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Objetivos

e Selecdo de bactéria acido-latica (BAL)
para produgao de bacteriocina em meio
de cultivo com subprodutos
agroindustrias (M1), visando sua
aplicacdo como bioconservante de
alimentos;

e Purificagéo parcial do BLIS (Bacteriocin-
like Inhibitory Substance) produzido;

o Estudos de estabilidade fisico-quimica e
atividade antimicrobiana do produto
semi-purificado.

Métodos e Procedimentos

As cepas de BAL foram selecionadas avaliando
a atividade antimicrobiana do BLIS produzido
em meio M1 de composigao (g/L): 20 melago de
cana-de-agucar; 4 peptona; 2 extrato de
levedura; 6 agua de maceragdo do milho; 2
KzHPOys; 2 citrato de aménio; 5 acetato de sddio;
0,2 MgS04*7H20; 0,05 MnS04*2H20; 1 Tween
80.

O BLIS foi preparado e a determinagdo de sua
atividade antimicrobiana foi feita de acordo com
Oliveira et al. (2024). Estudos para produgéo do
BLIS em diferentes concentragbes dos
subprodutos agroindustriais, oxigénio, variagao
de pH e agitagdo, foram feitos através da
avaliagao da cinética do crescimento da cepa
selecionada no meio formulado em relagdo ao
MRS (De Man, Rogosa & Sharpe).

A pré-purificagdo do BLIS foi realizada
inicialmente pela adicdo de 20% de sulfato de
amoénio, considerando o valor de saturagao de
70,5g por 100mL, sendo em seguida incubado a
4 °C sob agitagdo. Apos ressuspender o
precipitado em tampdo PBS (pH 6,5), foi
realizada a etapa de ultrafiltragdo com filtragao
tangencial, utilizando membranas de 2kDa,
10kDa, 30kDa e posterior liofilizagdo das
amostras. Tais amostras foram ressuspendidas
em PBS e submetidas a acdo das enzimas
Tripsina, Pepsina e Proteinase K, as diferentes
faixas de temperatura (60°C, 80° e 100°) e pH
(2, 4, 8 e 10) para testes de estabilidade. A
atividade antimicrobiana foi avaliada em leitor de
microplaca a 600nm para determinar a
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concentragdo minima inibitéria (MIC) do
crescimento da Listeria monocytogenes.

Resultados

A cepa selecionada foi a Ligilactobacillus
salivarius 71, que apresentou potencial
antimicrobiano constante diante de diferentes
temperaturas e faixas de pH. Em relagdao aos
subprodutos agroindustriais adicionados ao
meio, foram alcangadas concentragdes de agua
de maceracao do milho igual a 5g/L e 50g/L para
o melaco de cana-de-aglcar que favoreceram
aumentar a produgdo do  composto
antimicrobiano. Desta forma, a produgdo do
BLIS em meio M1 foi em média 2,4 vezes maior
em relacao ao meio de cultivo MRS (Figura 1).
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Figura 1: Cinética de crescimento de L. salivarius 71
em meio M1.

Posteriormente, foi realizada a precipitagdo com
sulfato de aménio a 20% e fracdo maior que 30
kDa apresentou maior atividade antimicrobiana,
sendo esta selecionada para os testes de
estabilidade. Nos testes de estabilidade, as
amostras  liofilizadas n&o  apresentaram
bioatividade frente a agéo de Tripsina, Pepsina
e Proteinase K, confirmando a natureza proteica
da biomolécula. Por outro lado, o BLIS semi-
purificado manteve atividade inibitéria diante
das diferentes faixas de pH (2,4,8 e 10) e
temperatura (60°C, 80°C e 100°C) apontando
para um biocomposto estavel ao calor (até
100°C) e tolerante as variagdes de pH.

A atividade antimicrobiana das amostras de
30kDa foi avaliada pela leitura de microplaca a
600nm e apontou para uma concentragao
minima inibitéria (MIC) contra
L.monocytogenes. (utilizada como bioindicador)
de 0,625mg/mL (Figura 2).
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Figura 2: Atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes.

Conclusoes

A cepa Ligilactobacillus  salivarius 71
apresentou-se promissora para a produgao de
BLIS utilizando meio de cultivo contendo
subprodutos agroindustriais. Ademais, o BLIS
mostrou-se estavel nas faixas de pH e
temperatura estudadas, mantendo atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes
mesmo apoés 0s processos de purificagdo
parcial.
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