, frescos e que não contenham conservantes 

químicos, os aditivos naturais tornaram-se populares, entre eles as bacteriocinas surgiram 

como uma opção (MAHENDRA, 2016). Nesse sentido, na busca por microrganismos que 

possuam alta capacidade de produção de bacteriocinas, mas que, ao mesmo tempo, sejam 

“Generally recognized as safe (GRAS)”, as Bactérias Ácido-Láticas (BALs) surgem como 

protagonistas, devido a sua vasta utilização como probióticos e culturas starters 

(ANGIOLILLO et al. 2018). 

Essas substâncias são classificadas como peptídeos bioativos, são produzidas nos 

ribossomos de alguns microorganismos e liberadas para o meio extracelular, onde, 

potencialmente, agem inibindo o crescimento ou matando microrganismos patogênicos e 

resistentes aos antimicrobianos convencionais (ZOU et al, 2018).  

Sua produção em caldo de Man, Rogosa & Sharpe (MRS) envolve um alto custo, 

sendo necessário utilizar meios de cultura alternativos como, caldo de cana, bagaço de frutas, 

vinhaça, soro de leite, entre outros. O soro de leite, apesar de ser um subproduto, concentra 

grandes quantidades de lactose (fonte de alimento para microorganismos), proteínas solúveis, 

minerais e vitaminas, e por esse motivo, vem sendo estudado com um meio de cultura 

alternativo para a produção de compostos antimicrobianos de origem biológica (SABO et al., 

2019).  

Atualmente, poucas bacteriocinas são liberadas para a utilização em alimentos, nos 

EUA e Canadá, por exemplo, apenas as nisinas, produzidos por Lactococcus lactis, 

pediocinas, produzida por Pediococcus acidilactici, e Micocin®, uma combinação de três 

bacteriocinas (carnociclina A, carnobacteriocina BM1 e piscicolin 126) produzidas por 

Carnobacterium maltaromaticum são utilizadas e entre essas, sendo que a nisina, aprovada 

pelo FDA, é comercializada em mais de 48 países (ZOU et al, 2018). 

Logo, um dos desafios é encontrar microrganismos, principalmente BALs capazes de 

produzir compostos que inibam o crescimento de bactérias deteriorantes e aplicar estes 

compostos na matriz cárnea. Entretanto, há uma grande variedade dessas bactérias capazes de 

produzir diferentes tipos de bacteriocinas (GHANBARI et al., 2013; GÓMEZ-SALA et al, 

2015), possibilitando estudos mais específicos sobre sua utilização na matriz cárnea como 

agente de biopreservação. 
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O objetivo geral desta pesquisa foi o desenvolvimento de um método alternativo para 

a biopreservação de filés de tilápia-do-nilo frescos resfriados com a utilização de 

bacteriocinas produzidas por BALs em meio de cultura de baixo custo, tendo como objetivos 

específicos: A avaliação da evolução da deterioração do filé refrigerado e a realização do 

isolamento e identificação das bactérias psicrotróficas do filé de tilápia; a seleção das 

bactérias produtoras de bacteriocinas com atividade antimicrobiana frente a bactérias 

psicrotróficas; e o aumento da escala de produção das bacteriocinas em soro de leite, a 

aplicação da substância semi purificada na matriz cárnea do pescado e avaliação da 

diminuição ou não do desenvolvimento de bactérias deteriorantes, e se o efeito influenciou ou 

não no aumento da vida de prateleira do pescado.  

A pesquisa faz parte do Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia em 

Alimentos da Universidade de Passo Fundo – PPGCTA/UPF, e está enquadrada na linha de 

pesquisa 1 - Processos biotecnológicos e não convencionais na produção de alimentos e 

ingredientes, e projeto de pesquisa 2 - Desenvolvimento de produtos e processos para a 

indústria de alimentos, pois o foco foi a aplicação e a melhoria de um processo existente, qual 

seja: o de preservação dos pescados resfriados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 TILÁPIA-DO-NILO  

 

As tilápias são naturais da África, de Israel e da Jordânia. No Brasil, em 1952, foi 

importada a espécie Coptodon rendalli (tilápia-do-congo), seguida pela Oreochromis urolepis 

hornorum (tilápia-do-wami) e Oreochromis niloticus (tilápia-do-nilo) 20 anos depois, sendo a 

O. niloticus a mais difundida no Brasil e no mundo devido à sua fácil adaptação aos diferentes 

climas. Esta espécie não apresenta espinhos em forma de “Y” na sua musculatura, o que torna 

o seu filé a principal forma de comercialização e, devido à sua qualidade, favorece a aceitação 

pelo mercado consumidor. A tilápia apresenta grande adaptação ao sistema de produção em 

tanques-rede, que por ser um sistema intensivo tem como característica a contínua renovação 

da água, o que promove a remoção dos metabólitos e dejetos produzidos pela tilápia, 

favorecendo, assim, a qualidade da água e o desenvolvimento da espécie (VICENTE et al. 

2014). 

A característica biológica da O. niloticus ou tilápia-do-nilo (FIGURA 1) inclui: corpo 

compacto; espessura do pedúnculo caudal igual ao comprimento e escamas cicloides ausentes 

na superfície superior do focinho. O comprimento da mandíbula superior não apresenta 

dimorfismo sexual (não diferindo entre os sexos). Apresentam ainda linha lateral 

interrompida, partes espinhosas com 16 a 17 espinhos e partes moles da nadadeira dorsal 

(FAO 2010). 
 

Figura 1 Exemplar de O. niloticus (tilápia-do-nilo) com sua coloração acinzentada característica, presença de espinhos 
na nadadeira dorsal (a), escamas cicloides (b) e espessura do pedúnculo caudal igual ao comprimento (c). 

 
Fonte: domínio público. 

a 
a 

b 
c 
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A carne de tilápia é uma importante fonte de lipídios e de proteínas de fácil digestão e 

alto valor biológico – por conter aminoácidos essenciais como a lisina – além de possuir 

ampla gama de micronutrientes como vitaminas, minerais e ácidos graxos poli-insaturados 

como o ômega 3, em menor quantidade se comparado aos peixes marinhos. Pelo fato de a 

carne ser pobre em gorduras saturadas, carboidratos e colesterol, o seu consumo auxilia na 

perda de peso e no controle dos níveis de colesterol no sangue, tornando-se assim, 

notavelmente importante quando considerados os hábitos alimentares e culturais da sociedade 

moderna, bastante ligada a alimentos ricos em gorduras saturadas e açúcares, fatores 

determinantes ao desenvolvimento de doenças (DUARTE, 2017).  

Em 2016, a produção mundial de pescado atingiu a marca de 170.9 milhões de 

toneladas, com 80 milhões de toneladas provenientes da aquicultura, sendo a China o maior 

produtor com 49,2 milhões de toneladas. Na América do Sul, o Chile registrou uma produção 

de 1 milhão de toneladas (sendo o 8° maior produtor do mundo), seguido pelo Brasil, com 

600 mil toneladas (ocupando a 13° posição no ranking geral dos maiores produtores de 

pescado). Porém, a produção de peixes de água doce é a principal categoria dentro da 

aquicultura brasileira respondendo por 84,5% da produção aquícola do País. (FAO, 2018). 

Entre as espécies de peixe, a tilápia (O. niloticus) responde por 58,4% da produção 

brasileira (FIGURA 2), seguida pelo tambaqui com 18,2% de participação (IBGE, 2017). No 

Brasil, o consumo médio nacional de peixes de água doce (da pesca de captura no interior e 

da aquicultura de água doce) era bastante baixo, com 3,95 kg per capita por ano em 2013. A 

projeção, contudo, é que, em 2030, o consumo per capita aumentará em todas as regiões, 

exceto na África (-2%), e as maiores taxas de crescimento são projetadas para a América 

Latina (+ 18%) e para a Ásia e Oceania (+8% cada região), aumentando o consumo mundial 

de pescado para 21,5 kg, em comparação com 20,3 kg, em 2016. (FAO, 2017)  
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Figura 2 Participação dos grupos de peixes na produção da aquicultura brasileira. Mostrando 
um decréscimo em relação a 2016 com 58,4% da produção sendo carregada pela criação de 
tilápia e 18,2% pela de tambaqui. 

 
Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenação de Agropecuária, Pesquisa da Pecuária 
Municipal, 2017. 

 
 

2.2 MICROBIOLOGIA E VIDA DE PRATELEIRA DO FILÉ DE PESCADO 

 

O filé fresco viável de tilápia-do-nilo, quando analisado microbiologicamente acerca 

dos microrganismos responsáveis pela sua deterioração, aponta a presença principal de 

Pseudomonas (20%), Aeromonas (16%), Flavobacterium (10%) e Alcaligenes (10%) e 

também, com menor presença: Enterobacteriaceae; Acinetobacter; Corynebacterium; 

Staphylococcus; e Micrococcus. Contudo, nas amostras de filés já deterioradas (reconhecidos 

pela presença de mau cheiro), os resultados mostraram aumento significativo de 

Pseudomonas (52%) e da Aeromonas (32%) com a total ausência dos outros microrganismos 

previamente identificados no filé fresco viável, mostrando a drástica mudança na composição 

bacteriana durante o armazenamento (RONG et al., 2012). 
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Fogarty et al (2019) sugere que os melhores indicadores de qualidade a serem 

analisados no pescado estão associados aos microrganismos psicrotróficos, entre eles 

Pseudomonas spp. e Shewanella spp, relacionando esta última, principalmente, a peixes 

marinhos. 

As espécies de Pseudomonas são reconhecidas como agentes comuns que contribuem 

para a deterioração de carne fresca de pescado através da atividade de proteases extracelulares 

termo resistentes e lipases. Neste caso, o crescimento desses microrganismos e a utilização de 

nutrientes como açúcares e aminoácidos, com consequente liberação de compostos voláteis e 

não-voláteis, tais como ésteres, cetonas, álcoois, aldeídos, ácidos orgânicos, compostos de 

enxofre e aminas, causam alterações organolépticas (off-flavours e off-odours) a carne 

resultando em deterioração (STANBOROUGH et al., 2018). 

Tanto a Pseudomonas, quanto as outras espécies gram-negativas presentes são 

favorecidas em relação a outras Gram-negativas ou Gram-positivas, pois elas crescem 

rapidamente em temperatura de resfriamento e metabolizam a fração de Nitrogênio Não 

Proteico (NNP). Este é o primeiro substrato para o crescimento de muitos microrganismos 

deteriorantes (HUIS IN’T VELD, 1996). 

