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RESUMO

PIMENTEL FILHO, Natan de Jesus, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2010. Atividade das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina
sobre Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus em queijo
Minas frescal Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Coorientadores:
Antonio Fernandes de Carvalho, Francisco Diez Gonzalez e Hilario Cuquetto
Mantovani.

O queijo Minas frescal € um dos produtos lacteos mais consumidos no
Brasil e suas caracteristicas quimicas tornam-o um meio apropriado para o
crescimento de micro-organismos deterioradores e patogénicos. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito de bovicina HC5 e nisina sobre o crescimento
de Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus em queijo Minas frescal.
O crescimento de estirpes de L. monocytogenes, L. innocua e S. aureus foi
acompanhado em caldo tripticase de soja (TSB) e em leite integral
comercialmente esterilizado (UAT), a 37 °C em presenga de bovicina HC5 e
nisina adicionadas isoladas ou combinadas. Queijo Minas frescal foi produzido
e inoculado com populacéo inicial de 10* UFC.g" de L. monocytogenes e S.
aureus e adicionado de 600 UA.mL™" de bovicina HC5 e nisina. Na presencga de
concentracdes de 10, 20 e 50 UA.mL™" de bovicina HC5 em caldo TSB houve
aumento da fase lag e reducédo da velocidade especifica de crescimento das
estirpes de L. monocytogenes, L. innocua e S. aureus. O crescimento foi
completamente inibido quando bovicina HC5 foi adicionada nas concentragdes
100 e 150 UA.mL" e em concentragdes de nisina acima de 10 UA.mL™". L.
innocua isolado de queijo Minas foi sensivel a baixas concentragbes das

bacteriocinas enquanto L. innocua LMA83 apresentou um aumento de 10 h na
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fase lag quando 10 e 20 UA.mL™" de nisina foram acrescentadas ao caldo TSB.
Em concentragcbes de nisina e bovicina HC5 acima de 50 UA.mL'1, nenhum
crescimento de L. innocua foi observado. A presenca das bacteriocinas em
concentragdes de até 50 UA.mL™ aumentou a fase lag mas, ndo impediu o
crescimento de S. aureus enquanto as concentragdes 100 ou 150 UA.mL™" de
bovicina HC5 inibiram a multiplicacdo bacteriana. A combinacdo das
bacteriocinas bovicina HC5 e nisina em caldo TSB inibiu o crescimento de L.
monocytogenes, S. aureus EMBRAPA 4018 e L. innocua em concentragdes
inferiores do que quando usadas isoladamente. Em leite UAT, concentracdes
de bovicina HC5 acima de 400 UA.mL™ reduziram o nimero de células viaveis
de L. monocytogenes Scott A em um ciclo log. Entretanto, nisina foi bactericida
apenas quando foi usada na concentragcdo de 1200 UA.mL”’, sendo o
crescimento reassumido apds 3 h de incubacéo. L. innocua LMAS83 foi sensivel
a todas as concentragcdes de bovicina HC5 adicionadas ao leite enquanto
nenhuma redugao no numero de células viaveis foi observada apds adigao de
nisina. S. aureus ATCC 6538 cresceu em leite mesmo na presenca de 400 ou
800 UA.mL" de bovicina HC5 e efeito bacteriostatico foi observado na
concentracdo 1200 UA.mL™". A concentragdo 1200 UA.mL™" de nisina exerceu
efeito bactericida sobre células de S. aureus. Em queijo Minas frescal, a adicéo
das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina combinadas na concentragdo 600
UA.g" reduziu o nimero de células viaveis inicial de 10* UFC.g™" de L.
monocytogenes Scott A para valores abaixo de 1 UFC.25 g”', ap6s nove dias
de estocagem a 4 °C. Efeito bactericida sobre S. aureus ATCC 6538 foi
observado nos queijos adicionados das bacteriocinas combinadas durante 15
dias de estocagem a 4 °C. Entretanto, apos esse periodo, a multiplicagdo de S.
aureus foi retomada. A presengca das bacteriocinas combinadas na
concentracdo 600 UA.g"' ndo impediu a producdo de enterotoxinas
estafilococica C por S. aureus EMBRAPA 4018 em queijos mantidos sob
temperatura de 15 °C de estocagem. Estes resultados demonstraram que
bovicina HC5 e nisina foram efetivas no controle dos patégenos avaliados em

leite e queijo Minas frescal, em especial quando usadas associadas.



ABSTRACT

PIMENTEL FILHO, Natan de Jesus, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February 2010. Activity of the bacteriocin bovicin HC5 and nisin on
Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus in Minas frescal
cheese Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-advisers: Antbénio
Fernandes de Carvalho, Francisco Diez Gonzalez and Hilario Cuquetto
Mantovani.

The Minas frescal cheese is one of the most appreciated dairy products
in Brazil. Their chemical characteristics constitute a suitable medium for the
growth of spoilage and pathogens microorganisms. This study aims to evaluate
the effect of bovicin HC5 and nisin on the growth of both Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus in the Minas frescal cheese.
Growth of strains of L. monocytogenes, L. innocua and S. aureus was carried
out in tryptic soy broth (TSB) and in whole milk commercially sterilized (UHT) at
37 °C in the presence of bovicin HC5 and nisin either added individually or in
combination. Minas frescal cheese was manufactured and inoculated with an
initial population of 10* CFU.g™" of both L. monocytogenes and S. aureus, 600
AU.mL™" of both bovicin HC5 and nisin were then added. The increase in the lag
phase and the reduction of the specific growth rate of the strains of L.
monocytogenes, L. innocua and S. aureus was verified at the concentrations of
10, 20 and 50 AU.mL™" of bovicin HC5 in TSB broth. Growth was completely
inhibited when bovicin HC5 was added at concentrations of 100 and 150
AU.mL™" and at nisin concentrations above 10 AU.mL™. L. innocua isolated from
Minas cheese was sensitive to low concentrations of both bacteriocins while L.

