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(57) Resumo: PREPARAGCOES ANTIMICROBIANASA presente
invengao refere-se a um método para a conservagdode alimentos
contra bactérias Gram-negativas compreendendo a adi¢do de uma
preparag@o antimicrobiana contendo glicina e alanina aos alimentos. A
invengao refere-se ainda ao uso de tais preparagdes antimicrobianas
no con- trole da flora intestinal em seres humanos e animais.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "PREPARA-
COES ANTIMICROBIANAS".

A presente invencao refere-se a uma preparagédo antimicrobiana
e a um processo de conservagdo de alimentos. Em particular, a presente
invencao refere-se a um processo de conservagao de alimentos com a com-
binagdo de pelo menos dés aminodcidos. A invengéo refere-se ainda ao uso
de tais preparagdes no controle da flora intestinal em seres humanos e ani-
mais.

A morbidade e a mortalidade associadas ao consumo de ali-
mentos contaminados por microorganismos infecciosos e que produzem to-
xinas ndo devem ser subestimadas. E por esta razdo que a qualidade e a
seguranga microbiana dos alimentos é causa de constante preocupagao pa-
ra as industrias alimenticias, consumidores e agéncias governamentais. A-
lém disso, o apodrecimento e a putrefagdo de um alimento por microorga-
nismos podem comprometer seu valor nutricional, podendo levar a perdas
econdmicas substanciais. O apodrecimento causado pelos micrébios resulta
da proliferagdo descontrolada ou da atividade destes microorganismos. Para
previnir a ocorréncia de tal fenémeno, tecnologias de conservacao foram
desenvolvidas a fim de garantir a qualidade e a seguranga microbiologica
dos alimentos. Tais tecnologias sdo diversas e incluem (i) procedimentos
que previnem o acesso dos microorganismos aos alimentos; (ii) procedimen-
tos que desativam os microorganismos; e (iii) procedimentos que previnem
ou retardam o crescimento dos microorganismos. Alteragbes na demanda
dos consumidores e na legislagdo que rege a produgdo de alimentos fazem
com que os responsaveis pelas tecnologias alimenticias modifiquem e aper-
feicoem constantemente as tecnologias de processamento alimenticio exis-
tentes, inventando e desenvolvendo novas tecnologias. A tendéncia agora €
produzir alimentos que, ndo somente paregam atraentes, frescos e mais na-
turais, mas que também combinem estas qualidade as conveniéncias cotidi-
anas, tais como prazos de validade maiores e preparo mais facil. Além disso,
os consumidores também t&m aumentado suas expectativas com relagédo ao

sabor, textura, aparéncia e seguranga. Assegurar a realizagdo de tudo isto &
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um grande desafio para os responsaveis pelas tecnologias alimenticias. No
que diz respeito ao retardamento e & prevengdo do crescimento de microor-
ganiémos nos alimentos, hd uma série de novos pedidos para antimicrobia-
nos quimicos novos e mais naturais sendo registrados. Contudo, estes no-
vos conservantes quimicos devem satisfazer uma série de requerimentos: (i)
devem possuir atividade bactericida ou bacteriostatica eficaz contra uma
ampla variedade de organismos de apodrecimento e patdgenos alimentares
diferentes; (ii) ndo devem afetar a aparéncia, o sabor, 0 aroma ou a textura
dos alimentos; e (iii) ndo devem ser toxicos para os consumidores. Sabe-se
que certos aminodacidos apresentam propriedades bactericidas ou bacterios-
taticas (por exemplo, Shive, W.; C.G. Skinner (1963) "Aminoacid analogues".
Em: Metabolic inhibitors: A comprehensive treatise (Hochster, R.M.;

J.H.Quastel eds). Academic Press. Nova lorque. Volume 1, pp 1 -73).

Além disso, muitos aminoacidos ocorrem naturalmente nos ali-
mentos, sendo normalmente considerados seguros e adequados para utili-
zagao em produtos alimenticios. E exatamente por esta razdo que alguns
aminodcidos, em especial a glicina, tém sido utilizados comercialmente co-
mo conservantes.