Além disso as Pseudomonas spp. são capazes de inibir umas às outras, por exemplo, 

com o aumento da temperatura de armazenamento, a Pseudomonas fluorecens conseguiu 

competir e inibir o crescimento da Pseudomonas fragi, além de inibis o crescimento de outras 

bactérias deteriorantes em amostras de pescado armazenadas a 0° C e 5° C (PARPALANI & 

BOZIARIS, 2016). 

 

2.2.1 RELAÇÃO DOS MICRORGANISMOS DETERIORANTES COM A VIDA DE 

PRATELEIRA DO FILÉ DE PESCADO 

 

A deterioração dos peixes é composta por duas fases: a primeira consiste em um 

processo autolítico por enzimas endógenas, que produz o substrato para o crescimento 

bacteriano. A segunda consiste no crescimento de microrganismos, o que ocorre mais 

rapidamente do que nas carnes de mamíferos, devido ao pH da carne de peixe (>6.2) ser 

maior que o dos animais terrestres (COMI, 2017).  

Com a morte do peixe, o oxigênio dos músculos esgota-se e, consequentemente, a 

glicólise anaeróbica começa a produzir ácido lático. O pH diminui, dependendo da espécie, de 

6,8 a 6,1. Após a glicólise, inicia-se a proteólise, induzida por enzimas internas e ativadas 

pelo pH. A atividade proteolítica é responsável pelo amaciamento progressivo dos tecidos do 
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peixe, no entanto, a degradação de proteínas e de frações do NNP produz peptídeos de cadeia 

curta, aminoácidos livres e compostos de nitrogênio, que aumentam o crescimento bacteriano 

(COMI & IACUMIN, 2012). 

Devido a intensa quantidade de substratos favoraveis as bacterias, representada 

principalmente pelas frações de NNP, o metabolismo e a multiplicação das bactérias se 

intensificam, assim ocorre progressivamente a formação e acumulo de substancias de odor 

desagradável, repugnantes e toxicas. O típico padrão de crescimento bacteriano, durante a 

deterioração do pescado, mostra uma curva clássica definida por estágios no declínio da 

qualidade do pescado, descrita por alterações nas características sensoriais tais como odor, 

sabor, aparência e textura (VIEIRA, 2003). 

Algumas alterações da cor dos peixes, de tonalidade entre o amarelo e o amarelo 

esverdeado são consequências da presença de Pseudomonas fluorescens, outras colorações 

podem ocorrer, como a marrom chocolate (leveduras não esporuladas) e a cor rosada ou 

vermelha (espécies do gênero Micrococcus e Bacillus (ARAÚJO, 2010). 

Apesar de a carne de peixe conter pouco carboidrato, o alto teor de aminoácidos livres 

na atividade metabólica das bactérias pode levar à produção de amônia, aminas biogênicas, 

compostos nitrogenados não proteicos, alcoóis, cetonas, aldeídos, ésteres, gás (CO2) e outras 

moléculas, sendo responsável pela descoloração, odores desagradáveis e sabores estranhos, 

resultando na diminuição da vida de prateleira do produto (COMI, 2017). 

 

2.3 BACTERIOCINAS 

 

As bacteriocinas são peptídeos antimicrobianos bioativos (AMPs) pequenos, 

termoestáveis, formados por sequências de aminoácidos (FIGURA 03) que são sintetizados 

no ribossomo de numerosas bactérias e liberados extracelularmente, elas agem matando ou 

inibindo o crescimento de células procariontes e podem ser úteis contra bactérias super-

resistentes aos antibióticos convencionais (SAHOO et al., 2017).  
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Figura 3 Estrutura química da nisina, a bacteriocina mais utilizada na indústria de alimentos. 

Fonte: Domínio público.

Elas podem ser produzidas espontaneamente como metabólitos primários ou 

secundários e a sua produção pode ser induzida e regulada pelo quorum sensing. O espectro 

de atividade, o modo de ação e as propriedades moleculares, genéticas e bioquímicas são 

variáveis. As proteínas de imunidade específicas protegem os microrganismos produtores de 

suas próprias bacteriocinas (BARBOSA, et al., 2018).

Essas substâncias são primeiramente sintetizadas na forma de pré-peptídeos ou pré-

bacteriocinas biologicamente inativos. Essa pré-bacteriocina contém uma sequência guia de 

18 a 27 aminoácidos para fazer com que a bacteriocina não se torne ativa dentro da célula e 

apresenta 2 glicinas, responsáveis pelo reconhecimento da pré-bacteriocina no sistema de 

transporte. O transportador contém uma porção proteolítica, responsável pela clivagem do 

peptídeo guia, além de uma porção de hidrólise responsável pela quebra do ATP e 

fornecimento de energia, realizando o transporte do precursor (pré-bacteriocina) à superfície 

celular durante a fase exponencial de crescimento e o catalisando na forma ativa 

(DRECHSEL et al., 2011).

2.3.1 BACTÉRIAS PRODUTORAS DE BACTERIOCINAS

Um estudo realizado por Ghanbari et al (2013) mostrou que mais de 60 espécies de 

BALs já foram estudadas e se mostraram eficazes na síntese de componentes antimicrobianos. 
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Em estudo posterior, Gómez-Sala et al (2015), ao isolar 197 BALs que tiveram efeito 

antimicrobiano frente a 20 patógenos alimentícios, em que se destacaram: Enterococcus 

faecium; Enterococcus faecalis; Pediococcus pentosaceus; Weissella cibaria; Lactobacillus 

sakei subsp. carnosus; L. sakei subsp. sakei; Lactobacillus curvatus subsp. curvatus; e 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, demonstrou ainda mais a importância de novos 

estudos acerca da enorme diversidade de bactérias. Porém, bactérias de outras ordens também 

demonstraram serem produtoras de compostos antimicrobianos, como o Bacillus coagulans 

(FU et al, 2018), a Pseudomonas putida (AHMAD et al., 2013), o Streptococcus phocae 

(PAARI et al., 2011) e o Bacillus amyloliquefaciens (HALIMI et al., 2010) 

Paralelamente, na busca por microrganismos que possuam alta capacidade de 

produção de bacteriocinas, mas que, ao mesmo tempo, sejam seguros (GRAS), as BALs 

surgem como protagonistas, devido a sua vasta utilização como probióticos e culturas starters 

(ANGIOLILLO et al. 2018), aumentando o interesse por estudos sobre a produção e métodos 

de utilização dos compostos produzidos por essa classe de microrganismo em alimentos como 

o pescado. 

O L. plantarum FGC-12 foi estudado em caldo MRS e constatou-se que a bacteriocina 

foi produzida durante a fase de crescimento logarítmico (4-16h), com a produção máxima 

ocorrendo na fase estacionária (20h). Isto sugeriu que a produção de bacteriocina é um 

metabolito secundário e dependente da densidade celular. E também se sugeriu que 

diminuição da atividade na fase de declínio (28h) pode ser devido à atividade de proteases 

extracelulares endógenas induzidas durante esta fase (LV et al., 2017). 

 

2.3.2 CLASSIFICAÇÃO DAS BACTERIOCINAS 

 

Um método clássico de classificação das bacteriocinas, datado de 1993 e utilizado até 

hoje, divide as bacteriocinas em quatro grupos, conforme a bioquímica e a genética desses 

compostos. O grupo I inclui os lantabióticos, como a nisina. Esse grupo é constituído por 

peptídeos termoestáveis de baixo peso molecular, diferenciados dos demais pela presença de 

lantionina e derivados. O grupo II é composto por pequenos peptídeos termoestáveis 

divididos em três subclasses: IIa (pediocina e enterocina), IIb (lactocina G) e IIc (lactocina B). 

Os polipeptídeos altamente termolábeis fazem parte do grupo III, e o grupo IV compreende as 

proteínas que possuem grandes complexos peptídicos contendo carboidrato ou lipídio em sua 

estrutura (KLAENHAMMER, 1993). 
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Já Drider et al. (2006), com base em suas características bioquímicas e genéticas, 

sugeriu uma distribuição das bacteriocinas em apenas três grandes classes. A classe I ou 

lantabióticos são peptídeos que contêm lantionina ou b-lantionina (ex. nisina). A classe II, 

heterogênea e de pequenos peptídeos termoestáveis (ex. pediocina) e a classe III, grandes 

peptídeos termolábeis (ex. helveticina). 

Da mesma forma, um método alternativo proposto por Alvarez-Sieiro et al. (2016) 

coloca as bacteriocinas em três grandes classes, porém através da análise de suas 

modificações e estabilidade, sendo que as classes I e II incluem peptídeos termoestáveis 

pequenos (<10 kDa), diferenciando-se apenas pelas modificações, já que a classe II não as 

apresenta. Restando a classe III, que compreende as grandes (>10 kDa) bacteriocinas 

termolábeis. 

Recentemente, uma nova classificação, agora analisando principalmente a estrutura 

química e de massa, foi proposta e divide as bacteriocinas em cinco classes (QUADRO 1) 

(VARELLA-COELHO et al., 2017). 

 

Quadro 1 Classificação proposta recentemente, em que bacteriocinas são classificadas, em cinco 
classes, com base em sua estrutura química e de massa. 

Classificação Características 

Classe I Pequenos peptídeos lineares (>5 kDa) contendo aminoácidos 

modificados pós-tradução. 

Classe II Pequenos peptídeos lineares (>10 kDa) sem aminoácidos 

modificados pós-tradução. 

Classe III Grandes proteínas (<10 kDa). 

Classe IV Pequenos peptídeos circulares (>10 kDa) contendo uma ligação 

amida entre os terminais N e C, mas sem aminoácidos modificados 

pós-tradução. 

Classe V Pequenos peptídeos circulares ou lineares (>5 kDa) contendo 

extensivamente aminoácidos modificados pós-tradução e pontes 

formadas entre os grupos tiol dos resíduos de cisteína e o carbono 

α dos outros resíduos de aminoácidos. 

Adaptado de Varella-Coelho et al. (2017) 
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2.3.3 MECANISMOS DE AÇÃO 

 

Em sua grande parte, as bacteriocinas interagem com lipídeos aniônicos presentes na 

membrana plasmática dos microrganismos, o que caracteriza sua ação principalmente contra 

bactérias Gram-positivas, devido ao alto teor de lipídeos aniônicos em sua membrana 

(GUILHELMELLI et al., 2013). Outras bacteriocinas podem inibir também bactérias Gram-

negativas; porém, algumas necessitam transpor a membrana externa da parede celular e 

alcançar a membrana plasmática da célula-alvo para atuar (COTTER et al., 2013).  