innocua LMA83 had an increase in 10 h in the lag phase when 10 and 20



AU.mL™" of nisin were added to the TSB broth. In nisin and bovicin HC5
concentrations above 50 AU.mL'1, no growth of such strains was observed. The
presence of the bacteriocins at concentrations up to 50 AU.mL™ increased the
lag phase but did not prevent the growth of S. aureus. On the other hand,
concentrations of 100 or 150 AU.mL™" of bovicin HC5 inhibited the bacterial
multiplication. The combination of the two bacteriocins bovicin HC5 and nisin in
TSB broth inhibited the growth of L. monocytogenes, S. aureus EMBRAPA
4018 and L. innocua at lower concentrations. However when used separately,
higher concentrations of each bacteriocin should be applied. In milk,
concentrations of bovicin HC5 above 400 AU.mL™" reduced the number of viable
cells of L. monocytogenes Scott A in one log cycle. However, nisin was
bactericidal just when used at 1200 AU.mL™", being the growth resumed after 3
h of incubation. L. innocua LMA83 was sensitive to all bovicin HC5
concentrations added to milk while no reduction in the number of viable cells
was observed after adding nisin. S. aureus ATCC 6538 in milk would still grow
in the presence of 400 or 800 AU.mL™" of bovicin HC5, being the bacteriostatic
effect observed at the concentration 1200 AU.mL™. Bactericidal effect on S.
aureus cells was showed by nisin at 1200 AU.mL™". In Minas frescal cheese, the
number of initial viable cells was reduced from 10* CFU.g" of L.
monocytogenes Scott A to values below 1 CFU.25 g’ by additions of the
bacteriocins combined at the concentration of 600 AU.mL™" after nine days of
storage at 4 °C. After adding the combined bacteriocins in cheese for 15 days of
storage at 4 °C, bactericidal effect on S. aureus ATCC 6538 was observed.
However, growth was resumed after that period. The presence of the combined
bacteriocins at 600 AU.mL™ did not prevent the production of staphylococcal
enterotoxin C by S. aureus EMBRAPA 4018 in cheeses stored under 15 °C.
The present results demonstrate that bovicin HC5 and nisin are indeed effective
in the control of pathogens assessed in milk and Minas frescal cheese,

especially when associated.
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1. INTRODUCAO

Queijo Minas frescal € um dos produtos lacteos mais apreciados no
Brasil. E um queijo branco e macio produzido a partir de leite de vaca pela
coagulagao enzimatica do leite pasteurizado, apresenta valores de pH entre 6,3
e 6,5, umidade superior a 55 % e baixa concentragao de sal. Em funcéo de
suas caracteristicas quimicas, esse queijo constitui meio apropriado para o
crescimento de diversos patdégenos sendo que o consumo desse produto
contaminado tem, frequentemente, sido associado a diversos casos e surtos de
doengas de origem alimentar. A contaminacdo de queijos com Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus € associada a pasteurizagao
inadequada e, ou contaminagao poés-pasteurizagdo. Embora a pasteurizagao
do leite seja suficiente para inativar micro-organismos patogénicos,
enterotoxinas estafilocdcicas, estaveis ao calor, podem tornar o produto de alto
risco a saude do consumidor. O uso de leite de boa qualidade e as boas
praticas de fabricagdo devem ser associadas para minimizar os riscos de
contaminagdes.

O uso empirico de micro-organismos e de seus produtos para
preservacdo de alimentos é pratica comum na histéria da humanidade. Acido
latico e outros produtos do metabolismo de bactérias laticas, incluindo peroxido
de hidrogénio, diacetil, acetoina, reuterina, reutericiclina, peptideos antifungicos
e bacteriocinas agem como biopreservativos pela alteragdo das propriedades
intrinsecas dos alimentos e inibem micro-organismos deterioradores. As
bacteriocinas compreendem um amplo e diverso grupo de peptideos
antimicrobianos sintetizados ribossomicamente que apresentam efeito

bactericida e, ou bacteriostatico.



No Brasil, apenas a bacteriocina nisina pode ser utilizada em queijos
como conservante e, embora o efeito da nisina sobre diversos patdgenos
esteja comprovado, o aumento da tolerancia ou resisténcia a essa bacteriocina
tem sido relatado.

Bovicina HC5 é uma bacteriocina produzida por Streptococcus bovis
HC5, estavel ao calor e a baixos valores de pH que vem sendo estudada na
inibicdo de bactérias deterioradoras e patogénicas de origem alimentar, e
demonstrou possuir potencial inibidor igual ou maior do que o da nisina. A
capacidade de inibir o crescimento de L. monocytogenes e de algumas outras
bactérias gram-positivas ja esta comprovada.

Bacteriocinas tém aplicagdo na tecnologia de barreiras, podendo ser
utilizadas combinadas a outros tratamentos na preservacao dos alimentos.
Diversas bacteriocinas ja foram avaliadas e apresentaram acgédo conservante
combinadas com nisina, com aumento do efeito antibacteriano da associacéao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a efetividade de bovicina HCS e, ou

nisina sobre Listeria e S. aureus in vitro, em leite e em queijo Minas frescal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Queijo Minas frescal

Em 2008, a producéo brasileira de queijos foi de 640 mil toneladas
(USDA, 2009). Nos ultimos sete anos, o consumo de queijos no Brasil
aumentou 161 mil toneladas, sendo o total consumido em 2008, 627 mil
toneladas (Figura 1) e um aumento de 4,3 % no consumo era esperado para
2009. O queijo Minas frescal € um dos produtos lacteos mais apreciados no
Brasil e, devido ao bom rendimento durante a fabricagcdo, € comercializado a
precos mais acessiveis a uma ampla faixa da populagao.

O queijo tipo Minas frescal é obtido a partir de leite de vaca por
coagulacdo enzimatica do leite integral ou semidesnatado pasteurizado, com
coalho e, ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou n&o
com acgdo de bactérias laticas especificas (BRASIL, 1997). E um queijo branco
macio classificado como semigordo com pH variando ente 6,3 e 6,5, muita alta
umidade, com valores acima de 55 %, baixa concentracao de sal, que varia de
1,4 a 1,6 % (BRASIL, 1997) para ser consumido fresco pois, ndo requer
maturacao.