Processos para conservagdo de produtos alimenticios com seri-
na foram descritos nas patentes US 2.711.976 e US 6.602.532. Na batente
US 3.615.703, o sabor dos produtos alimenticios ou bebidas contendo frutas
ou sucos de fruta, vegetais ou sucos de vegetais, ou cerveja é conservado
através da vedagdo hermética do alimento ou bebida em um receptaculo
com lisina, ornitina, histidina ou sais dos mesmos. A patente GB 1.510.942
descreve um processo para a conservagao de produtos alimenticios, particu-
larmente daqueles contendo de 10-60% de agucar, como por exemplo, gela-
tinas, geléias e pudins, que sdo protegidos contra a putrefagéo pela adi¢ao
de maltose e glicina aos mesmos. A glicina esta presente de forma apropria-
da em quantidades variando de 0,3 a 2%. Embora a glicina seja amplamente
utilizada hoje em dia como conservante comercial, sabe-se que este com-
posto ndo é um conservante poderoso, sendo necessarias grandes concen-

tracdes da mesma para que se obtenha a inibicdo desejada do crescimento -
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bacteriano. Tais concentragdes elevadas, entretanto, geram uma nova cate-
goria de problemas. Sabe-se que a glicina, a alanina, a serina e a treonina
possuem, em diferentes graus, um sabor adocicado, enquanto a lisina e a
ornitina ambas possuem sabores com notas doces e azedas, ao passo que
a arginina é intensamente azeda. O impacto dos aminoacidos sobre o pala-
dar limita a aplicacdo destes compostos na condi¢do de conservantes ali-
menticios. |

Para que a glicina seja utilizada de forma mais eficaz como con-
servante alimentar, criou-se a demanda por outras substéncias que possam
ser utilizadas em conjunto com a mesma, aumentando seu efeito antimicro-
biano. Lee et al. examinaram os efeitos antimicrobianos da utilizagédo da gli-
cina em combinacdo com o hexametafosfato, EDTA, com o acido colico e
com o monocaprato de glicerol sobre uma série de espécies de bactérias
Gram-positivas e negativas (Lee, J. K.; K. Tatsuguchi; M. Tsutsumi; T. Wata-
nabe, J. Food Hig. Soc. Japan 26: 279-284 (1985)). Na WO 01/56408, 1,5-D-

anidrofrutose foi usada em combinagdo com a alanina e com a glicina, a fim

de se obter agentes conservantes de alimentos com substéncias antibacteri-
anas altamente seguras que podem, desta forma, aumentar as qualidades
de conservacdo dos alimentos sem produzir quaisquer efeitos indesejaveis
sobre o paladar ou aroma dos alimentos.

Embora os processos descritos utilizem misturas antimicrobia-
nas consistindo em um tnico aminoacido com um ou mais compostos nao
aminodcidos (veja acima), muito pouco se sabe a respeito das propriedades
antimicrobianas das misturas de aminoacidos.

A presente JP 2000-224976 descreve um processo para a inibi-
¢do de microorganismos, tal como a bactéria de acido latico Enterococcu
faecalis em regides com pH > 6,5 da comida, portanto, danificando pouco a
qualidade do alimento usando uma mistura de lactato de calcio e glicina e
um sal de algum outro &cido organico. Embora tenha-se descrito na mesma
patente que se pode substituir parte da glicina por alanina, os dados mos-
tram que a alanina e as misturas de alanina e glicina s&o inibidores menos

eficazes da proliferacdo das bactérias Gram-positivas Enterococcus faecalis
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do que a glicina isoladamente. Demonstrou-se que a alanina nao somente é
capaz de contrapor o efeito inibitorio da glicina no caso de bactérias Gram-
positivas intimamente relacionadas a Enterococcus hirae e a Lactococcus
lactis, mas também nas bactérias Gram-negativas Escherichia coli (Snell,
E.E.; B.M.Guirard (1943) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 29:66-73, Hishinuma,
F.: K. Izaki; H. Takahashi (1969) "Effects of glycine and the-amino acids on

the growth of various microorganisms" Agr. Biol. Chem. 33: 1577 — 1586).
Bem se sabe que um aminoécido pode cancelar a inibigdo exercida por um
outro aminoacido e este efeito foi observado em uma série de espécies de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como por exemplo, nas bacté-
rias Gram-positivas: Bacillus anthracis e Listeria monocytogenes; e nas es-
pécies. de bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (Gladstone, G.P.
(1939) Brit. J. Exp. Pathol. 20: 189-200; Friedman, M.E; W.G. Roessler
(1961) J. Bacteriol. 82: 528-533; de Felice et al. (1979) Microbiol, ver 43:42-
58).

