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Resumo

A conservacao de alimentos com baixo custo e seguranca tem sido um grande desafio para a indUstria de alimentos e
os consumidores. O objetivo deste trabalho foi avaliar a formacdo de biofilmes de bactérias lacticas (Lactobacillus
acidophilus) em dornas de madeiras e seu potencial para bioconservacdo de alimentos. Foram utilizadas dornas de
madeira para os ensaios de formacdo de biofilmes de bactérias lacticas inoculadas, com acompanhamento do aumento
da acidez da solucéo conservante e coleta de amostras dos biofilmes formados nas paredes da dorna de madeira para
avaliar a contagem de bactérias lacticas. Foram realizados estudos visando avaliar o potencial de inibi¢do de
patdgenos, utilizando-se os microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella enterica. As dornas
de madeiras possibilitaram o crescimento de bactérias lacticas e demonstram ser um sistema eficiente para formacéao
de biofilmes, além disso, o crescimento de bactérias lacticas neste sistema inibiu satisfatoriamente o crescimento de
bactérias potencialmente patogénicas.

Palavras-chave: Conservagdo de alimentos; Biocontrole; Garantia de seguranga.

Abstract

Low-cost and safe food preservation has been a major challenge for the food industry and consumers. The objective of
this work was to evaluate the formation of biofilms of lactic acid bacteria (Lactobacillus acidophilus) in wooden vats
and their potential for food biopreservation. Wooden vats were used to test biofilm formation of inoculated lactic acid
bacteria, monitoring the increase in acidity of the preservative solution and collecting samples of biofilms formed on
the walls of the wooden vats to evaluate the lactic acid bacteria count. Studies were carried out to evaluate the
potential for inhibiting pathogens, using the microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella
enterica. The wooden vats allowed the growth of lactic acid bacteria and proved to be an efficient system for the
formation of biofilms. Furthermore, the growth of lactic acid bacteria in this system satisfactorily inhibited the growth
of potentially pathogenic bacteria.
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Resumen

La conservacién de alimentos segura y de bajo costo ha sido un gran desafio para la industria alimentaria y los
consumidores. El objetivo de este trabajo fue evaluar la formacion de biopeliculas de bacterias &cido lacticas
(Lactobacillus acidophilus) en tinas de madera y su potencial para la bioconservacion de alimentos. Se utilizaron tinas
de madera para probar la formacién de biopeliculas de bacterias de &cido lactico inoculadas, monitoreando el aumento
de la acidez de la solucion conservante y recogiendo muestras de biopeliculas formadas en las paredes de las tinas de
madera para evaluar el recuento de bacterias de acido lactico. Se realizaron estudios para evaluar el potencial de
inhibicion de patdgenos, utilizando los microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella
enterica. Las tinas de madera permitieron el crecimiento de bacterias del &cido lactico y demostraron ser un sistema
eficiente para la formacion de biopeliculas. Ademas, el crecimiento de bacterias del &cido lactico en este sistema
inhibi6 satisfactoriamente el crecimiento de bacterias potencialmente patogenas.

Palabras clave: Conservacion de los alimentos; Biocontrol; Garantia de seguridad.
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1. Introducéo

Ao longo dos ultimos anos, foi possivel verificar um aumento do nimero de consumidores que preferem alimentos
minimamente processados, preparados sem conservantes quimicos (Cleveland et al., 2001; Ross et al., 2002). Muitos destes
alimentos, prontos para 0 consumo, representam novos sistemas alimentares em relagdo aos riscos a salde e a associagdo com
deterioracdo. Varios conservantes naturais tém destacado e ganhado consideravel atencdo da comunidade cientifica,
consumidores, industria e setores da saide como um método antimicrobiano de ampla agéo e geralmente econdmico (Baptista
et al., 2020).

Visando compreender e conhecer a complexidade das interacBes microbianas, métodos recentes tém sido cada vez
mais direcionados para as possibilidades oferecidas pela bioconservacdo (Holzapfel et al., 1995; Gould, 1996; Ross et al.,
2002), aumentando o interesse por agentes antimicrobianos produzidos naturalmente (Cleveland et al., 2001; Lemay et al.,
2002).

A bioconservagdo de alimentos é uma abordagem ecoldgica e inofensiva que utiliza a microbiota natural ou
controlada para estender o prazo de validade de alimentos, aumentando a seguranca (Rocha, 2020). A pesquisa sobre a
composicdo e funcionalidade de consoércios microbianos complexos estd ganhando impulso e abrird novos caminhos para
controlar e melhorar os processos de conservacdo de alimentos e desenvolver novas aplica¢fes para culturas mistas (Smid e
Lacroix, 2013).