Esses queijos s&o produzidos industrialmente por trés diferentes
processos: adicao de culturas laticas para produgao de acido latico, que inibe o
crescimento de micro-organismos indesejaveis, melhora a atividade coagulante
e facilita a remogdo do soro (FOX, 2000); acidificagao direta pela adicdo de
acido latico, que aumenta o rendimento dos queijos e reduz as alteragdes

fisico-quimicas durante a vida de prateleira e pelo processo de ultra-filtragao



utilizando o método MMV desenvolvido por Maubois, Mocquot e Vassal
(MAUBOIS e MOCQUOT, 1975) que melhora as condigdes higiénicas do

produto pelo fato de o processamento ocorrer em circuito fechado.
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Figura 1. Consumo de queijo no Brasil de 2001 a 2008. Adaptado USDA (2009).

Por adotar tecnologia simples em sua fabricagdo, o queijo Minas é
comumente produzido e vendido em potes plasticos, sacos plasticos e em
pecas (SOUZA et al., 2008a). Os queijos frescos que sdao submetidos ao
minimo processamento antes de serem embalados sdo altamente pereciveis e
apresentam prazo de validade curto, mesmo sob refrigeracdo (SILVA et al.,
2003). Esses queijos constituem meios apropriados para a multiplicagdo de
muitos patogenos e tém sido frequentemente, associados com diversas

doencas de origem alimentar em muitos paises.

2.2. Micro-organismos patogénicos em queijos

Em razdo de caracteristicas especificas, os queijos frescos, como o
queijo Minas frescal, constituem em excelente substrato para multiplicacéo de
micro-organismos ou para a manutengdo da sua viabilidade por longos
periodos, o que aumenta o risco potencial da ocorréncia de patdégenos
(CARVALHO et al.,, 2007a; NALDINI, 2009). As contaminagdes por micro-

organismos podem ocorrer a partir do leite usado como matéria-prima, ou por
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meio de contaminacdes cruzadas durante ou apds o processamento. Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli
sdo considerados os principais perigos que ameagam a seguranga alimentar de
queijos (DE BUYSER et al., 2001). Essas contaminagdes, aliadas as alteragdes
decorrentes da atividade microbiana podem tornar o queijo inaceitavel ou até
mesmo improprio para o consumo em poucos dias (ROCHA et al., 2006).

Surtos de listerioses resultantes do consumo de produtos lacteos
contaminados com L. monocytogenes aumentaram o interesse pelo estudo do
comportamento desse patdégeno durante o processamento e subsequente
armazenamento de varios produtos lacteos (SILVA et al.,, 2003). Embora
Listeria seja inativada sob condi¢gdes normais de pasteurizagdo, a presenga do
patdbgeno no produto final pode decorrer em fungdo de contaminagédo pos-
pasteurizagdo. L. monocytogenes causa doengas em grupos de risco, incluindo
mulheres gravidas, recém-nascidos e adultos imuno-comprometidos e resulta
em alta taxa de mortalidade nesse grupo (ARQUES et al., 2008).

L. monocytogenes presente no leite cru pode, potencialmente, ser
introduzido no ambiente de industrias de processamento de queijos. Em
estudos conduzidos em duas unidades de fabricacdo de queijo Minas frescal
no Estado da Bahia, Silva et al. (2003) isolaram L. monocytogenes de leite cru
de uma das industrias e do piso da cadmara de refrigeracdo dos queijos. O
patdgeno nado foi isolado de amostras similares coletadas na outra industria.
Mena et al. (2004) constataram L. monocytogenes em 50 % das amostras de
queijo fresco e Vitas et al. (2004) detectaram L. monocytogenes e L. innocua
em 1,0 % e 6,1 %, respectivamente, das 99 amostras de queijos macios.
Kabuki et al. (2004) avaliaram ambientes e amostras de queijos frescos de trés
diferentes industrias em Nova York e recuperaram L. monocytogenes em 27
(11 %) das 246 amostras de ambientes e de 6,3 % das 111 amostras de queijo
fresco.

Em queijo Minas frescal produzido com leite pasteurizado adicionado de
acido latico, Carvalho et al. (2007a) detectaram L. monocytogenes em 9,7 % e
L. innocua em 12,9 % das 31 amostras analisadas. Embora L. innocua nao seja
patogénica para humanos, o seu crescimento em amostras de queijos indica a
possibilidade de crescimento de L. monocytogenes. Brito et al. (2008)
pesquisaram 37 estabelecimentos varejistas na cidade de Juiz de Fora, Minas

Gerais e constataram que todas as 50 amostras de leite pasteurizado e de



queijo Minas frescal de nove das 10 marcas analisadas foram negativas apos
testes de enriquecimento seletivo para L. monocytogenes. Entretanto, 60% das
10 amostras de uma mesma marca apresentaram resultados positivos para a
presencga do patogeno.

Staphylococcus spp. sdo micro-organismos comumente contaminantes
de leite e derivados e estdo muitas vezes associados a surtos de doengas de
origem alimentar. S. aureus é o principal agente causador da mastite bovina,
capaz de produzir enterotoxinas responsaveis por uma das causas
predominantes de gastroenterites (ARQUES et al., 2008). As enterotoxinas
pertencem ao grupo das exotoxinas e sao proteinas de baixo peso molecular,
de 24 a 30 kDa, sintetizadas por algumas espécies de Staphylococcus, em
especial S. aureus (DIAS et al., 2008).

Considerando o rapido surgimento da sindrome, entre 30 min e 6 h apds
a ingestao do alimento contendo a toxina pré-formada e o rapido retorno ao
estado normal de saude, na maioria dos individuos, é especulado que a grande
parte dos casos nao seja reportada (PINTO et al., 2005; DIAS et. al., 2008).

Em diversas pesquisas tém sido isolado Staphylococcus coagulase-
negativo produtores de enterotoxinas (ROZAND et al., 1996; BLAIOTTA et al.,
2004; VERAS et al.,, 2008), entretanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria- ANVISA, reconhece apenas estafilococos coagulase-positivo como
indicador de higiene e qualidade de alimentos (BRASIL, 2001).

Staphylococcus produtores de enterotoxina A (SEA) e D (SED) séo as
bactérias mais frequentemente associadas a intoxicacbes alimentares
(PORTOCARRERO, 2002) possivelmente por produzirem enterotoxinas em
uma ampla faixa de condi¢des de crescimento, como atividade de agua, pH e
potencial de oxirredugdo. De acordo com Tranter (1996), 1 ug de toxina é
suficiente para induzir sintomas quando a populagdo do micro-organismo
atinge 10° UFC.g™"'. Essas substancias sdo termoestaveis e mantém a atividade
mesmo apos tratamentos térmicos empregados pelas industrias de alimentos.
Assim, representam um risco para consumidores e torna-se necessario o
controle desses micro-organismos durante todas as etapas da cadeia de
producgao de alimentos.