A maioria das bacteriocinas age permeabilizando a membrana por meio da formação 

de poros, desestabilizando-a e ocasionando a morte celular. Todavia esse mecanismo varia de 

acordo com a bioquímica e a genética das bacteriocinas (QUADRO 2). 

  
Quadro 2 Mecanismos de ação de acordo com a bioquímica e a genética conforme classificação 
geral descrita por Klaenhammer (1993) e Drider et al. (2006). 

Classificação Mecanismo de ação 

Classe I Interfere na síntese da parede celular e promove a 

formação de poros na membrana celular. 

Classe II Inserção na membrana citoplasmática da célula alvo, 

promovendo a despolarização da membrana e a morte 

celular. 

Classe III Morte celular através da lise da parede celular do 

microrganismo alvo. 

Adaptado de Nascimento et al. (2008) 

Conhecer os mecanismos de ação das diferentes classes de bacteriocinas fornece maior 

precisão sobre em qual microrganismo sua atividade será efetiva. 

 

2.3.4 EXTRAÇÃO DOS COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS 

 

O primeiro passo para a extração de bacteriocinas está relacionado à obtenção do 

sobrenadante livre de células da cultura produtora seguido por um passo que envolve a 

concentração da substância. (ZOU, 2018). As técnicas mais usadas para a concentração 

incluem: (1) filtração por diálise (RANI, et al. 2016) ou ultra filtração (NODA et al., 2015), 

(2) precipitação de proteínas usando sais como sulfato de amônio (GE et al., 2016) ou ácidos 
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(CHENG et al. 2013); (3) extração de proteínas com solventes orgânicos como butanol e 

etanol (GAO et al., 2016).  

Como o passo da concentração do sobrenadante não é muito seletivo, é necessário 

realizar a separação da bacteriocina dos outros compostos proteicos para a obtenção de 

bacteriocinas de alta pureza. (ZOU, 2018).  

Um dos esquemas de produção, extração e purificação usado atualmente, e com 

grande sucesso, consiste das seguintes etapas: 1. cultivar a bactéria produtora em meio líquido 

sob condição ótima para produção da bacteriocina, 2. coletar o sobrenadante livre de células, 

3. precipitar as proteínas do sobrenadante com saturação de sulfato de amônio e 4. realizar 

várias etapas cromatográficas como a de troca iônica, a de interação hidrofóbica e a de fase 

reversa (SONG et al., 2014; SAHOO et al., 2015; MALDONADO-BARRAGÁN et al., 2016; 

YI et al. 2016).  

Um método alternativo sem o uso de cromatografia foi utilizado para a purificação de 

Pediocina PA-1 e Lactococina B, para tanto, foram realizados 4 passos: 1. cultivo da bactéria 

produtora em meio líquido sob condição ótima para produção da bacteriocina 2. precipitação 

das bacteriocinas com a adição de etanol ao sobrenadante, 3. utilização de eletroforese para a 

separação das proteínas e 4. ultrafiltração. (VENEMA et al. 1997). 

 

2.4 UTILIZAÇÃO DE BACTERIOCINAS EM ALIMENTOS 

 

As bacteriocinas produzidas pelas cepas de BALs podem ser adicionadas aos 

alimentos de três maneiras diferentes (AHMAD et al., 2017; FAVARO; TODOROV, 2017; 

LEROI et al. 2015): 

a) Adição de ingredientes previamente fermentados pelas cepas; 

b) Fermentação do próprio alimento pelas cepas; 

c) Adição da bacteriocina purificada ou semi purificada extraída de cepas 

produtoras. 

Para Ghanbari et al. (2013), em frutos do mar, a utilização das bacteriocinas como 

agentes de biopreservação surgem para:  

a) Promover a estocagem prolongada de frutos do mar durante o armazenamento.  

b) Contribuir para diminuir o risco de transmissão de patógenos alimentares nos 

produtos de peixe levemente preservados (PPLP) e nos produtos de peixe semi-

preservados (PPSP).  



25 
 

c) Melhorar as perdas econômicas devido à deterioração dos frutos do mar. 

d) Permitir a redução da aplicação de produtos químicos ou tratamentos físicos 

agressivos, como aquecimento e refrigeração, causando melhor preservação da 

qualidade nutricional dos alimentos.  

e) Dar uma resposta adequada à demanda do consumidor por alimentos 

minimamente processados, seguros e sem conservantes.  

A aplicação da bacteriocina como revestimento protetor demonstra a versatilidade 

dos componentes antimicrobianos oriundos das BALs (ANGIOLILLO et al., 2018), tendo em 

vista que algumas cepas de BAL produtoras de bacteriocinas podem ser utilizadas tanto como 

cultura protetora quanto ingrediente alimentício (GÓMEZ-SALA et al., 2016). No entanto, os 

métodos de aplicação e conhecimento da microbiota da matriz devem ser observados, ao 

passo que níveis de concentração de bacteriocina baixos e alta presença de bactérias gram-

negativas influenciam diretamente na efetividade da preservação (ANANOU et al., 2014). 

Através do cultivo por L. species em 100 mL de caldo MRS por 48 h a 32° C foi 

extraído o sobrenadante por centrifugação (10000 RPM a 4° C por 20 m) e filtrado através de 

um filtro de acetato de celulose com poros de 0,2 (μm), e então aplicado na concentração de 1 

% e 2 % na água de glaciamento dos filés de tilápias-do-nilo congelados, os resultados 

mostraram uma diminuição dos níveis de Staphylococcus aureus e de Coliformes totais, 

diminuindo também os níveis de BVT, demonstrando uma alternativa para a biopreservação 

de filés congelados de tilápia-do-nilo (IBRAHIM; DESOUKY, 2009). 

A nisina associada à lactoperoxidase demonstrou ser uma excelente alternativa para a 

biopreservação de peixes e produtos de peixes através da diminuição das bactérias 

deteriorantes na matriz cárnea de sardinha (Sardina pilchardus), entre elas o Flavobacterium 

indologenes, a Pseudomonas fluorescens, a Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida e a 

Shewanella putrefaciens (ELOTMANI & ASSOBHEI, 2004). 

O Lactococcus lactis demonstrou atividade antibacteriana sobre Arthrobacter sp., 

Acinetobacter sp., Bacillus subtilis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus quando aplicado na superfície de filés de Garoupa 

Pintada (Epinephelus diacanthus) pelo método de aspersão, utilizando 2 mL com 1600 

AU/mL em temperaturas distintas (4, 0 e -18°C). A biopreservação aumentou a vida de 

prateleira do filé a 4° C para >21 dias, contra <14 dias do controle (SARIKA et al., 2012) 

A paraplantaracina L-ZB1 produzida por L. paraplantarum isolado de uma 

tradicional linguiça fermentada chinesa conseguiu, através da aspersão, aumentar a vida de 

prateleira de filés de truta-arco-íris resfriadas a 4°C em 4-6 dias. Isso foi alcançado por meio 
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da inibição do crescimento de bactérias da microflora, especialmente de Enterobacteriaceae e 

Pseudomonas, retardando o aumento do pH e BVT se comparado ao grupo controle, fazendo 

com que essa bacteriocina se torne uma alternativa para a biopreservação de filés de truta-

arco-iris resfriadas a 4°C (GUI et al., 2014) 

Testes realizados com Bacillus amyloliquefaciens demonstraram a produção de 

amilolisina, essa bacteriocina tem uma grande capacidade de proteger a carne de aves de 

patógenos de origem alimentar como a Listeria monocytogenes, sugerindo a sua potencial 

utilização como agente biopreservador em carne de aves (HALIMI et al., 2010) 

 

2.4.1 LEGISLAÇÃO 

 

Atualmente, poucas bacteriocinas são liberadas para a utilização em alimentos. Nos 

EUA e Canadá, por exemplo, apenas as nisinas, produzidos por Lactococcus lactis, as 

pediocinas, produzida por Pediococcus acidilactici, e Micocin®, uma combinação de três 

bacteriocinas (carnociclina A, carnobacteriocina BM1 e piscicolin 126) produzidas por 

Carnobacterium maltaromaticum são aprovadas pelo FDA e entre essas, a nisina, é 

comercializada em mais de 48 países (ZOU et al, 2018). No Brasil, o uso da natamicina, 

produzida por fermentação pela Streptomyces natalensis é autorizado pela resolução RDC nº 

28, de 23 de fevereiro de 2001 na superfície de alimentos, e o uso na nisina é autorizado pela 

Portaria n° 29, de 22 de janeiro de 1996 como bioconservante na formulação de produtos 

alimentícios. 

 

2.4.2 LIMITADORES DE ATIVIDADE 

 

Algumas bacteriocinas encontram-se em estado natural como moléculas de alta massa 

molecular, formando agregados de 30-300 kDa. Esses agregados podem mascarar parcial ou 

totalmente a atividade antimicrobiana da bacteriocina e também induzir a erros na 

determinação de seu peso molecular. Isso ocorre principalmente nas bacteriocinas de baixo 

peso molecular, apolares, que interagem facilmente com o material extracelular de células 

lisadas durante o processo de extração e com outros compostos apolares do meio de cultura, 

tais como lipídeos e ácidos graxos provenientes do emulsificante (polissorbato Tween 80) 

presente no meio MRS, podendo ser desagregados por meio de agentes dissociantes como 

ureia, processo de ultrafiltração, ou por eliminação de lipídeos por extração com metanol-
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clorofórmio ou por etanol-dietil-éter (MURIANA; KLAENHAMMER, 1991; CONTRERAS 

et al., 1997).  
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3 BIOPRESERVAÇÃO DE FILÉS RESFRIADOS DE OREOCHROMIS 
NILOTICUS (TILÁPIA-DO-NILO) COM BACTERIOCINAS DE 

BACTÉRIAS ÁCIDO-LÁTICAS 
 

3.1 INTRODUÇÃO 

Os pescados geralmente são considerados um alimento seguro, mas a produção, desde 

a criação até o consumo, pode ser associada a problemas de segurança alimentar (WHO, 

2007). O músculo dos peixes é estéril, porém sua pele, secreções e vísceras contêm números 

significativos de microrganismos e durante as etapas de abate, tais microrganismos externos 

podem contaminar a carne, podendo ocorrer também contaminações pós-processamento, por 

meio do ambiente e da manipulação (LEROI, 2010).   