Na patente US 2001/033884, uma preparagdo contendo glicina
e serina é utilizada para a conservagédo de produtos alimenticios contra bac-
térias Gram-positivas e Gram-negativas.

O resumo da patente J-53050361 também descreve composi-
¢bes contendo glicina e serina para o ajuste do pH de alimentos.

As patentes US 2001/039264 e US 2002/144946 descrevem ou-
tras composicdes contendo pelo menos cinco ou mais aminoacidos para u-
sos diversos, tais como para redugéo dos niveis sanguineos de aminoacidos
associados a préatica severa de exercicios ou para redugéo da fadiga, e para
a utilizacdo em hemodialise respectivamente.

Surpreendentemente, foi descoberto agora que a combinagao
de glicina e alanina produz um efeito sinergistico na inibicdo das bactérias
Gram-negativas.

Por isso, a invencgéo refere-se a uma preparag¢éo antimicrobiana
contendo pelo menos glicina e alanina dirigida contra bactérias Gram-
negativas.

Desta forma, a presente preparagdo antimicrobiana contendo a
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combinacdo de glicina e alanina é particularmente adequada para a inibi¢ao
do crescimento de espécies de Escherichia coli O157:H7 e de Salmonella.

Bem se sabe que a combinacdo destes dois aminoacidos pode
ainda ser combinada a um terceiro aminoacido. Verificou-se que estas com-
binacbes produzem efeitos antibacterianos maiores do que se esperaria com
o uso isolado dos aminoacidos, isto é, mostrando um efeito sinergistico.

A alanina em questdo é preferencialmente uma D-alanina. Mais
preferencialmente, a preparagao antimicrobiana contém uma DL-alanina. No
caso de haver outros aminoacidos presentes na composi¢ao, estes sao pre-
ferencialmente DL-aminoacidos.

Sob outro aspecto, a invengdo refere-se a um método para a
conservagéo de alimentos contra a agdo de bactérias compreendendo a adi-
¢ao das preparagdes antimicrobianas contendo glicina e alanina acima men-
cionadas aos alimentos.

O método de acordo com a presente invengao é particularmente
util para a protegéo de alimentos contra pelo menos um de Salmonella ente-
rica e Escherichia coli O157:H7.

Exemplos de tais produtos alimenticios sdo produtos a base de
carnes (curados ou néo, frescos e/ou cozidos), saladas e outros produtos
vegetais, bebidas e laticinios, alimentos semiprocessados, alimentos conve-
nientes como, por exemplo, refeicbes prontas e produtos desidratados. O
método é de particular interesse devido a alguns dos produtos frescos a ba-
se de carne serem utilizados para o consumo direto (como por exempilo, filet
américain, steak tartar, sushi ou carpaccio) sem o prévio aquecimento ou
com aquecimento prévio inadequado para garantir efeito bactericida. Outros
produtos a base de carne sdo consumidos apds a aplicagdo apenas de a-
quecimento parcial, aplicado de forma intencional como, por exemplo, para o
preparo de carnes mal passadas, ou de forma ndo-intencional, aplicado de-
vido & preparacdo inadequada ou por manuseio inadequado dos produtos
alimenticios.

As preparagbes antimicrobianas da presente invengao, incluindo

as preparagdes contendo glicina/alanina, podem ainda ser aplicadas em ou-



10

15

20

25

30

tras aplicacdes, tais como no controle da flora intestinal através da inibicao
da proliferagdo de bactérias Gram-negativas, tais como a Salmonella e a
Escherichia, oferecendo uma vantagem seletiva as bactérias Gram-positivas,
tais como os Lactobacilus, através da administragcao em conjunto com bacté-
rias probidticas.