Altas porcentagens de contaminagdo de queijo Minas frescal com S.
aureus tém sido relatadas na literatura. Almeida Filho e Nader Filho (2000)

obtiveram contagem de S. aureus acima de 10° UFC.g" em 50 % de 80



amostras de queijo Minas frescal e Peresi et al. (2001) detectaram contagem
de estafilococos coagulase-positivos acima do limite maximo aceitavel
(BRASIL, 2001) em 60 % das 30 amostras do mesmo produto. Estudos
realizados por Carvalho et al. (2007a) detectaram estirpes de S. aureus
coagulase-positivo acima dos limites estabelecidos pela legislagao brasileira
(10° UFC.g™") (BRASIL, 2001) em 12,9 % das 31 amostras de queijo Minas
frescal produzidos com adicdo de culturas laticas. André et al. (2008)
constataram S. aureus em 17 das 24 amostras de queijo Minas frescal
analisadas e em 54,2 % das 17 amostras contaminadas, a contagem de S.
aureus estava acima do limite estabelecido pela legislagcao brasileira.

Entre fevereiro e maio de 1999 a Secretaria de Saude do Estado de
Minas Gerais notificou dois surtos de intoxicagao alimentar que envolveram 378
individuos. No primeiro surto, 50 individuos adoeceram apds consumirem
queijo Minas e os sintomas de intoxicagdo como diarréia, vémito, vertigem,
calafrios e dores de cabega ocorreram cerca de 2 h apds a ingestdo. O
segundo surto afetou 328 individuos que apresentaram sintomas como diarréia
e vOmito apds consumirem leite cru. Amostras desses alimentos foram
coletadas e as analises dos queijos apresentaram contagem de S. aureus entre
1,0 x 10° UFC.g" a valores superiores a 2,0 x 10® UFC.g™" e presenca de
enterotoxinas dos tipos A, B e C. O leite analisado apresentou contagem de 2,4
x 10> UFC.mL™" e toxinas dos tipos A e B (CARMO et al., 2002). Dias et al.
(2008) investigaram 139 surtos de doengas de origem alimentar ocorridos em
73 municipios mineiros, de janeiro de 2006 a julho de 2008, sendo que em
todos os surtos confirmados, os sinais, os sintomas e o periodo de incubacao

eram caracteristicos de intoxicacao estafilocdcica.

2.3. Alimentos seguros

A consciéncia sobre os beneficios e riscos a saude associados ao
consumo de alimentos tem aumentando entre os consumidores. A produgao de
alimentos seguros inclui a inspegao das matérias-primas que entram na cadeia
alimentar, a adogdo de medidas que impegcam o crescimento microbiano,
reduzam ou eliminem a populacdo de micro-organismos contaminantes e

previnam a contaminagao pos-processamento.



Pasteurizacdo e esterilizacdo s&o procedimentos predominantemente
empregados na industria de alimentos em razdo da eficacia na seguranca
alimentar. Entretanto, o tratamento térmico excessivo pode resultar em
desnaturacdo protéica indesejavel, escurecimento ndo enzimatico e perda de
vitaminas e compostos aromaticos volateis (LADO e YOUSEF, 2002).
Processamento que empregam altas pressdes, radiagdo ionizante, campo
elétrico pulsado e radiagdo ultravioleta sdo tecnologias de conservagéo
emergentes empregadas na produg¢ao de alimentos seguros, por manterem as
qualidades sensoriais e nutricionais. Outras tecnologias continuam a ser
avaliadas quanto ao potencial de aplicacdo na conservagao de alimentos.

O uso empirico de micro-organismos e, ou seus produtos naturais para a
preservagao de alimentos € pratica comum na histéria da humanidade (ROSS
et al., 2002). Peptideos, com propriedades antimicrobianas, sintetizados
ribossomicamente s&o produzidos por muitos organismos vivos procariotos e
eucariotos superiores (PAPAGIANNI, 2003). Bactérias do acido latico, que
incluem os géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Oenococcus e Weisella (STILES e HOLZAPFEL, 1997) tém
funcdo essencial nas fermentacbes para producdo de alimentos, sendo
rotineiramente empregadas como culturas iniciadoras ou starter no
processamento de produtos lacteos, carnes e vegetais. Entretanto, a
contribuicdo mais importante desses micro-organismos para o produto é
preservar as qualidades nutritivas da matéria-prima, estender a vida de
prateleira e inibir bactérias deterioradoras e patogénicas (O’ SULLIVAN et al.,
2002). Acido latico e outros produtos do metabolismo das bactérias laticas,
incluindo peréxido de hidrogénio, diacetil, acetoina, reuterina, reutericiclina,
peptideos antifungicos e bacteriocinas agem como bioconservantes pela
alteragdo das propriedades intrinsecas dos alimentos e inibem micro-
organismos patogénicos e deterioradores (MAGNUSSON e SCHNURER, 2001;
DEEGAN et al., 2006).

As bacteriocinas sdo amplamente estudadas enquanto potenciais e
valiosas alternativas biolégicas para melhorar a seguranga alimentar
(MADUREIRA, 2008).



2.4. Bacteriocinas

Bacteriocinas sao peptideos ou proteinas com atividade antimicrobiana,
produzido por diferentes grupos de bactérias. Elas diferem dos antibiéticos em,
pelo menos, dois aspectos: sdo ribossomicamente sintetizadas, enquanto os
antibidticos sdo em geral metabdlitos secundarios (RODRIGUEZ et al., 2002) e
tém espectro de inibigcdo relativamente limitado, pois sdo letais apenas para
bactérias relacionadas as estirpes produtoras (RILEY e WERTZ, 2002a).
Bacteriocinas de bactérias gram-positivas sao especialmente ativas contra
bactérias gram-positivas, como L. monocytogenes, S. aureus, Bacillus cereus e
células vegetativas e esporos de Clostridium botulinum (O’ SULLIVAN et al.,
2002; DEEGAN et al., 2006; GARCIA-ALMENDAREZ et al., 2008). A producéo
de bacteriocinas pode ser considerada vantajosa, pois podem inativar ou inibir
bactérias que competem pelo mesmo nicho ecoldgico ou pela mesma fonte de
nutrientes (DEEGAN et al., 20006).