Dentre os diversos produtos cárneos, o pescado é o mais vulnerável à deterioração 

microbiana e à oxidação lipídica, pela sua própria composição biológica (SOARES et al., 

2012). Esta deterioração microbiana é resultante especialmente da ação de microrganismos 

psicrotróficos, tais como Pseudomonas (EMIKPE et al., 2011; MOHAN et al., 2010) 

Shewanella e Flavobacterium spp (MOHAN et al., 2010).  

Para conter a multiplicação microbiana e as reações enzimáticas, com o intuito de 

aumentar a vida de prateleira dos pescados, alguns métodos térmicos utilizados há séculos 

ainda são estudados, aprimorados e associados a novos métodos de conservação, como 

atmosfera modificada, alta pressão, irradiação e uso de aditivos alimentares, sejam eles 

químicos ou biológicos (SAMPELS, 2014). Devido às novas tendências adotadas pelos 

consumidores em relação ao consumo de alimentos seguros, saudáveis, minimamente 

processados e que não contenham conservantes químicos, os aditivos naturais tornaram-se 

populares, neste sentido as bacteriocinas surgiram como uma opção (MAHENDRA, 2016). 

Essas substâncias são classificadas como peptídeos bioativos, são produzidas nos 

ribossomos de alguns microrganismos e liberadas para o meio extracelular, onde, 

potencialmente, agem inibindo o crescimento ou matando microrganismos patogênicos e 

resistentes aos antimicrobianos convencionais. Entre os principais produtores de bacteriocinas 

estão as bactérias do gênero Lactobacillus. 

 Em estudos anteriores, o Lactobacillus salivarius demonstrou possuir características 

físico-químicas interessantes que favorecem seu uso futuro na biopreservação de alimentos, 

sendo altamente aderente à parede celular, com um amplo espectro e capacidade de 

permeabilização da membrana (WAYAH & PHILIP, 2018). 
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O objetivo deste estudo foi desenvolver um método alternativo de biopreservação de 

filés de tilápia-do-nilo resfriados com a utilização de bacteriocinas obtidas de bactérias Ácido 

Láticas.

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

Os filés de tilápias-do-nilo foram produzidos em um Abatedouro Frigorífico de 

Pescado localizado no município de Jaboticaba – RS, registrado no serviço de inspeção

(SIM), com equivalência ao Sistema Unificado Estadual de Sanidade Agroindustrial 

Familiar, Artesanal e de Pequeno Porte (SUSAF-RS) e com Boas Práticas de Fabricação 

aplicadas, monitoradas e verificadas.

Figura 4 Fluxograma com as etapas a serem executadas em ordem cronológica

Fonte: elaborada pelo autor
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 A primeira etapa da pesquisa consistiu na avaliação da vida de prateleira do filé, 

realizada através da análise de atividade de água (aW), análise de Bases Voláteis Totais 

(BVT), aferição do pH e contagem de bactérias psicrotróficas; no isolamento e recultivo dos 

microrganismos psicrotróficos; e na identificação das espécies isoladas. Na segunda etapa, 

realizou-se a ativação das BALs que se encontravam congeladas; a produção das 

bacteriocinas por fermentação; a extração por centrifugação; a semi purificação por ultra-

filtração; e o teste de sensibilidade antimicrobiano. 

 Na terceira etapa da pesquisa realizou-se o aumento da escala de produção em soro de 

leite da bacteriocina selecionada no teste de sensibilidade antimicrobiano. Para isso, foi 

utilizado soro de leite gentilmente cedido por um laticínio localizado no município de Sarandi 

– RS, registrado no Serviço de Inspeção Estadual do Estado do Rio Grande do Sul 

(CISPOA/DIPOA-RS); a aplicação do composto na matriz cárnea; o impacto desta aplicação 

no aumento ou na diminuição da vida de prateleira do filé resfriado; e o tratamento dos dados 

obtidos.  

 

3.2.1 ETAPA I: AVALIAÇÃO DA VIDA DE PRATELEIRA DO FILÉ E 

ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS DETERIORANTES 

 

Para a avaliação da vida de prateleira do filé de pescado resfriado foi realizada a 

contagem dos microrganismos psicrotróficos, a análise de bases voláteis totais, a aferição do 

pH e a análise de atividade de água. 

 

3.2.2 ACOMPANHAMENTO DA DETERIORAÇÃO DO PESCADO 

 

A atividade de água foi analisada no início do período de armazenamento (tempo 0). 

Os testes de Bases Voláteis Totais e pH foram realizados diariamente, e a contagem de 

microrganismos psicrotróficos foi realizada a cada sete dias em duplicata simulando 

geladeiras domésticas e bancadas com gelo até o pescado ultrapassar um dos limites previstos 

nas legislações, quais sejam: 

a) pH da carne máximo de 7 (BRASIL, 2017). 

b) BVT máxima de 30 mg de nitrogênio/100g de tecido muscular (BRASIL, 

2017). 

c) Contagem de bactérias psicrotróficas máxima de 107 UFC.g-1
 (ICMSF, 1986).  
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3.2.3 RECULTIVO E ISOLAMENTO DAS BACTERIAS PSICROTROFICAS 

 

Durante a deterioração do pescado, as bactérias presentes e responsáveis pelas 

alterações causadas ao filé foram isoladas e recultivadas para sua identificação e utilização no 

teste de sensibilidade antimicrobiano realizado na etapa II. 

Para o isolamento, três colônias de cada placa, das maiores diluições, tanto para a 

amostra inicial (t 0A, t 0B e t 0C), como para amostras com quatorze dias de armazenamento 

a 4° C (t 14-4A, t 14-4B e t 14-4C), foram semeadas em ágar PCA, utilizando-se a técnica de 

esgotamento por estrias, sendo incubadas a 15°C por 2 dias para o seu crescimento, 

totalizando seis placas. 

 

3.2.4 IDENTIFICAÇÃO BACTERIANA 

 

Testes morfo-tintoriais e bioquímicos foram realizados para a identificação das 

bactérias psicrotróficas isoladas do pescado, conforme Nunes (2017) com modificações. Os 

testes utilizados foram: 

a) Coloração de gram 

b) Motilidade no meio SIM, Teste de produção de Indol e H2S 

c) Catalase 

d) OF 

e) Crescimento em meio Mac Conkey (MC) 

f) Oxidase 

g) Teste de Agar de Ferro e Açúcar Tríplice em Meio de TSI 

h) Teste de Vermelho de metila (VM) 

i) Teste de Urease 

j) Teste de Citrato de Simmons 

A descrição dos procedimentos dos testes bioquímicos estão detalhados no Anexo A. 

 

3.2.5 DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS 

 

As análises físico-químicas (pH e BVT) foram realizadas diariamente por 14 dias e a 

microbiológica (contagem padrão em placa) foi realizada a cada sete dias por 14 dias. 
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3.2.5.1 Análise da atividade de água 

 

A atividade de água foi analisada no tempo 0, para conhecer as condições iniciais do 

pescado, onde 5g do pescado resfriado foram analisadas no aferidor de atividade de água 

digital Labmaster-aW neo (Tecnal®) em triplicata. 

 

3.2.5.2 Análise do pH 

 

O pH foi aferido com o auxílio de um phametro digital (Tecnal®) previamente 

calibrado, para tanto, 10 ml de água destilada foi adicionado a 25 g do pescado finamente 

picado. A aferição foi realizada em triplicata. 

 

3.2.5.3 Análise de Bases Voláteis Totais 

 

A análise de BVT (ANEXO B) foi realizada por destilação/acidificação, em que 10g 

do pescado foi levado ao tubo de destilação com o auxílio de 20 ml de agua destilada, 

adicionando-se 2 g de óxido de magnésio (MgO) e procedendo a destilação por arraste de 

vapor por 30 minutos em temperatura média, recolhendo o destilado em erlenmeyer contendo 

25 ml de solução de ácido bórico 4% (H3BO3 + indicador). Em seguida, a titulação com ácido 

clorídrico 0,1 M foi conduzida até o ponto de viragem. O teste foi realizado em triplicata, 

além do teste branco. 

 A equação 1 foi utilizada para obter a quantidade de Bases Voláteis Totais em mg / 

100 g de pescado. 

 

 

 

Onde: 

V = volume de solução de HCl 0,1 M gasto na titulação (mL);  

B = volume do branco (mL); 

f = fator de correção da solução de HCl 0,1 M (ou 0,01 M) 

m = massa de amostra (g). 

 

(1) 
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3.2.5.4 Contagem de microrganismos psicrotróficos 

 

Para a contagem dos microrganismos psicrotróficos, utilizou-se a técnica de Contagem 

Padrão em Placas (CPP) (BRASIL, 1993). Inicialmente, 225 ml de água peptonada estéril 

foram adicionadas às 25 g do pescado previamente acondicionado em saco plástico estéril 

para homogeneizador, a homogeneização foi conduzida em um homogeneizador tipo 

stomacher (Marconi®) por 1 minuto. 

Em seguida, procedeu-se à diluição seriada, em que, com uma micropipeta, transferiu-

se 1 ml do extrato homogeneizado para um tubo de ensaio contendo 9 ml de água peptonada 

estéril (10-1), após agitação, foi transferindo novamente 1 ml deste tubo para outro tubo com 

9 ml de água peptonada estéril (10-2) até a diluição 10-5, descartando 1 ml do último tubo. 

Com o auxílio de uma micropipeta, 0,1 ml de cada diluição foi inoculado, de forma 

superficial, a placas contendo ágar padrão (Plate Count Ágar – PCA) solidificado, restando 

espalhado com o auxílio de alça de Drigalski descartável estéril. 

O experimento foi realizado em triplicata a cada 7 dias. 

 

3.2.6 ETAPA II: PRODUÇÃO DE BACTERIOCINA E AVALIAÇÃO DO EFEITO 

SOBRE OS MICRORGANISMOS DETERIORANTES 

 

As Bactérias Ácido-Láticas previamente selecionadas foram incubadas para que 

fermentem o caldo deMan, Rogosa e Sharpe (MRS) e produzam os compostos 

antimicrobianos, que foram extraídos, semipurificados por filtração e testados frente às 

bactérias psicrotróficas recultivadas da contagem de microrganismos psicrotróficos em um 

teste de sensibilidade antimicrobiano em poços. 