Utilizou-se em um estudo as seguintes culturas: serotipo Esche-
richia coli O157:H7 (ATCC 700728), Salmonella enterica (ATCC 13311). To-
das as culturas foram transferidas diariamente em tubos com tampas de ros-
ca (100 x 16 mm) contendo 10 ml de caldo de BHI ("brain heart infusion")
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). As culturas foram incubadas a 30°C sem
agitar. O caldo BHI foi preparado com quantidades crescentes de dois ami-
noécidos. As faixas de concentragdo dos aminodcidos variaram de 0 a
450mM em etapas de 10 a 50mM. Isto resultou em 100 tipos de ensaios di-
ferentes. O pH do meio foi ajustado para 6,1 - 6,2. Os meios foram prepara-
dos em quantidades de 10ml e subsequentemente esterilizados por filtragao
(membranas de nitrato de celulose Sartorius com poros de 0,45 pm de dia-
metro). Foram transferidos 300 pL de cada meio para placas "honeycomb"
estéreis de 100 pogos da Bioscreen. As placas de pogos foram inoculadas
com 5 plL de culturas cultivadas no caldo BHI ao longo de uma noite utilizan-
do um dispensador de repeticio Hamilton estéril de 5 pL (Hamilton, Bona-
duz, Suica). As taxas de crescimento foram determinadas através de testes
Bioscreen C (Labsystems, Helsinki, Finlandia) que medem de forma cinética
o desenvolvimento da turbidez através de fotometria vertical. As placas fo-
ram incubadas por 16-24 horas a 37°C, a densidade Optica das culturas foi
medida a cada 30 minutos a 420-580mM usando um filtro de banda larga. O
Bioscreen mede a densidade 6ptica das culturas em intervalos de tempo
estipulados. A partir destes dados o Bioscreen calcula as taxas de cresci-
mento especifico maximas.

O propésito do processamento ulterior dos dados € ter certeza
se os dois aminodacidos atuam de forma independente um do outro, de se
estimulam um ao outro na sua acdo inibitéria (sinergia) ou se cancelam o

efeito inibitério um do outro (antagonismo). Quando certo composto nao a-
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presenta efeito sobre um organismo, a taxa de crescimento especifico deste
organismo (u) pode ser expressa em fungdo (f) da atividade inibitéria do
crescimento com dada concentragdo de substrato (s) através de, por exem-
plo, a equagdo Monod, a qual se escreve da seguinte maneira: Y4 = pmax. S
/(Ks + S), em que pmax representa a taxa de crescimento especifico maxima,
s representa a concentra¢do do substrato inibidor do crescimento no meio e
Ks representa a concentragcdo do substrato, em que p = 0,5 pmax. Contudo,
quando a presenca de um certo inibidor afeta o crescimento celular, a fungao
f para p deve ser modificada, isto &, p = f(s,p), em que p representa a con-
centracdo do inibidor p. Uma série de estudos sobre a inibigao cinética da
proliferagdo bacteriana tem demonstrado que muitos inibidores se compor-
tam como inibidores ndo-competitivos. Isto implica que apenas o valor da
taxa de crescimento especifico maxima (Umax), € ndo a afinidade (Ks) € afe-
tada. Desta forma, a taxa de crescimento especifico na presenga do inibidor
pode ser escrita da seguinte maneira: p = i s /(Ks + s), em que ; é a taxa
de crescimento especifico maxima na presenga de um inibidor p. A relagéao
entre [ e Pmax € entre a concentragdo do inibidor p pode ser descrita utili-
zando a equagdo de logistica Dose-Resposta a qual se escreve: Pi/Umax =
1/(1 + [p/pos)®)(Jungbauer, A. (2001). "The logistic dose response function: a
robust fitting function for transition phenomena in life sciences". J. Clinical
Ligand Assay 24: 270 — 274). Nesta equagéo, p representa a concentragao
do inibidor P e po s representa a concentragédo de P quando pi= 0,5 Pmax; Mmax
sendo a taxa de crescimento especifico maxima, ou seja, a taxa de cresci-
mento especifico na auséncia do inibidor P, b é uma quantidade nao-
mensurdvel que determina a relagdo entre p; e p. A combinagdo das equa-
¢oes de Monod com a equacéo de logistica Dose-Resposta pode ser escrita
da seguinte maneira: 4 = Pmax (S/Ks + S)/(1 + [p/Po,s]P). Na cultura de batelada
onde s comumente é muitas vezes maior que Ks esta equagdo se reduz a
= pmax/(1 + [p/ po,s]b)-

Ao se comparar diferentes organismos proliferando-se sob con-
dicbes similares, ou organismos similares proliferando-se sob condigdes dis-

tintas, é mais interessante que se utilize a taxa de crescimento relativo ao



10

15

20

25

30

invés da taxa de crescimento absoluto como padrdo de comparagdo. A taxa
de crescimento relativo (O) é a razdo entre a taxa de crescimento (u) e a
taxa de crescimento maxima (Umax), isto €, O = p/pumax. Observa-se que en-
quanto Y e Pmax apresentarem as unidades de dimensao (tempo)“, a sua
razdo O n&o possuira dimensio, ou seja, serd um ndmero puro. Pode-se
definir de forma similar a concentracdo relativa do inibidor € como p/pos. A
equacdo reduzida representativa da jungdo da equagdo de Monod e da e-
quacao de logistica Dose-Resposta pode entdo ser escrita da seguinte ma-
neira: O = 1/(1 + €°). Para dois inibidores X e Y, por exemplo, é possivel de-
finir as duas expressdes a seguir para O: Oy = 1/(1 + €”') e Oy = 1/(1 +£%).