As bacteriocinas incluem uma diversidade de proteinas em termos de
tamanho, alvo, modo de agcdo e mecanismo de imunidade.

Bacteriocinas de bactérias gram-positivas sdo tdo abundantes e até
mesmo mais diversas do que aquelas encontradas em bactérias gram-
negativas. De acordo com Riley e Wertz (2002b), essas substancias diferem
daquelas produzidas por bactérias gram-negativas, principalmente, em fungéo
da producdo da bacteriocina n&o resultar necessariamente na morte da
bactéria produtora como ocorre com as gram-negativas. Por exemplo, a
colicina produzida por E. coli é letal para a célula produtora e para qualquer
célula vizinha reconhecida pela bacteriocina. Essa diferenca critica esta
associada ao mecanismo de transporte para liberagcdo das bacteriocinas
codificado pelas bactérias gram-positivas. Em adigcdo, as bactérias gram-
positivas apresentam um sistema especifico para regulagdo da sintese de
bacteriocinas enquanto bacteriocinas de bactérias gram-negativas dependem,
exclusivamente, do sistema regulatério do hospedeiro, sendo expressas por
exemplo, sob condi¢gdes de estresse da célula (RILEY e WERTZ, 2002b).

A classificagdo proposta por Cotter et al. (2005) divide as bacteriocinas
em duas categorias distintas. A classe | inclui os peptideos que contém anéis
de lantionina em sua estrutura ou lantibiéticos, resultantes da associacédo de

duas moléculas de alanina ligadas por uma ponte dissulfeto, ou J-



metilantionina, sendo a nisina o principal representante dessa classe. A classe
Il abrange as bacteriocinas que ndo passam por modificagao pés-traducional.
Peptideos de alto peso molecular termolabeis, designados bacteriolisinas, sdo
agrupadas separadamente na classe Ill devido ao mecanismo de ac¢édo distinto
que envolve a hidrdlise da parede celular bacteriana.

As bacteriocinas podem exercer efeito antimicrobiano por mecanismos
diferentes, sendo o envelope celular geralmente o ponto alvo (DEEGAN et al.,
2006). Os lantibidticos, a exemplo da nisina possuem duplo mecanismo de
acgao (Figura 2), pois interferem na sintese da parede celular e permeabilizam a
membrana de células sensiveis por meio da formagao de poros que resulta em
efluxo de ions, dissipagao da forga protomotiva, hidrélise de ATP e eventual
perda de viabilidade e lise celular (BRUNO e MONTVILLE, 1994; ENNAHAR et
al., 2000; COTTER et al., 2005). Bacteriocinas da classe Il, como por exemplo,
pediocina, inserem-se na membrana celular do micro-organismo pela porgéao C-
terminal e promovem a formacdo de poros e consequénte dissipacdo do
potencial de membrana (Figura 2) (KAISER e MONTVILLE, 1996; COTTER et
al., 2005). Essas atividades antimicrobianas das bacteriocinas podem oferecer
diversos beneficios para a preservacao de alimentos (THOMAS et al., 2000)
como a extensao da vida de prateleira, fornecimento de protecéo extra durante
condigbes de abuso de temperatura, controle de patdgenos de origem
alimentar, reducdo das perdas econdmicas associadas a deterioracdo dos
alimentos, reducao da aplicacao de conservantes quimicos, além de permitir a
aplicagdo de tratamentos térmicos menos drasticos sem que haja o
comprometimento da segurancga alimentar.

O mecanismo de imunidade das bactérias produtoras de bacteriocinas é
capaz de proteger a célula contra a sua propria bacteriocina. Dois sistemas de
imunidade aos lantibiéticos ja foram identificados. No primeiro deles, a protecéo
€ dependente de uma proteina de imunidade especifica, Lanl, e o segundo
consiste especialmente em proteinas do tranportador ABC (LanFEG)
(DEEGAN et al.,, 2006; NASCIMENTO et al., 2008). As proteinas Lanl
antagonizam a agao dos lantibiéticos, impedindo a inser¢ado da bacteriocina na
membrana celular, enquanto o transportador ABC age expelindo o peptideo

antimicrobiano da célula ou da membrana (STEIN et al., 2005).
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Figura 2. Mecanismo de agdo de bacteriocinas das classes | e Il (COTTER et al.,
2005).

As Unicas bacteriocinas disponiveis no comércio sdo nisina, produzida
por Lactococcus lactis, e pediocina PA-1, produzida por Pediococcus
acidilactici, comercializadas como Nisaplin® (descricdo do produto-PD45003-
7EN; Danisco, Copenhagen, Dinamarca) e ALTA™ 2431 (Kerry Bioscience,
Carrigaline, Cork, Irlanda), respectivamente (Deegan et al., 2006). Existem
também varias outras bacteriocinas prontas para serem comercializadas
relatadas na literatura cientifica, como a lacticina 3147 e lacticina 481, que
apresentam potencial para exploragdo como bioconservante natural de
alimentos.

A eficacia das bacteriocinas como conservantes de alimentos depende
de uma série de fatores que, na maioria dos casos, envolvem interagdo com os
componentes do alimento, precipitagéo, inativagado ou distribuigéo irregular das
moléculas de bacteriocina na matriz alimentar (GALVEZ et al., 2007).

Os estudos das bacteriocinas conhecidas e a descoberta de novas
bacteriocinas combinadas com o desenvolvimento de tecnologias alternativas
aumentou a possibilidade de uso desses peptideos e otimizado o potencial da

aplicagao em alimentos (DEEGAN et al., 2006).
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2.4.1. Nisina

Nisina é produzida por estirpes de L. lactis subsp. lactis isoladas de leite
e produtos vegetais que apresentam amplo espectro de agéo sobre bactérias
gram-positivas e gram-negativas, além da germinagao de esporos de Bacillus e
Clostridium. E usada também como bioconservante e um agente potencial em
produtos veterinarios e farmacéuticos (ARAUZ et al., 2009). E a bacteriocina
mais estudada e empregada na preservagao de alimentos, reconhecida pela
Food and Drug Administration (FDA) desde 1989 como substancia Generally
Recognized as Safe (GRAS) para uso em alimentos sendo aceita em mais de
45 paises. No Brasil, em 1996, o uso da nisina foi autorizado em queijos como
conservante na concentracdo de até 12,5 mg.kg” (BRASIL, 1996). Nisina é
efetiva no controle do crescimento microbiano em diversos produtos lacteos.