As bactérias lacticas podem produzir compostos antimicrobianos como as bacteriocinas que sdo amplamente
utilizadas na agricultura como agente conservante de alimentos para controlar varios patégenos de origem alimentar (Ahmad et
al., 2017). Sendo assim, esse estudo visa avaliar a possibilidade de formacdo de biofilmes de bactérias lacticas em dornas de

madeiras e seu potencial para bioconservacdo de alimentos.

2. Metodologia

Realizou-se uma pesquisa experimental, laboratorial e de natureza quantitativa, consistindo em determinar um objeto
de estudo, selecionar as varidveis que seriam capazes de influencia-lo e definir as formas de controle e de observacdo dos
efeitos que a varidvel produz no objeto (Pereira et al, 2018, Baptista & Campos, 2016, Koche, 2011, Gil, 2017).

Foram utilizadas cinco dornas de madeira umburana com capacidade de cinco litros cada uma para os ensaios de
formagcdo de biofilmes. Salmoura com 2% de NaCl foi preparada como meio de inoculagdo de bactérias lacticas. A &gua para o
preparo da salmoura foi oriunda de fonte de abastecimento publica. In6culo de bactérias lacticas foi adicionado as dornas de
madeira com a salmoura para promover a formacdo de biofilmes. Em cada dorna de madeira foi adicionado um in6culo de
bactérias lacticas correspondente a 10° a 106 UFC mL™ de salmoura. Durante seis meses, a cada més as dornas de madeiras
foram esvaziadas para avaliagdo da formagdo de biofilmes.

Para avaliar a formacdo de biofilmes de bactérias lacticas como método permanente de conservacdo, apés o
esvaziamento das dornas ndo foram feitas novas inoculagdes de bactérias lacticas, também ndo foram aplicados nenhum
procedimento de limpeza ou sanitizacdo das dornas, apenas foi trocada a solucdo conservante.

Foram utilizadas duas estratégias para avaliar a formacao de biofilmes: 1) acompanhamento do aumento da acidez da
solugdo de salmoura conservante através da analise de pH; 2) coleta de amostras dos biofilmes formados nas paredes da dorna
de madeira para avaliar a contagem de bactérias lacticas. A amostragem de biofilmes formados nas dornas de madeira foi
realizada na superficie interna das dornas, onde as células foram removidas de 4 (quatro) areas diferentes de 100 cm?,

utilizando swabs estéreis.
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Apos os primeiros seis meses, foi comprovando a formagéo de biofilmes de bactérias lacticas nas dornas de madeira e
foram realizados estudos visando avaliar o potencial de inibi¢do de patégenos promovido pelas mudancas fisico-quimicas e
microbioldgicas no ecossistema das dornas de madeiras. Os microrganismos patogénicos utilizados no teste de inibigdo foram
cepas de Escherichia coli (CCCD EQ03), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Salmonella enterica (CCCD S004).

Das cinco dornas de madeira utilizadas no experimento, duas dornas foram inoculadas com Escherichia coli com
in6culo de 10° UFC mL, duas dornas foram inoculadas com Salmonella enterica com inéculo de 10° UFC mL* e uma dorna
foi inoculada com um inéculo de 10° UFC mL! de Staphylococcus aureus. Apds 30 (trinta) e 60 (sessenta) dias da inoculagio
dos patogenos, amostras da solucdo conservante foram analisadas para quantificar a presenca de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus e analisar a presenca/auséncia de Salmonella enterica. As analises de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella enterica foram realizadas de acordo com metodologia descrita pela American Public Health Association
(Apha, 2015).

3. Resultados e Discusséao

A contagem de Lactobacillus acidophilus nas dornas de madeira é apresentada na Tabela 1. A contagem total variou
de 3,38 a 5,96 logio UFC mL™. A contagem de L. acidophilus foi determinada em um periodo de noventa dias, confirmando a
presenca de elevada contagem vidvel em todas as dornas de madeira. Como as dornas foram esvaziadas apdés trinta dias, a

contagem de L. acidophilus s6 pode ser atribuida a liberacéo espontanea dos biofilmes na dorna.

Tabela 1 - Contagem de Lactobacillus acidophilus na solugdo conservante e em biofilmes de dornas de madeira apés 30, 60 e

90 dias de inoculagéo e pH da solucdo conservante.

Dorna Dias apo6s pH Contagem de L. acidophilus na solucdo Contagem de L. acidophilus nos biofilmes
inoculagéo conservante (logio UFC mL%) (logzo UFC/cm?)
1 30 6,2 5,52 5,64
60 52 4,36 6,62
90 42 4,22 6,44
2 30 6,3 5,74 6,84
60 4,4 4,86 5,60
90 3,2 4,64 6,48
3 30 6,4 5,14 6,46
60 43 4,48 6,62
90 3,3 4,08 6,30
4 30 6,2 4,52 4,26
60 4,6 3,68 4,78
90 34 3,38 4,96
5 30 6,8 5,96 5,22
60 4,7 4,84 6,56
90 3,2 4,12 6,58

Resultados expressos como UFC mL™ (3 x 100 cm? de superficie coletada em 50 mL de agua peptona 0,1%). Fonte: Dados da pesquisa.