O« e O, podem ser avaliados de forma experimental através de
um exame dos efeitos inibitdrios de X ou de Y sobre a taxa de crescimento
do organismo em questdo. Conhecendo as fun¢des avaliadas para Ox e Oy,
o efeito independente é definido em teoria da seguinte maneira: Ox. Oy. O
efeito observado de forma experimental para a combinagéo de X e Y sobre a
taxa de crescimento relativa é definido como O,,. A hipétese de que X e Y
atuam de forma independente um do outro sobre certo organismo € matema-
ticamente representada por O/Oy. Oy = 1. A rejeicdo desta hipotese implica
que o efeito combinado de X e Y néo é um efeito aditivo, mas sim sinergisti-
co ou antagonistico. No caso, os inibidores X e Y atuam de forma sinergisti-
ca sobre o organismo em questdo, O,/Ox. Oy < 1, (porém > 0). Naqueles
casos em que os efeitos combinados dos inibidores X e Y sejam antagonisti-
cos Oy/Ox. Oy > 1. A sinergia, o efeito independente e o antagonismo podem
ser visualizados em uma tabela comparando O,y Ox: Oy.

Isto é exemplificado na figura 1, em que se oferece um grafico
da relagdo Ogyy.aia (taxa de crescimento relativa observada de forma experi-
mental) em comparagdo com Ogyy.OA, (taxa de crescimento relativo previs-
ta) para a Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 700728), mostrando a sinergia
entre o efeito inibitério da glicina e DL-alanina. A linha continua neste grafico
representa a linha onde se observou de forma experimental que a taxa de
crescimento relativo (Og;.Oaa) Se iguala a taxa de crescimento relativo pre-

vista (Ogiiala) € €M que a glicina e a alanina atuam como inibidores indepen-



10

15

20

25

30

dentes.

A combinacéo entre a DL-alanina e a glicina é particularmente
eficaz contra Salmonella enterica e Escherichia coli O157:H7 (sinergismo).

A competicdo entre Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 700728) e
Lactobacilus plantarum (DFM 20174)(cultura mista A), e entre Salmonella
enterica (ATCC 13311) e Lactobacilus plantarum (DFM 20174) (cultura mista
B) foi estudada nas culturas de caldo. Escherichia col, Salmonella enterica e
Lactobacilus plantarum foram transferidos diariamente para tubos com tam-
pas de rosca (100 x 16 mm), contendo 10 ml de caldo de BHI (Oxoid, Ba-
singstoke, Reino Unido). As culturas foram incubadas a 30°C sem serem
agitadas. 500 pL de uma cultura de Escherichia coli cultivada por uma noite
e 5 pL de uma cultura de Lactobacilus plantarum foram transferidos para
tubos de tampa de rosca contendo 10m! de caldo BHI ou para tubos conten-
do 10 ml de caldo BHI com 200 mM de DL-alanina e 200 mM de glicina ou
400 mM de DL-alanina e 400 mM de glicina (cultura mista A, primeira trans-
feréncia). 500 pL de culturas de Salmonella entérica e 5 pL de cultura de
Lactobacilus plantarum cultivadas em uma noite foram transferidas para tu-
bos de tampa de rosca contendo 10 ml de caldo de BHI preparado recente-
mente ou para um tubo contendo 10 ml de caldo de BHI preparado recente-
mente com 200 mM de DL-alanina e 200 mM de glicina ou com 400 mM de
DL-alanina e 400 mM de glicina (cultura mista B, primeira transferéncia).
Ambas as culturas mistas foram incubadas a 30°C. Apds 24 horas, as cultu- -
ras foram transferidas para um meio fresco (segunda transferéncia) e acon-
dicionadas sobre &gar vermelho violeta bile lactose (VRBA) (Oxoid Basings-
toke, CM 0485) e sobre agar MRS (Oxoid, Basingstoke, CM0361). A segun-
da transferéncia também foi incubada por 24 horas a 30°C e acondicionada

subsequentemente sob agar vermelho violeta bile lactose (VRBA) e agar

'MRS. Os resultados desta anélise, os quais estao resumidos na tabela 1,

demonstram a vantagem competitiva do Lactobacilus plantarum nas culturas
mistas tanto com Escherichia coli quanto com Salmonella enterica em meios

contendo DL-alanina e glicina.
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Tabela1. Unidades formadoras de coldnia (cfu) por ml de caldo na primei-
ra e na segunda transferéncia.
Cultura Mista A _ Cultura Mista BI
cfu/mL na primeira transferéncia | cfu/mL na primeira transferéncia
- E. coli