Devido a natureza acida da molécula, nisina € completamente estavel
em solugcbes de pH 2,0, portanto pode ser estocada durante periodo
prolongado a temperaturas de 2 °C a 7 °C (NASCIMENTO et al., 2008a).

Estudos demonstraram a eficacia da nisina sobre B. cereus, B.
stearothermophilus, B. subtilis e Clostridium sporogenes (ROBERTS e
ZOTTOLA, 1993; PLOCKOVA et al. 1996). Na analise da vida de prateleira de
queijo tipo ricota foi demonstrado que 2,5 mg.L'1 de nisina inibiu o crescimento
de L. monocytogenes por mais de oito semanas, enquanto queijos produzidos
sem nisina apresentaram contagem da bactéria considerada indesejavel no
periodo de uma a duas semanas (DAVIES et al., 1997).

Rodriguez et al. (2000) demonstraram a protegcao fornecida por uma
cultura starter produtora de nisina sobre o crescimento de S. aureus em leite e
coalhada.

O efeito inibitério de 10,0 e 16,7 mg.kg™' de nisina sobre a populacédo de
S. aureus, coliformes totais, E. coli, Salmonella spp. e L. monocytogenes foi
avaliado em queijo branco tipo Telita fabricado na Venezuela (MARQUEZ e
ROJAS, 2007). As contagens de S. aureus foram significativamente menores
(p<0,05) nas amostras de queijo contendo as diferentes concentragbes da
bacteriocina do que nas amostras controle, ou seja, sem a adicdo de nisina,
entretanto, ndo foi constatada variagdo nas contagens de coliformes totais e de
E. coli. Em nenhuma das amostras foi detectada a presenca de Salmonella
spp. e de L. monocytogenes (MARQUEZ e ROJAS, 2007).
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A adigdo de nisina em p6 em leite para a produgdo de queijos sem a
utilizacdo de cultura starter pode controlar o crescimento microbiano, sendo
que a concentracdo da bacteriocina permaneceu inalterada apds a
pasteurizagdo (SOBRINO-LOPEZ e MARTIN-BELLOSO, 2008).

Nascimento et al. (2008b) estudaram o espectro de agao da nisina sobre
diferentes estirpes de B. cereus, L. monocytogenes e S. aureus. Os autores
verificaram que a bacteriocina inibiu 100 % da populacdo de L. monocytogenes
nas concentracdes de 200 a 400 UA.mL™" e de S. aureus nas concentracdes de
150 a 200 UA.mL™", contudo, apenas 10 (40 %) das estirpes de B. cereus
apresentaram sensibilidade nas concentracdes variando de 100 a 200 UA.mL™".
Nesse mesmo estudo foi demonstrado que a atividade da bacteriocina em leite
foi 50 % menor que a observada em caldo MRS (Man-Rogosa-Sharpe).

Entretanto, o reconhecimento da possibilidade da aquisicdo de
resisténcia a nisina em concentragdes subinibitérias dentre os patdégenos de
origem alimentar sensiveis como L. monocytogenes compromete a eficacia da
bacteriocina na conservacgéo do alimento (ARQUES et al., 2008). A resisténcia
de mutantes espontaneos as bacteriocinas pode estar relacionada a mudancgas
ocorridas na membrana e na parede celular, como alteragdo do potencial
elétrico, da fluidez, da composicao lipidica da membrana e alteragao da carga
ou espessura da parede celular (MANTOVANI e RUSSEL, 2001). Bactérias
gram-negativas, normalmente, sdo resistentes a nisina em fungdo da
composicao lipopolissacaridica de sua membrana externa que atua como

barreira a agao de nisina na membrana citoplasmatica (ARAUZ et al. 2009).

2.4.2. Bovicina HC5

Bovicina HC5 €& uma bacteriocina com amplo espectro de acgao
produzida pelo Streptococcus bovis HC5 isolado do rumen de bovinos cujas
propriedades de estabilidade ao calor (121 °C por 20 min), a presenga de
oxigénio e a baixos valores de pH demostram o potencial de seu uso em
alimentos para prevenir a germinagao de esporos e controlar o crescimento de
patégenos (HOULIHAN et al., 2004; CARVALHO, 2006; SOUZA, 2008b). Essa
bacteriocina, classificada como um lantibiético (MANTOVANI et al., 2002;
MANTOVANI e RUSSEL, 2008; XAVIER e RUSSELL, 2009), age sobre a
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membrana plasmatica das bactérias sensiveis com consequente formacao de
poros os quais levam a perda de potassio intracelular.

Bovicina HCS5 apresenta caracteristicas muito uteis uma vez que
bactérias que podem tornar-se facilmente resistentes a nisina ndo tornaram-se
significativamente mais resistentes a bovicina HC5, mesmo apds serem
repetidamente transferidas para doses subletais dessa bacteriocina
(MANTOVANI e RUSSELL, 2003).

Bovicina HC5 pode inibir varias bactérias como Clostridium aminophilum
(MANTOVANI e RUSSELL, 2002), Clostridium sporogenes (FLYTHE e
RUSSELL, 2004), Clostridium tyrobutyricum, Alicyclobacillus acidoterrestris,
dentre outros. Mantovani e Russell (2003) demonstraram o efeito da bovicina
HC5 sobre L. monocytogenes, com redugéo de 5 a 7 ciclos log no numero de
células viaveis, ap6s 2 h de exposi¢ao a bacteriocina.

Carvalho (2006) verificou que a adicdo de 40 a 160 UA.mL™" de bovicina
HC5 em caldo infuso de cérebro e coragcdo (BHI) reduziu a velocidade
especifica de crescimento e a densidade 6ptica (DO) maxima atingida por B.
cereus, B. thuringiensis e C. tyrobutyricum. Esse mesmo estudo apontou que a
concentracdo de 100 UA.mL™" de bovicina HC5 foi bactericida para células
vegetativas inoculadas em polpa de manga sendo esse efeito mais
pronunciado em condi¢cdes acidicas.