 

3.2.6.1 REATIVAÇÃO DAS BACTÉRIAS ÁCIDO-LÁTICAS 

 

Foram utilizadas 8 BALs adquiridas de 4 diferentes fornecedores (QUADRO 3):  

a) LEMMA – Importadora e distribuidora de matérias primas para a indústria 

farmacêutica – Brasil 

b) Infinity Pharma – Produtor e fornecedor de produtos farmacêuticos e 

probióticos – Brasil 

c) FAGRON – Produtor e Fornecedor de produtos farmacêuticos e probióticos - 

Brasil 
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d) T.H.T S.A – Produtor e fornecedor de Probióticos e Culturas starters – Bélgica 

 

Quadro 3 Relação das BALs a serem selecionadas e os locais de aquisição dos probióticos. 

 Microrganismo Fornecedor 

1 Lactobacillus reuteri LEMMA 

2 Lactobacillus fermentum Infinity Pharma 

3 Lactobacillus lactis LEMMA 

4 Lactobacillus plantarum T.H.T. S.A 

5 Lactobacillus salivarius FAGRON 

6 Lactobacillus bulgaricus LEMMA 

7 Lactobacillus lactis LEMMA 

8 Lactobacillus paracasei Infinity Pharma® 

 

Para sua ativação, as BAL’s foram inoculadas em caldo MRS, sendo incubadas a 37° 

C por 24 h. Após a incubação, as BAL’s foram transferidas, com o auxílio de alça de níquel-

cromo, para placas contendo ágar MRS e incubadas a 37° C por 48 h.  

 

3.2.6.2 PRODUÇÃO DAS BACTERIOCINAS 

 

Após o período de ativação, uma alçada da colônia bacteriana foi transferida a tubos 

de ensaio contendo 10mls de caldo MRS e incubadas por 24h a 37°C para a obtenção do 

inoculo. Então, o inoculo overnight foi transferido para erlenmeyer de 100 ml contendo 50 ml 

de caldo MRS, sendo incubados em mesa agitadora orbital com aquecimento (Oxylab®, OXY 

304-T) a 100 RPM e 37° C por 72 h.  

 

3.2.6.3 EXTRAÇÃO DO COMPOSTO 

 

O volume fermentado foi transferido para tubos tipo falcon para a centrifugação (8000 

RPM, 15 min. A 4° C) em centrífuga refrigerada CR22N (Hitachi®), em seguida o 

sobrenadante foi retirado e acondicionado em tubos para posterior utilização como 

bacteriocina bruta. 

 

3.2.6.4 SEMI PURIFICAÇÃO DO EXTRATO BRUTO 
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Para a semipurificação, o extrato bruto foi ultrafiltrado em membrana de Policloreto 

de vinilideno com diâmetro de corte de 30 a 80 kda em um filtração tangencial de bancada 

(WGM Sistemas: São Paulo – Brasil) com pressão de 1 bar, obtendo assim o extrato semi 

purificado. 

 

3.2.6.5 TESTE DE AÇÃO ANTIMICROBIANA 

 

A atividade antimicrobiana foi avaliada por ágar difusão em ágar Mueller Hinton 

(MH), conforme Chahad et. al. (2012), com modificações.  

 O meio MH foi preparado e 15 ml de ágar foi transferido para placas de Petri, após a 

solidificação, uma suspensão das bactérias psicrotróficas em solução salina (0,85% NaCl) foi 

ajustada para o padrão de turbidez 0,5 McFarland (equivalente a 1,5x108 UFC/mL), sendo 

semeado 0,1 ml da suspensão na superfície do ágar e espalhada com alça de Drigalski estéril. 

Dez minutos após, com o auxílio de um perfurador de aço, orifícios de 8 mm foram 

confeccionados no meio, onde, posteriormente, 40 μl do extrato foi inoculado nos poços. 

Para o controle positivo foi utilizado disco de Tetraciclina (30μg – Laborclin) e para o 

controle negativo foi utilizado caldo MRS estéril. As placas foram incubadas a 7° C por 8 

dias. O experimento foi conduzido em triplicata. 

Os halos de inibição foram medidos e expressos como tamanho do diâmetro em 

centímetros (cm). Os extratos que formaram o maior halo de inibição foram escolhidos para a 

etapa III. 

As mesmas condições foram utilizadas utilizando a bacteriocina semi purificada por 

filtração. 

 

3.2.7 ETAPA III: APLICAÇÃO DA BACTERIOCINA NA MATRIZ CÁRNEA E 

AVALIAÇÃO DA VIDA DE PRATELEIRA 

 

Para obter quantidade suficiente para a aplicação, o meio de cultura utilizado foi soro de 

leite, seguido da extração e semi purificação por ultrafiltração. 

A bacteriocina selecionada foi adicionada no pescado fresco (tempo 0) por imersão e 

aspersão, em seguida o pescado foi analisado para atividade de água armazenado a 4° C até 

atingir o limite das análises (Contagem de psicrotróficas, BVT ou pH), sendo utilizada uma 

amostra controle (sem adição de bacteriocina).  

 



36 
 

3.2.7.1 AUMENTO DA ESCALA DE PRODUÇÃO EM SORO DE LEITE, EXTRAÇÃO, 

SEMIPURIFICAÇÃO POR ULTRAFILTRAÇÃO 

 

Para o aumento da escala de produção, foi utilizada a fermentação submersa de soro 

de leite, previamente caracterizado, obtido de um laticínio registrado no Serviço de Inspeção 

Estadual e localizado no município de Sarandi – RS. 

 
Tabela 1 caracterização do soro de leite realizado pelo laticínio 

Temperatura 3,5° C 

Gordura 0,15 % 

pH 6,1 

EST 5,78 % 

ESD 5,35 % 

Sólidos 6,5 % 

Lactose 68,7 % 

 

O soro foi transportado em caixa isotérmica com gelo na proporção de 2:1 até o 

Laboratório de Bioquímica de Processos (LABIO) localizado no prédio L1 – Centro de 

Pesquisa em Alimentação (CEPA) da Universidade de Passo Fundo – UPF.  

O pré inoculo de Lactobacillus salivarius foi preparado em tubos de ensaio de 10 mL 

contendo caldo MRS, sendo incubados a 37° C por 36 horas, em seguida os pré inóculos 

foram transferidos para erlenmeyers contendo 100 mL de soro de leite estéril e foram 

incubados em estufa a 37° C por 36 horas. 

Para o meio de cultivo, inicialmente, procedeu-se o desnate do soro, utilizando-se de 

desnatadeira centrífuga. Em seguida prosseguiu-se a esterilização a 121°C por 15 minutos, 

após realizou-se uma filtração simples para a retirada das proteínas precipitadas no meio.  

O inoculo e o meio de cultura foram adicionados ao Biorreator Autoclavável SL-135 

(Solab®) estéril. As condições de fermentação foram: Temperatura 37° C +- 1, agitação de 

130 RPM por 72h. 

O soro fermentado foi retirado do biorreator em erlenmeyers estéreis de 2 litros e 

acondicionado sob-refrigeração a 4° C. Posteriormente, o soro fermentado foi centrifugado 

em centrífuga de alta velocidade refrigerada CR22N (Hitachi®) a 8000 RPM em 4° C por 15 

min. para a obtenção do sobrenadante livre de células, classificado como extrato bruto 

centrifugado. 
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Para a semipurificação, o extrato bruto foi ultrafiltrado em membrana de Policloreto 

de vinilideno com diâmetro de corte de 30 a 80 kda em um filtração tangencial de bancada 

(WGM Sistemas: São Paulo – Brasil) com pressão de 1 bar, obtendo assim o extrato 

centrifugado semi purificado. 

 

3.2.7.2 APLICAÇÃO DA BACTERIOCINA NA MATRIZ CÁRNEA  

 

A aplicação do composto na matriz cárnea (filé de tilápia resfriado) foi realizada por 

imersão e aspersão com o extrato a 4° C. Para tanto, foi utilizado um planejamento 

experimental com dois fatores de estudo (forma de aplicação e quantidade aplicada) sendo 

que a forma de aplicação variou em 2 níveis (aspersão e imersão) e a quantidade variou em 3 

níveis (0,4mL,0,6mL e 0,9 mL) (TABELA 2).  

 
Tabela 2 Planejamento experimental para o método de imersão, com um fator de estudo (tempo de imersão) variando 
em três níveis (tempo de imersão) e com um controle (sem aplicação). 

Experimento 

 

Variável 1 

Imersão 

Variável 2 

Aspersão 

1 2 s  0,4 mL 

2 4 s 0,6 mL 

3  6 s  0,9 mL 

4 Controle Controle 

 

Para a obtenção da quantidade a ser aplicada o pescado foi pesado antes e depois da 

imersão na solução por 2s, 4s e 6s, reservando o mesmo tempo para o gotejamento do 

excedente, a diferença do peso obtido foi considerada para a utilização na aspersão, ou seja: 

 2 segundos de imersão correspondeu a 0,4g de solução aplicada, resultando em 

0,4mL de solução a utilizada na aspersão. 

 4 segundos de imersão correspondeu a 0,6g de solução aplicada, resultando em 

0,6mL de solução a utilizada na aspersão. 

 6 segundos de imersão correspondeu a 0,9g de solução aplicada, resultando em 

0,9mL de solução a utilizada na aspersão. 

Após a aplicação, os filés foram fracionados e armazenados em sacos de polietileno de 

alta densidade e acondicionados sob refrigeração de 4°C. 

A atividade de água foi avaliada no início do armazenamento, após a aplicação e nas 

amostras controle. 
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O pescado foi analisado inicialmente (t0) e a cada 48h para contagem de bactérias 

psicrotróficas e parâmetros físico-químicos como pH e Bases Voláteis Totais (BVT).  

As análises foram realizadas até o pescado ultrapassar um dos limites previstos nas 

legislações, quais sejam: 

a) pH da carne máximo de 7 (BRASIL, 2017). 

b) BVT máxima de 30 mg de nitrogênio/100g de tecido muscular (BRASIL, 

2017). 

c) contagem de bactérias psicrotróficas máxima de 107 UFC.g-1
 (ICMSF, 1986). 