Aditivos 0157:H7 Lb. plantarum Salmonella Lb. plantarum
no BHI ATCC 700728 DSM 20174 ATCC 13311 DSM 20174
nenhum 390. 10° 268. 10° 60. 10° 277.10°
200 mM de glicina
200 mM de DL- 25.10° 264. 10° 15.10° 660. 10°
alanina
400 mM de glicina
400 mM de DL- 0 246. 10° 0 322. 10°
alanina

Cultura Mista A Cultura Mista B

cfu/mL na segunda transferéncia | cfu/mL na segunda transferéncia

Aditivos 0[1':;5;?;;7 Lb. plantarum Salmonella Lb. plantarum

' DSM 20174 | ATCC 13311 | DSM 20174
no BHI ATCC 700728 SM 2017 CC 133 SM
nenhum 291.10° 630. 10° 40. 10° 780. 10°
200 mM de glicina
200 mM de DL- 16. 10° 690. 10° 0 750. 10°
alanina
400 mM de glicina
400 mM de DL- 0 610. 10° 0 940. 10°
alanina

A presente invengao foi utilizada para a conservagédo de alimen-

tos. Os exemplos a seguir sdo ilustrativos da presente invengao. As culturas-

estoque de Salmonella typhimurium ATCC 1331 e de Escherichia coli
0157:H7 ATCC 700728, que foram utilizadas para inocular as culturas liqui-
das foram rotineiramente mantidas em placas com agar contendo a BHI (O-
xoid CM225, Basingstoke, Reino Unido) reforcado com 1,5% de agar. As
culturas de Escherichia coli e Salmonella typhimurium foram cultivadas em

tubos com tampas de rosca (100 x 16ml) contendo 10 ml de caldo de BHl e

incubadas ao longo de uma noite a 30°C. Pouco antes da inoculagao dos

alimentos, as culturas foram diluidas com uma solugdo contendo 0,1% de
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peptona e 0,85% de NaCl.
Leite

Obteve-se leite desnatado estéril de um supermercado local.
Quantidades apropriadas de aminoacidos foram adicionadas.

Massa (Lasanha)

Obteve-se uma lasanha bolonhesa pronta para comer de um
supermercado local e o alimento foi completamente homogeneizado utilizan-
do um liquidificador. Quantidades adequadas de aminoéacidos foram adicio-
nadas a 500g de lasanha homogeneizada. Esta mistura foi selada a vacuo e
subsequientemente irradiada (10 kGray). A lasanha irradiada foi armazenada
a -30°C até a proxima utilizagao.

Carne Fresca

Bifes recém-cortados contendo aproximadamente 20% de gor-
dura foram moidos utilizando um moedor de carne Primus MEW 613 (Mas-
chinenfabrik Dornhan, Dornhan Alemanha) equipado com uma placa moedo-
ra de 2,541/20,32 cm (1/8" polegadas). A temperatura foi mantida a 10°C
durante todo procedimento. Quantidades apropriadas de aminoacidos foram
adicionadas a 500g de carne moida. A mistura de carne moida com aminoa-
cidos foi subseqlientemente irradiada (10 kGray). A carne irradiada foi arma-
zenada a -30°C até a proxima utilizagao.

Inoculacdo da Lasagna e da Carne Fresca:

Presunto de peru, lasanha ou carne fresca altamente congela-
dos foram descongelados ao longo da noite a -4 (+ 1)°C. 500g dos produtos
ainda congelados foram entdo rapidamente cortados em pegas de 2-4cm e
transferidos para recipientes de um processador de alimento de cozinha
(processador de alimento Tefal Kaleo tipo 67604). Adicionou-se 1,5 ml de
uma cultura bacteriana diluida de forma adequada, misturando-se a compo-
si¢do resultante por aproximadamente de 30 a 60 segundos. Neste estagio,
a temperatura da mistura ainda permanecia abaixo de 0°C. Apds a mistura,
transferiu-se rapidamente duas porgdes em torno de 25 g da mesma mistura
para sacos-filtros (Interscience, St Nom, Franga). Os produtos inoculados

com Escherichia coli ou com Salmonella typhimurium foram incubados por
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até duas semanas a 12°C.