Bovicina HC5 apresentou atividade bactericida sobre células vegetativas
de A. acidoterrestris em diferentes valores de pH e atividade esporicida sobre
esporos desta bactéria inoculados em polpa de manga e tampao fosfato
(CARVALHO et al.,, 2007b; CARVALHO et al., 2008; SOUZA, 2008b). Os
valores do tempo de redugéo decimal (D) diminuiram de 77 a 95 % quando os
esporos de A. acidoterrestris foram tratados termicamente na presenga de
bovicina HC5 comparados aos controles em temperaturas entre 80 e 95 °C
(CARVALHO et al., 2008).

De acordo com Mantovani e Russell (2003), a bovicina HC5 pode ser
mais potente e util que a nisina. Cabe ressaltar que estudos para verificar

efetividade de bovicina HC5 em leite e derivados ainda ndo foram realizados.
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2.5. Tecnologia de barreiras

A seguranga, a estabilidade microbiolégica e a qualidade sensorial e
nutricional de muitos alimentos € fundamentada na aplicagdo de fatores
preservativos subletais combinados, denominado barreiras. Tecnologia de
barreiras € utilizada em paises industrializados bem como naqueles paises em
desenvolvimento, para uma conservagdo efetiva de alimentos (LEISTNER,
2000; BEALES, 2004).

Embora na produgao de queijos bacteriocinas sejam utilizadas ha anos,
a combinagao de bacteriocinas com calor e tratamentos n&do térmicos, como
altas pressdes, campo elétrico pulsado e outros antimicrobianos, abrem
possibilidades inovadoras para aplicagao em outros produtos lacteos utilizando-
se a tecnologia das barreiras.

Combinando-se nisina com outros componentes antimicrobianos, como
monolaurina, sistema de lactoperoxidase ou outras bacteriocinas, pode-se
induzir a sensibilidade em micro-organismos resistentes (SOBRINO-LOPEZ e
MARTIN-BELLOSO, 2008).

Lisozima, que pode ser adicionada em queijos para evitar defeitos
causado por Clostridium spp., inibiu diferentes espécies de lactobacilos quando
misturada a nisina, enquanto a mistura ndo apresentou nenhuma influéncia
sobre Lactococcus produtor de nisina utilizado como cultura starter
(KOZAKOVA et al., 2005). De acordo com estudos realizados por Arqués et al.
(2008), a combinagao de reuterina e de nisina teve efeito sinérgico sobre L.
monocytogenes e S. aureus em leite.

Tratamentos com uma combinagdo de bacteriocinas, por exemplo, nisina
e bacteriocinas da classe I, reduziriam teoricamente, a incidéncia de bactérias
resistentes (BOUTTEFROY e MILLIERE, 2000). O uso de duas ou mais
bacteriocinas seria util, ndo apenas para reduzir as doses de bacteriocinas
adicionadas, mas também para evitar a sobrevivéncia de células adaptadas ou
resistentes & bacteriocina (GALVEZ et al., 2007).

Assim, em razao dos riscos de contaminacao de queijos frescos com L.
monocytogenes e S. aureus, a existéncia de surtos de listerioses e
gastrenterites causadas pela presenca de enterotoxinas estafilococicas, a
busca de tecnologias alternativas de conservagao para alimentos e a

importancia de se ampliar os estudos da efetividade da bovicina HC5 em
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alimentos, justifica-se a pesquisa com a utilizagcao de bovicina HC5 adicionada
individualmente ou associada a nisina, visando ampliar o controle de

patogenos.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Microbiologia
de Alimentos e de Patogenos Alimentares do Departamento de Microbiologia
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, Minas Gerais, na usina
piloto do Laticinios da Fundagdo Arthur Bernardes (FUNARBE) e no
Laboratério de Enterotoxinas Estafilococicas da Fundagdo Ezequiel Dias
(FUNED), em Belo Horizonte.

3.1. Condic¢des de cultivo e estocagem das bactérias

A relacédo das bactérias utilizadas neste estudo e a origem encontra-se
na Tabela 1.

Streptococcus bovis HC5 foi cultivado em condi¢gdes de anaerobiose a
39 °C em meio basal, conforme descrito por Mantovani e Russell (2001).

O micro-organismo indicador Lactococcus lactis ATCC 19435 foi
cultivado a 37 °C em meio MRS (DE MAN et al., 1960).

Listeria monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes Scott A, L.
innocua LMAB83, isolado de industria de laticinios, L. innocua isolado de queijo
Minas, Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 6538 e S. aureus
EMBRAPA 4018 foram cultivados em caldo tripticase de soja — TSB (Merck,
Alemanha) e incubados em B.O.D. (Modelo 347 CD, Fanem, Sao Paulo) a 37
°C.
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Os estoques das bactérias usadas foram feitos a partir de culturas em
caldo infuso de cérebro e coracdo - BHI (Difco®, EUA) estriadas em agar
padrao para contagem - PCA (Oxoid, Inglaterra) e em meio seletivo de acordo
com o micro-organismo em questdo. Colonias isoladas foram submetidas a
confirmacao da identidade por meio de testes bioquimicos e morfo-tinturiais. As
culturas de Listeria sp. foram submetidas aos testes de motilidade tipica em
agar SIM (BBL®, EUA), catalase, coloracdo de Gram, teste de vermelho de
metila e Voges-Proskauer (VM-VP), fermentagdo dos carboidratos manitol,
xilose e ramnose, producdo de B-hemodlise e teste CAMP de acordo com
metodologia descrita em BRASIL (2003). As estirpes de S. aureus foram
submetidas aos testes de catalase e coloragcdo de Gram. As colénias foram
confirmadas pelos testes do kit STAPHCLIN® (Laborclin) (BAKER, 1985) e as
provas bioquimicas foram realizadas pela FUNED. As culturas purificadas
foram mantidas congeladas a -20 °C em meio de crescimento com 20 % de
glicerol. Desses estoques foram retiradas aliquotas utilizadas em todas as

etapas do experimento.