 

3.2.7.3 TRATAMENTO DOS DADOS 

 

Os resultados das análises físico-químicas foram tratados através de análise de 

variância (ANOVA) e teste de comparação de médias de Tukey ao nível de significância de 

5%. Para os resultados microbiológicos foi realizada a conversão das contagens para 

logaritmo e realizada a inserção das informações na base de dados COMBASE©, para 

obtenção das curvas de crescimento seguindo os modelos preditivos de Baranyi e Roberts 

(BARANYI & ROBERTS, 1994). 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1 ETAPA I: AVALIAÇÃO DA VIDA DE PRATELEIRA DO FILÉ E 

ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS DETERIORANTES 

 

A contagem inicial apresentou uma contaminação elevada dos filés de pescado 

(5,6x103) (FIGURA 5), e sabe-se que quanto mais alta esta contagem inicial, mais rápida será 

a deterioração do alimento e menor será sua vida de prateleira (PACQUIT et al, 2007; 

AUBOURG et al, 2007).  

Assim, a observação desse resultado de contagem inicial de microrganismos 

psicrotróficos indicou a baixa qualidade destes produtos e a possível falha durante o processo 

de despesca, abate ou filetagem, tendo em vista que a contaminação do filé se dá, geralmente 

pelo contato de vísceras, secreções e pele do peixe com a carne, bem como com a má higiene 

pessoal e das instalações da indústria (LEROI, 2010). 
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Figura 5 Contagem de microrganismos psicrotróficos (LogUFC/g-1) em amostras refrigeradas a 4° C. 

 
Fonte: elaborada pelo autor, plataforma COMBASE©. 

 

Aproximadamente após cinco dias de refrigeração a 4° C a deterioração começou a ser 

evidenciada, principalmente, pelo forte odor desagradável das amostras, característica que é 

tipicamente detectada quando as contagens microbianas estão acima de 6 a 7 LogUFC/g-1 

(SUGAWARA & NIKAIDO, 2014). Os microrganismos psicrotróficos, incluindo as bactérias 

saprófitas e de deterioração, podem atingir concentrações de 8 a 9 LogUFC/g-1 após 10 a 12 

dias a 4ºC (COMI, 2017).   

Apesar de não existir legislação brasileira específica para microrganismos 

psicrotróficos há uma recomendação internacional que estabelece limite de 107 UFC.g-1 

(ICMSF, 1986).  

A análise de bases voláteis em função do tempo (FIGURA 6) revelou que o frescor do 

pescado resfriado a 4° C se manteve por aproximadamente 8 dias, aumentando seus níveis de 

forma lenta, porém constante durante o tempo de armazenamento. Esse aumento se deve, 

principalmente, pelo aumento da multiplicação bacteriana, nesse caso, em peixes tropicais, a 

deterioração é predominantemente devida a bactérias do gênero Pseudomonas, através da 

amônia produzida pela quebra do Nitrogênio Não Proteico (NNP). (HOWGATE, 2010). 
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Figura 6 Comportamento das Bases Voláteis Totais (mg/100g) em função do tempo 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

 

O pH do pescado se manteve estável, iniciando em 6,3, aumentando para 6,9. O pH da 

carne de peixes frescos é um parâmetro que fornece informações sobre o estado de 

conservação do pescado, uma vez que o processo de deterioração altera os níveis de pH 

devido à decomposição de aminoácidos, porém o uso desta análise deve ser feito em conjunto 

com outros parâmetros para determinar o frescor do pescado (ANDRÉS-BELLO et al., 2013). 

 

3.3.1.1 IDENTIFICAÇÃO BACTERIANA 

 

Foram coletadas três colônias de cada placa com as maiores diluições, tanto da placa 

da contagem inicial quanto da placa de contagem realizada com 14 dias de armazenamento a 

4° C. Dessa forma foi possível identificar quais bactérias estariam presentes no pescado fresco 

e quais bactérias estariam presentes no pescado durante a deterioração. 

A coloração de Gram revelou uma quantidade majoritária de bactérias bacilares gram-

negativas (FIGURA 7).  
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Figura 7 Bactérias observadas em microscópio com aumento de 100x, revelando a coloração negativa ao gram e a 
morfologia bacilar. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Entre os seis isolados, todos apresentaram coloração Gram-negativa, corroborando 

com o fato de que dentro do grupo de bactérias deteriorantes do pescado, as bactérias 

psicrotróficas se destacam principalmente sob-refrigeração, e há uma alta prevalência de 

bactérias Gram-negativas sobre Gram-positivas, em que a microflora Gram-negativa pode 

contribuir com mais de 80% da flora total. (COMI, 2017). 

Os resultados obtidos dos testes bioquímicos dos nove microrganismos isolados estão 

expressos no quadro a seguir (QUADRO 4): 

 

Quadro 4 Resultado dos testes bioquímicos das seis bactérias isoladas. 

Amostra 
T0-A T0-B T0-C T14-4A T14-4B T14-4C 

Teste 

Catalase + + + + + + 

Oxidase + + + + + + 

Urease - - - - - - 

Citrato + + + + + + 
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Fermantação 

da lactose 
- - - - - - 

Oxidação e 

Fermentação 

(OF) 

OXI OXI OXI OXI OXI OXI 

Triple Sugar 

Iron (TSI) 
- - - - - - 

Indol - - - - - - 

H2S - - - - - - 

Motilidade + + + + + + 
V.M. - - - - - - 

+ positivo; - negativo; OXI oxidação da glicose 

 

Em um estudo realizado por Alcântera et al. (2012) constatou-se que os principais 

deteriorantes em carnes são bactérias dos gêneros Pseudomonas, Acinetobacter / Moraxella, 

Shewanella, Brochothrix e Lactobacillus. Porém, os testes bioquímicos excluem o gênero 

Acinetobacter/Moraxella, por ser tratarem de bactérias imóveis, e nos testes bioquímicos, 

todas as bactérias se apresentaram móveis.  

Já gênero Shewanella está associado principalmente a pescados marinhos, e por 

apresentar pouca identificação em estudos com pescado de água doce, esse gênero também foi 

excluído. Já os gêneros Brochothrix e Lactobacillus, por se tratarem de bactérias Gram-

positivas, também foram excluídos, tendo em vista os testes negativos da coloração de Gram. 

Portanto, através da interpretação dos testes, bactérias do gênero Pseudomonas foram 

compatíveis, pois se tratam de bactérias psicrotróficas e segundo o Bergey's Manual of 

Systematic Bacterioloy (2005), as Pseudomonas são bacilos gram-negativos, não esporulados, 

tipicamente tem flagelos polares simples ou múltiplos (mobilidade positiva), aeróbias estritas 

(catalase e oxidase positivas), não fermentadoras (OF oxidativa e Vermelho de Metila 

negtiva) nem produtoras de gás (H2S negativa), capazes de utilizar citrato e sais de amônia 

como único substrato (Citrato positivo) não produtora de indol (característica associada à 

cepas mais patogênicas de Pseudomonas). 

Entre as espécies mais associadas à deterioração de pescado encontram-se a P. 

fluorescens, P. fragi e P. putida (MACÉ et al, 2012).  
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Com o resultado igual de todas as bactérias isoladas e identificadas, duas bactérias, 

uma do tempo zero e uma do tempo quatorze foram utilizadas para a avaliação do efeito das 

bacteriocinas realizada na etapa II  

  

3.3.2 ETAPA II: PRODUÇÃO DE BACTERIOCINA E AVALIAÇÃO DO EFEITO 

SOBRE OS MICRORGANISMOS DETERIORANTES 

 

Nessa etapa as bactérias ácido láticas foram induzidas a produzir os compostos 

antimicrobianos em caldo MRS e soro de leite, para posterior extração, semi purificação e 

avaliação da ação antimicrobiana frente às Pseudomonas isoladas da primeira etapa. 

A turvação do caldo MRS após 72h indicou um crescimento satisfatório, corroborando 

com Lv et al. (2017) que demonstrou uma máxima produção de bacteriocina durante o início 

da fase estacionária (18 – 22 h), com manutenção do pico de produção por até 48 h, 

aumentando a produção com o aumento da densidade óptica da bactéria e iniciando a 

diminuição da produção a partir de 72 h.  

Além disso, a temperatura de incubação de 37° C demonstrou ser uma temperatura em 

que se conseguiu boa produção do composto por diferentes BALs (SCHELEGUEDA et al., 

2015). Pois a maioria dos Lactobacilos crescerem melhor em temperatura mesofílicas, com 

limite máximo perto de 40°C (HAMMES & HERTEL, 2015). 

 

3.3.2.1 AÇÃO ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS 

 

Os resultados obtidos do teste de sensibilidade antimicrobiano estão descritos na 

Tabela 3. 

 
Tabela 3 Resultado da medição do diâmetro dos halos (cm) do teste de sensibilidade antimicrobiano realizado com 
oito extratos de bacteriocinas brutas, controle positivo e negativo, frente aos microrganismos isolados no dia 0 e no dia 
14 a 4° C . 

 Extrato 
Bactéria isolada 
no tempo zero 

Bactéria isolada no 
tempo quatorze a 4° C 

Lactobacillus reuteri 1,16b ±0,12 1,0a ±0,09 
Lactobacillus fermentum 0a ±0 0,36b ±0,51 

Lactobacillus lactis 0,a ±0 0,66a ±0,47 
Lactobacillus plantarum 1,1b ±0,1 0,70a ±0,49 
Lactobacillus salivarius 1,83c ±0,12 1,43a ±0,23 
Lactobacillus bulgaricus 0a ±0 0b 

Lactobacillus lactis 0a ±0 0,70a ±0,49 
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Lactobacillus paracasei 0a ±0 0,66a ±0,47 
Controle positivo 3,86d ±0,09 4,00c ±0,08 
Controle negativo 0 0 

 

O extrato do Lactobacillus salivarius apresentou o maior halo de inibição (FIGURA 8) 

frente às bactérias isoladas no tempo zero e no tempo quatorze, demonstrando um grande 

potencial para a utilização como agente de inibição de bactérias do gênero Pseudomonas.  

Em um estudo semelhante, as bacteriocinas de Lb. salivarius (salivaricinas) 

demonstraram uma atividade antimicrobiana maior do que a do extrato bruto frente à 

Pseudomonas aeruginosa, sendo termo resistente e ativa em uma ampla faixa de pH, 

classificando-se no grupo II – bacteriocinas termoestáveis pequenas, com peso molecular <10 

kDa (MAHDI et al., 2019). 