Inoculacao do Leite

O leite foi resfriado a 10°C e subseqientemente inoculado com
culturas de Salmonella typhimurium diluidas conforme apropriado. Amostras
de leite inoculado foram incubadas a 12°C.

Analise microbiana

A anélise microbiana das amostras dos alimentos foi realizada
da seguinte maneira: abriu-se uma bolsa selante, adicionando-se a ela duas
vezes o peso liquido de um fluido de diluicdo estéril (8,5% (p/v) NaCl e 0,1%
(p/v) peptona bacteriolégica). As amostras foram homogeneizadas por um
minuto em uma batedeira de laboratério Stomacher 400 (Seward Medical,
Londres, Inglaterra) e 50 pL da matéria homogeneizada foram acondiciona-
dos em um meio adequado de &gar utilizando um acondicionador espiral
Eddyjet tipo 1.23 (IUL Instruments, Barcelona, Espanha). A Escherichia coli
0157:H7 e a Salmonella typhimurium foram acondicionadas em agar
VRDBG (Oxoid, CM0485, Basingstoke, Reino Unido). As placas foram incu-
badas por 24 horas a 30°C entdo contadas.

Resultados

O efeito da adicéo isolada de glicina, DL-alanina e da mistura de

glicina (0,67%) e de DL-alanina (0,8%) sobre o crescimento da Salmonella

typhimurium no leite a 12°C é dado na tabela 1:

CFU/mL
Dias 0 2 4 6
controle 5.10° 5.10* 4.10° 9. 10*
0,67% de glicina - 5.10° 5. 10* 1.10° 8. 10*
0,8% de alanina 5. 10° 5.10* 4.10° 1.10°
0,67% de Gly e 0,8% de Ala | 5.10° 2.10° 1.10° 1.10°

A tabela mostra que, nas culturas de caldo, a glicina em concen-
tracdo de 100mM e a DL-alanina em concentragdo de 100mM apresenta um
pouco ou nenhum efeito sobre a taxa de crescimento da Salmonella typhi-
murium. A combinagéo por outro lado mostrou ser bastante eficaz na su-

pressdo do crescimento deste organismo no leite.
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REIVINDICACOES

1. Método para a conservagao de alimentos contra bactérias
Gram-negativas compreendendo a adicdo de preparagdo antimicrobiana
contendo glicina e alanina aos alimentos

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a prepara-
¢ao antimicrobiana contém DL-alanina.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, no qual o ali-
mento é protegido contra pelo menos Salmonella ou Escherichia coli.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, no qual o alimento
é protegido contra pelo menos Salmonella entérica, Escherichia coli
O157:H7.

5. Preparacgdo antimicrobiana compreendendo dois ou trés ami-
noéacidos escolhidos dentre pelo menos glicina e alanina para a utilizagao no
controle da flora intestinal de seres humanos ou animais.

6. Preparacdo antimicrobiana de acordo com a reivindicagao 5,
contendo bactérias probidticas e dois ou mais aminoécidos escolhidos den-
tre pelo menos glicina e alanina para a utilizagao no controle da flora intesti-
nal de seres humanos ou animais.

7. Preparacdo antimicrobiana de acordo com a reivindicagao 5
ou 6, para a utilizagdo no controle da flora intestinal de seres humanos ou
animais.

8. Método para o controle da flora intestinal de seres humanos -
ou animais através da administragdo de uma preparagéo antimicrobiana con-
tendo pelo menos glicina e alanina.

9. Método de acordo com a reivindicagao 8, no qual a prepara-
¢do antimicrobiana é administrada contendo pelo menos glicina, alanina e

uma bactéria probidtica.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "PREPARAGOES ANTIMICROBIANAS".

A presente invengao refere-se a um meétodo para a conservagao
de alimentos contra bactérias Gram-negativas compreendendo a adi¢ao de
uma preparagao antimicrobiana contendo glicina e alanina aos alimentos. A
invengao refere-se ainda ao uso de tais preparagoes antimicrobianas no con-
trole da flora intestinal em seres humanos e animais.
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