A elevada contagem de L. acidophilus na solugdo da dorna foi consistente com a alta contagem nos biofilmes (Tabela
1). A contagem de bactérias lacticas no biofilme formado na madeira das dornas atingiu valores de até 10® UFC por cm?
(Tabela 1). A acidificacdo da solucdo conservante das dornas se deu provavelmente a liberacdo de células de L. acidophilus do
biofilme, reduzindo o pH final para cerca de 3 (Tabela 1).

Sao poucos os relatos na literatura sobre a capacidade de bactérias lacticas de formarem biofilmes na superficie

diretamente em contato com a madeira (Mariani et al., 2007). Licitra et al. (2007) avaliaram a presenca de um biofilme
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contendo bactérias do acido latico em cuba de madeira utilizada na fabricacdo de queijo, determinando a seguranca,
composigdo, microestrutura e papel deste biofilme. Esses autores encontraram altas contagens totais bacterianas encontradas
nas superficies da madeira, confirmando a ocorréncia de um rico biofilme.

Apobs um més da inoculacéo nas dornas de madeira contendo biofilmes de lactobacilos, ndo foi detectada a presenga
de Salmonella enterica e Escherichia coli, entretanto, Staphylococcus aureus foi encontrado nas dornas de madeira ap6s um
més de inoculacdo (Tabela 2). Estudando a variabilidade dos biofilmes de bactérias lacticas em dornas de madeira utilizada na
fabricacdo de queijos, Lortal et al. (2009) observaram auséncia de Salmonella, Listeria e E. coli 0157:H7, reforcando a
hipdtese da seguranca deste sistema de cubas de madeira para explicar a incapacidade dos patégenos de aderir ou sobreviver,
possivelmente devido a fatores como as condi¢Ges na superficie da madeira (pH abaixo de 5), competi¢do por nutrientes, além

da provavel producéo de bacteriocinas por bactérias lacticas nos biofilmes formados.

Tabela 2 - Contagem de Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus e Escherichia coli e deteccdo da presenga/auséncia
de Salmonella enterica na solucdo conservante em dornas de madeira ap6s desafio de inibicao.

Contagem (logio UFC mL1)

Lactobacillus acidophilus Salmonella enterica
Inéculo inicial 6 Presenca
Desafio 1 Apbs 30 dias 5,22 Auséncia
Apds 60 dias 4,2 Auséncia
Lactobacillus acidophilus Staphylococcus aureus
Inéculo inicial 6 4
Apbs 30 dias 5,24 2,01
Desafio 2 Ap6s 60 dias 4,2 N.D.
Lactobacillus acidophilus Escherichia coli
Inéculo inicial 6 4
Apbs 30 dias 5,2 N.D.
Desafio 3 Apbs 60 dias 43 N.D.

Fonte: Dados da pesquisa.

Didienne et al. (2012), estudando as caracteristicas de biofilmes de bactérias lacticas em dornas de madeira na venda
de queijos, demonstraram a contaminacdo desse produto por patdgenos como Salmonella, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, confirmando a capacidade inibitéria dos biofilmes de bactérias lacticas sobre esses patdgenos. A dorna
de madeira é um sistema seguro e altamente eficiente de formagdo de biofilmes de bactérias lacticas, principalmente
promovendo a acidificag8o (Licitra et al., 2007).

Elumalai & Shanmugasundaram (2024) discutem o uso de bactérias do acido lactico como agentes emergente de
biocontrole visando a seguranca alimentar, com énfase na capacidade dessas bactérias de produzir acidos organicos,
bacteriocinas e outros compostos antimicrobianos que podem inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, concluindo
que 0 uso desses microrganismos na seguranca alimentar demonstrou grande potencial na reducdo do risco de doencas
transmitidas por alimentos e na melhoria da qualidade dos alimentos. Azevedo et al. (2024), avaliando a utilizacdo de bactérias
do acido lactico no controle de patogenos alimentares, concluiram que essas bactérias parecem ser fortes candidatas para

aplicacdo potencial como protecdo a ser usada na indudstria alimenticia, sendo ndo somente seguras, mas também capazes de
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produzir bacteriocinas estaveis, inibindo efetivamente patdgenos alimentares significativos como L. monocytogenes e C.

perfringens.

4. Concluséo

As dornas de madeiras possibilitaram o crescimento de bactérias lacticas e demonstram ser um sistema altamente
eficiente para formagao de biofilmes desse grupo de bactérias, além disso, o crescimento de bactérias lacticas neste sistema
inibiu satisfatoriamente o crescimento de bactérias potencialmente patogénicas.

Entretanto, estudos posteriores poderdo demonstrar com maiores detalhes os efetivos mecanismos de acdo dessas

bactérias no controle de potenciais patdgenos de origem alimentar.
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