 
Figura 8 - Teste de sensibilidade antimicrobiano frente às bactérias psicrotróficas isoladas do filé do pescado, 
detalhando a técnica de ágar difusão em poços contendo o extrato bruto da bacteriocina e evidenciando os halos de 
inibição em comparação com o controle 

 
Fonte: elaborada pelo autor 
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Os extratos do Lactobacillus reuteri e do Lactobacillus plantarum apresentaram um 

halo menor e sem diferença significativa entre si frente às bactérias isoladas do tempo 

quatorze, contudo, os resultados dos testes bioquímicos apontaram que os microrganismos são 

muito parecidos, fazendo com que esses dois extratos fiquem como segunda opção para a 

etapa III. 

Acredita-se que a inibição menor apresentada pelas bacteriocinas dos outros 

microrganismos testados frente às bactérias isoladas do tempo quatorze se deve a 

bacteriocinas de menor ação e à formação de metabólitos antagônicos, como o ácido lático. O 

ácido lático tende a diminuir o pH do meio, sendo suficiente para inibir o crescimento de 

muitos organismos (PALLERONI, 2015; DUARTE et al, 2013).  

Para a avaliação da semi purificação, a bacteriocina bruta do Lactobacillus salivarius, 

após o processo de ultrafiltração, foi avaliada frente à Pseudomonas spp. isolada do pescado, 

resultando em um halo de 1,33 ±0,1 cm para o conteúdo permeado e de 0,33±0,03 cm para o 

conteúdo retido,, indicando que o tamanho da bacteriocina inferior ao corte da membrana, 

possibilitando a passagem do composto, porém algumas bacteriocinas encontram-se em 

estado natural como moléculas de alta massa molecular, formando agregados de 90-300 kDa. 

Esses agregados podem mascarar parcial ou totalmente a atividade antimicrobiana da 

bacteriocina e também induzir a erros na determinação de seu peso molecular. Isso ocorre 

principalmente nas bacteriocinas de baixo peso molecular, apolares, que interagem facilmente 

com o material extracelular de células lisadas durante o processo de extração podendo ser 

eliminados por extração com metanol-clorofórmio ou por etanol-dietil-éter (MURIANA; 

KLAENHAMMER, 1991; CONTRERAS et al., 1997).  

 

3.3.3 ETAPA III: APLICAÇÃO NA MATRIZ CÁRNEA E AVALIAÇÃO DA VIDA 

DE PRATELEIRA 

 

Nesta etapa o microrganismo com maior halo de inibição (Lactobacillus salivarius) foi 

utilizado para a fermentação do soro de leite com o objetivo de obter maiores quantidades de 

bacteriocina para aplicação no filé de tilápia e avaliar se houve impacto na vida de prateleira. 

 

3.3.3.1 AUMENTO DA ESCALA DE PRODUÇÃO EM SORO DE LEITE, EXTRAÇÃO E 

SEMIPURIFICAÇÃO POR ULTRAFILTRAÇÃO 
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Após 72 horas de fermentação observou-se o aumento da turbidez do meio de cultura, 

caracterizando a multiplicação microbiana. Além disso, o pH baixou de 6,0 para 5,2, processo 

característico da fermentação, ocasionado pela liberação de ácido lático pelos lactobacilos 

durante a fermentação do meio de cultura (MESTRES et al. 2019). 

   

3.3.3.2 AVALIAÇÃO DO IMPACTO NA VIDA DE PRATELEIRA DO FILÉ 

 

3.3.3.2.1 Atividade de água 

 

A atividade de água das amostras de imersão apresentou um leve aumento com 4 

segundos de imersão e um aumento significante com 6 segundos de imersão (TABELA 4) 

 
Tabela 4 Atividade de água inicial do filé de pescado nos diferentes tempos de imersão e na amostra controle (sem 
imersão) 

Amostra aW 

Imersão 2s 0,9841 ±0,002 

Imersão 4s 0,9849 ±0,005 

Imersão 6s 0,9859 ±0,003 

Aspersão 0,4mL 0,9840 ±0,002 

Aspersão 0,6mL 0,9841 ±0,001 

Aspersão 0,9mL 0,9843 ±0,003 

Controle 0,9840 ±0,005 

 

Com as mesmas quantidades de composto, porém aspergido, a atividade de água se 

manteve estável, aumentando levemente com o aumento da quantidade borrifada, indicando 

que a forma de aplicação por aspersão exerce menor impacto no aumento da atividade de água 

em comparação com o método de imersão. O aumento da atividade de água proporciona o 

aumento da multiplicação dos micro-organismos, tendo efeito principalmente na fase de 

crescimento exponencial (log), sendo assim, o método de aspersão fornece mais segurança no 

aspecto da multiplicação bacteriana. 
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3.3.3.2.2 pH 
 

O pH se manteve estável durante os experimentos, demonstrando que o filé se 

manteve dentro do pH 7 até o 8° dia para os métodos de imersão (QUADRO 3). 

 
Quadro 5 Resultados da aferição do pH em todos os tratamentos e no grupo controle durante o período de 12 dias. 

Tempo 0 2 4 6 8 10 12 
Controle 6,27±0,05a 6,33±0,05b 6,47±0,11c 6,73±0,12d 6,93±0,05e 7,10±0,1f 7,10±0,1g 
Imersão 2 6,27±0,05a 6,27±0,05b 6,33±0,05c 6,57±0,06d 6,93±0,05e 7,17±0,05f 7,15±0,07g 
Imersão 4 6,27±0,05a 6,30±0,01b 6,33±0,05c 6,57±0,06d 6,97±0,05e 7,10±0,01f 7,13±0,05g 
Imersão 6 6,27±0,05a 6,33±0,05b 6,40±0,1c 6,73±0,06d 6,97±0,05e 7,03±0,05f 7,17±0,11g 

Aspersão 0,4 6,20±0,1a 6,27±0,05b 6,30±0,2c 6,53±0,31d 6,90±0,3e 7,20±0,1f 7,23±0,11g 
Aspersão 0,6 6,20±0,17a 6,40±0,17b 6,63±0,2c 6,73±0,06d 7,20±0,2e 7,17±0,2f 7,27±0,35g 
Aspersão 0,9 6,27±0,28a 6,37±0,32b 6,63±0,15c 6,73±0,35d 7,10±0,36e 7,23±0,3f 7,33±0,30g 

 

O pH da carne de peixes frescos é um parâmetro que fornece informações sobre o 

estado de conservação do pescado, uma vez que o processo de deterioração altera os níveis de 

pH devido à decomposição de aminoácidos, porém o uso desta análise deve ser feito em 

conjunto com outros parâmetros para determinar o frescor do pescado (ANDRÉS-BELLO et 

al., 2013). 

 

3.3.3.2.3 Bases voláteis totais 

 

As BVTs, durante o experimento no tratamento por imersão, se mantiveram estáveis, 

alcançando o limite de 30mg / 100g em torno do oitavo dia (FIGURA 10). 
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Figura 9 Gráfico de barras do comportamento das bases voláteis totais durante 12 dias de armazenamento 

 
 

 Porém, no tratamento por aspersão, nota-se uma diminuição para o tratamento com 0,4 

ml e um melhor resultado com a aspersão de 0,6 ml de extrato, fazendo com que o limite de 

BVT’s do filé seja alcançado entre o dia 9 e 10 de refrigeração. 

Existem diferentes recomendações de limites BVT’s para o frescor das carnes de 

diferentes espécies, principalmente para peixes e frutos do mar e, portanto, inadequados para 

outros tipos de carne, são espécies específicas, arbitrários ou têm um elemento de 

ambiguidade (por exemplo, uma classificação intermediária "obsoleta" entre os estados fresco 

e estragado), portanto, a definição de limites BVT’s pode introduzir imprecisão e 

subjetividade na avaliação do frescor da carne (BEKHIT et al. 2021). 

 

3.3.3.2.4 Contagem microbiana 

 

Durante a avaliação da vida de prateleira, pode-se perceber que a utilização do extrato 

contendo bacteriocina do Lactobacillus salivarius diminuiu a contaminação inicial, 

principalmente no método de imersão por 6 segundos (TABELA 5). 
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 Porém, ao observar a duração da fase Lag, nota-se que o aumento da atividade de água 

proporcionada pelos métodos de aplicação teve relação negativa com o período em que o 

microrganismo se adapta ao meio, fazendo com que a fase Lag terminasse mais cedo, 

principalmente no método de imersão por 6s, onde o filé tem mais contato com o extrato e 

absorve mais água durante esse período.  

O contrário foi observado nos casos de aspersão, porém com a observação de um 

limite, pois quando se aumenta de 0,4 para 0,6mls a atividade de água não aumenta 

expressivamente, porém ao aspergir 0,9mls o filé absorve mais água e isso reflete na 

diminuição da fase lag.  

 Contudo, ambos métodos de aplicação apresentaram uma redução da velocidade 

máxima de crescimento dos microrganismos, fazendo com que a curva de crescimento fosse 

“achatada” (FIGURA 10 A) em comparação com os dados obtidos do controle (FIGURA 10 

B). 

 
Figura 10 curva de crescimento do método de aspersão 0,4 ml (A) e do controle (B) 

 
Fonte: elaborada pelo autor, plataforma COMBASE©. 
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  Este “achatamento” da curva fez com que o limite previsto em legislações 

internacionais de 107 UFC.g-1
 (ICMSF, 1986) fosse alcançado em diferentes tempos 

(TABELA 6). 

 
Tabela 6 Tempo necessário para os métodos de aplicação e o controle atingirem o limite estabelecido pela legislação 

MÉTODO TEMPO (h) 

Controle 137,251 

Imersão 2s 174,933 

Imersão 4s 167,865 

Imersão 6s 152,173 

Aspersão 0,4ml 179,487 

Aspersão 0,6ml 189,202 

Aspersão 0,9ml 170,731 

Fonte: elaborada pelo autor, plataforma COMBASE©. 

 

  Todos os tratamentos demonstraram um impacto positivo no aumento do tempo 

necessário para alcançar o limite da legislação, comprovando a eficácia das bacteriocinas de 

L. salivarius na inibição da multiplicação das Pseudomonas spp.. Nesse sentido destaca-se o 

método de aspersão de 0,6ml, que aumentou em 51,938 horas este tempo. 

 

3.4 CONCLUSÃO 

 

A contaminação inicial do pescado foi alta, demonstrando falhas durante o processo de 

despesca, abate ou filetagem, impactando no tempo de vida útil do filé resfriado, que foi de 

menos de 5 dias a 4° C. 

Além disso, o isolamento das bactérias presentes durante o processo de deterioração 

revelou que possivelmente um gênero de bactérias é responsável pela deterioração, e que este 

se encontra tanto no tempo inicial quanto no tempo final. Pelo resultado dos testes 

bioquímicos é possível afirmar que o gênero mais compatível é a Pseudomonas, bactéria que 

degrada facilmente a fração de NNP, transformando a em amônia e refletindo no aumento das 

BVT.   

Já na etapa II da pesquisa, é possível concluir que a bacteriocina, juntamente com os 

compostos produzidos pelo Lb. salivarius exerceu a maior inibição frente às bactérias 

psicrotróficas em comparação com as outras sete BALs. 
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Na etapa III o método de aspersão demonstrou maior eficácia na comparação com o 

método de imersão, porém são necessários mais estudos para diminuir o impacto do aumento 

da atividade de água na matriz cárnea. 



 

4 CONCLUSÃO 
 

A avaliação do frescor do filé de pescado depende de muitos fatores, que, sozinhos não 

são capazes de indicar com precisão a real condição do pescado, porém quando combinados 

nos permite uma melhor avaliação sobre o processo de preservação do alimento. 

A aplicação por aspersão e por imersão de bacteriocinas semipurificadas de Lactobacillus 

salivarius em filé de pescado fresco resulta no aumento da vida de prateleira desde alimento, 

sendo o método de aspersão de 0,6mls de extrato o que melhor respondeu, diminuindo a 

velocidade de crescimento e consequentemente aumentando em 51, 938 horas o tempo de 

conservação do filé resfriado. 

Tradicionalmente, vários fatores têm sido usados para determinar o frescor do pescado, 

incluindo inspeção visual da cor e brilho das guelras, pele cor e textura, cor, cheiro e textura 

da carne. As tentativas de controlar o crescimento da microbiota causadora de deterioração 

foram, durante muito tempo, fundamentalmente centradas, além da ação de frio, sobre o uso 

de atmosferas modificadas. No entanto, esta tecnologia não foi amplamente implementada, 

pois envolve uma significativa mudança nos navios pesqueiros e nos pontos de despesca que 

pode restringir sua eficácia e prejudicar a capacidade de pesca. Por disso, a tecnologia de 

biopreservação, que se refere à extensão e melhoria do prazo de validade usando 

microorganismos e/ou seus metabólitos, surge como uma alternativa interessante e econômica 

quando combinada a utilização de refrigeração ou embalagens à vácuo. 

Contudo, mais estudos acerca da aplicação dos compostos se fazem necessários, para 

entender os mecanismos de ação; os mecanismos limitadores da matriz cárnea, tendo em vista 

a complexidade da composição deste alimento; a utilização da bacteriocina em seu estado 

purificado; o efeito da combinação da biopreservação com outros métodos tradicionais, 

levando a um método mais eficiente e menos agressivo de conservação dos filés de tilápia 

resfriados, preservando suas características organolépticas e permitindo uma melhor eficácia 

em sua logística.  
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ANEXO A – TESTES BIOQUÍMICOS  
 

I. Coloração de Gram. 

 

O esfregaço foi preparado a partir de uma colônia bacteriana suspensa em água estéril. 

Após fixação do esfregaço em chama, este foi corado com a solução de violeta genciana 

fenicada por um minuto, escorrendo ao final sem lavar; e a seguir cobriu a lâmina com lugol 

fraco e esperou atuar por um minuto; lavou-se com solução descorante (à base de álcool-

acetona) até que o líquido se tornou incolor (15 – 30 segundos); lavou em água corrente e 

cobriu a lâmina com fuscina para Gram, deixando atuar por 30 – 60 segundos e, por fim, 

lavamos com água corrente, deixando secar na posição vertical, observando ao microscópio, 

com o uso da objetiva de imersão (100x de aumento total). 

 

Interpretação dos resultados: 

Bactérias Gram negativas – As células apresentam coloração de tonalidade 

avermelhada. 

Bactérias Gram positivas – As células apresentam coloração púrpura escura. 

 

 

II. Motilidade no meio SIM, Teste de produção de Indol e H2S 

 

O teste de motilidade foi realizado em um meio SIM (Biobás). O meio foi inoculado com uma 

colônia isolada da bactéria (18 - 24 horas de incubação) através de uma picada com agulha de 

níquel-cromo. O tubo inoculado foi incubado a 30 ºC, durante 48 horas. Após 48 horas foram 

utilizadas algumas gotas do reagente de Kovacs para a reação de indol. 

 

Interpretação dos resultados: 

Meio turvo - motilidade positiva; 

Produção de H2S – meio escuro; 

Positivo Indol - desenvolvimento de um anel vermelho escuro na superfície do tubo. 

 

III. Teste de Catalase 
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Uma colônia foi colocada em uma lâmina de microscópio limpa. Em seguida adicionou-se, 

uma gota de peróxido de hidrogênio a 3%, homogeneizando o conteúdo.  

 

Interpretação dos resultados: 

A presença de bolhas de gás dentro de alguns segundos indica uma reação positiva. 

A ausência de bolhas de gás indica uma reação negativa. 

 

 

IV. Teste de OF 

 

As bactérias foram semeadas em dois tubos contendo o meio de Hugh Leifson, pH 7,1, 

usando agulha (inoculação por picada em profundidade). Foi adicionado a um dos tubos óleo 

mineral estéril (5 a 6 mm altura), para criar um ambiente de anaerobiose. Incubou-se a 30 ºC e 

foi examinado diariamente durante 14 dias, pois alguns microrganismos só produzem ácidos 

(resultado da utilização da glicose) após vários dias de incubação. 

 

Interpretação dos resultados: 

 

Utilização da Glicose Tubo aberto Tubo com óleo 

Por oxidação Amarelo Verde 

Por fermentação Amarelo Amarelo 

Sem reação Verde ou azul Verde 

 

Fermentativa: Enterobactérias como Escherichia coli 

Oxidativa: Acinetobacter, Pseudomonas 

Sem reação: Alcaligenes faecales 

 

 

V. Crescimento em meio Mac Conkey (MC) 

 

O MC é seletivo para bactérias gram-negativas porque possui sais de bile e de cristal violeta, 

que interferem no metabolismo das bactérias gram-positivas. É também diferenciador devido 

à presença de lactose na sua composição, distinguindo as bactérias que fermentam a lactose 

(LAC+ ) das que não fermentam (LAC- ). Este meio possui como indicador de pH o vermelho 



 

neutro, cuja cor a pH ácido é rosa e pH alcalino é incolor. Este teste foi usado para verificar se 

a bactéria for gram-negativa e para observar se a mesma fermentava ou não a lactose. As 

culturas puras foram semeadas com a ajuda de uma alça de platina e semeadas em Agar MC, 

sendo incubadas a 21 ºC por 24horas. 

 

Interpretação dos resultados: 

- Fermentam a lactose (LAC+ ) - formam colônias róseas ou vermelhas. 

- Não Fermentam a lactose (LAC- ) – não formam colônias róseas ou vermelhas. 

 

VI. Teste de Oxidase 

 

Para este teste utilizamos tiras de papel contendo o reagente pfenilenodiamina (Laborclim). 

Utilizando um palito de madeira estéril foi transferido assepticamente uma ou duas colônias 

recém isoladas (18-24h de cultura em NA a 21 ºC) e homogeneizada sobre a superfície da tira.  

 

Interpretação dos resultados: 

Bactéria Oxidase positiva - coloração violeta, 

Oxidase negativa – incolor 

 

VII. Teste de Agar de Ferro e Açúcar Tríplice em Meio de TSI 

 

O teste foi feito inoculando por picada a base (crescimento em anaerobiose) do meio TSI 

(Difco) e a seguir a parte inclinada (aerobiose) até a extremidade finalfazendo uma estria em 

“zigue-zague”. 

 

Interpretação dos resultados: 

* Inclinação vermelha (alcalino) e fundo amarelo (ácido): apenas fermentação da glicose; 

Inclinação amarela (ácida) e fundo amarelo (ácido): fermentação da glicose juntamente com a 

lactose e/ou sacarose; 

* Meio preto: produção de H2S (Salmonella). * Produção de gás: presença de gás no meio. 

 

VIII. Teste de Vermelho de metila (VM) 
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Esta prova bioquímica foi utilizada para caracterizar os microrganismos pertencentes à família 

Enterobacteriaceae. O teste foi realizado utilizando uma colônia da placa de NA ou BHI 

crescida a 21 ºC por 18 a 24 horas. Com o auxílio de uma alça de platina a cultura foi 

inoculada ao meio, e em seguida incubada a 30 ºC por até cinco dias. Após incubação, 

adicionaram-se algumas gotas do indicador VM. 

 

Interpretação do resultado: 

Positivo – meio muda de cor para vermelho. 

Negativo – meio permanece amarelo. 

 

IX. Teste de Urease 

 

A partir da cultura crescida em BHI ou NA (cultura com 24 horas de incubação), foi 

inoculado com uma alça de platina um tubo contendo o meio. Incubou-se a 35 ºC por 24horas 

±2. Quando o resultado obtido for negativo, deixar o tubo por mais sete dias à temperatura 

ambiente, pois o resultado ainda pode ser alterado. 

Foi utilizado um tubo não inoculado (controle negativo). 

 

Interpretação de resultados: 

Urease positiva - o meio muda para rosa claro 

Urease negativo - o meio se mantém com a cor inicial amarelo 

  

X. Teste de Citrato de Simmons 

 

Esta prova bioquímica tem como finalidade a caracterização de microrganismos pertencentes 

à família Enterobacteriaceae, e fundamenta em determinar a capacidade dos microrganismos 

utilizarem o citrato de sódio como única fonte de carbono, resultando em alcalinidade do 

meio. 

A partir da cultura crescida em BHI ou NA (cultura com 18 - 24 horas de incubação) 

inoculou-se com uma agulha de níquel-cromo um tubo contendo o meio Citrato de Simmons 

(Agar inclinado). O teste foi realizado inoculando uma estria sobre a superfície do meio. 

Incubado a 35 ºC por 96 horas±2. Foi utilizado um tubo não inoculado (controle negativo). Os 

microrganismos que não conseguem utilizar o citrato de sódio como única fonte de carbono, 

não crescem no meio de cultura, e o mesmo permanece com a sua coloração inicial (verde). 



 

 

Interpretação de resultado: 

Positiva – alcaliniz 

ação do meio que se torna azul intenso, principalmente no ápice. 
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ANEXO B – DETERMINAÇÃO DE BASES VOLÁTEIS TOTAIS EM 

PESCADOS POR ACIDIMETRIA 
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