Tabela 1. Relagao e origem das bactérias utilizadas neste estudo

Bactérias Isolado de Origem

S. bovis HC5 Rumen bovino James B. Russell
L. monocytogenes ATCC 7644 - ATCC*

L. monocytogenes Scott A - -

L. innocua LMAS83 Industria de laticinios LMA**

L. innocua Queijo Minas LMA**

S. aureus ATCC 25923 - ATCC*

S. aureus ATCC 6538 - ATCC*

S. aureus EMBRAPA 4018 Mastite bovina EMBRAPA***

L. lactis ATCC 19435 - ATCC*

*ATCC = American Type Culture Collection
**LMA = Laboratorio de Microbiologia de Alimentos/ Departamento de Microbiologia - UFV

***EMBRAPA = Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
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3.2. Inducédo da producao de toxinas

As toxinas utilizadas como padrdo neste estudo, bem como os
antissoros especificos, foram cedidos pelo pesquisador Ricardo Souza Dias,
responsavel pelo Laboratério de Enterotoxinas Estafilocécicas da FUNED.

Apos a confirmacado da identidade das culturas de S. aureus pelas
provas bioquimicas, as mesmas foram transferidas para tubo contendo 5 mL de
caldo BHI e incubadas a 37 °C por 24 h. As analises de enterotoxinas
estafilococicas (SE) foram feitas no Laboratério de Enterotoxinas
Estafilococicas da FUNED de acordo com metodologia descrita por Robbins et
al. (1974).

3.3. Preparo e determinacao da atividade da bovicina HC5

O preparo do extrato de bovicina HC5 foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Mantovani (2002) e Carvalho (2006). Culturas de S.
bovis HC5 foram cultivadas em meio basal até a fase estacionaria e o pH foi
ajustado para 7,0 com NaOH 1 N. Em seguida, a cultura foi aquecida a 70 °C
por 30 min e as células foram coletadas por centrifugagdo a 1700 g por 15 min
a 5 °C (Sorvall® RT 6000 D, GMI, Minnesota, EUA). Apés o descarte do
sobrenadante, o material foi lavado com 50 mL de tampao fosfato de sédio (5
mM, pH 6,7). As células foram ressuspendidas no mesmo volume de cloreto de
sédio (100 mM) com pH ajustado para 2,0 utilizando-se HCI 1 N. Em seguida, a
suspensao de células foi incubada por 2 h a temperatura ambiente em agitador
magnético. A suspensao de células foi entdo centrifugada a 1700 g por 15 min
a 5 °C) e o sobrenadante liofilizado foi ressuspenso em 10 mL de tampao
fosfato de sédio (5 mM, pH 2,0) e estocado em geladeira até o momento do
uso.

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada pelo método de difusao
em agar detalhado por Tagg et al. (1976) e quantificada pelo método de
diluicdo critica descrito por Hoover e Harlander (1993). Aliquotas de 25 yL de
diluicbes seriadas do extrato em tampao fosfato de sédio com pH 2,0 foram
aplicadas em orificios com 5 mm de diametro em agar contendo 10° UFC.mL"™"

do micro-organismo indicador L. lactis ATCC 19435. Apds incubagio a 37 °C
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por 24 h o diametro do halo de inibicao foi medido. A atividade foi expressa em
unidades arbitrarias (UA.mL™") e calculada como o reciproco da maior diluigdo
que ainda apresentou inibicdo visivel de, pelo menos, 5 mm de diametro de
halo, descontando-se o diametro do orificio. A solugdo de tampao fosfato de

sodio foi usada como controle.

3.4. Preparo e determinacao da atividade da nisina

A solugdo de nisina (Nisaplin®, Danisco) foi preparada diluindo-se 10 g
de nisina em 25 mL de tampao fosfato de sédio (5 mM, pH 2,0). A atividade da
bacteriocina foi determinada pela metodologia descrita anteriormente para
bovicina HC5 utilizando-se L. lactis ATCC 19435 como micro-organismo

indicador.

3.5. Determinacdo da atividade de bovicina HC5 e, ou nisina sobre o

crescimento de Listeria e de S. aureus in vitro

Para determinar a concentragdo de bovicina HC5 e, ou nisina que
inibiam Listeria e S. aureus foram realizados estudos in vitro em microplacas
em quadruplicatas. As culturas de Listeria e de S. aureus foram ativadas em 5
mL de caldo TSB e incubadas a 37 °C por 18 h. As células foram coletadas por
centrifugacéo, a 3000 g por 15 min, lavadas em solug&o salina peptonada 0,1
% e ressuspendidas em caldo TSB.

Culturas de Listeria e de S. aureus, numa densidade populacional de 10°
UFC.mL™", foram tratadas com bovicina HC5 e nisina nas concentragdes 10,
20, 50, 100 e 150 UA.mL™, nos testes utilizando-se as bacteriocinas isoladas.
Nos ensaios com bovicina HC5 e nisina combinadas, foram avaliadas as
concentragdes de 10 e 50 UA.mL™" de cada bacteriocina.

As microplacas foram incubadas a 37 °C e as leituras de absorvancia a
630 nm foram feitas nos tempos 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11 h de
incubacdo em leitora de ELISA (Thermo Plate, modelo TP-Reader). O
tratamento controle consistiu no cultivo das bactérias em meio TSB sem a

adicao das bacteriocinas.
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3.6. Efeito de bovicina HC5 e, ou nisina sobre a viabilidade de Listeria e S.

aureus em leite

O leite integral UAT (Ultra-alta temperatura) utilizado neste estudo foi
adquirido em estabelecimento comercial do Municipio de Vigosa. As amostras
foram manipuladas sob condicdes assépticas. As culturas de L.
monocytogenes Scott A, L. innocua LMA83 e S. aureus ATCC 6538 foram
selecionadas em fungcao da maior resisténcia apresentada apds serem tratadas
com as bacteriocinas em TSB. As culturas foram ativadas em 5 mL de TSB e
incubadas a 37 °C por 18 h. As células foram coletadas por centrifugacédo a
3000 g por 15 min, lavadas em solugcdo salina peptonada 0,1 % e
ressuspendidas em leite integral UAT.

Foram transferidos, aproximadamente, 10" UFC.mL"' para tubos
plasticos de 1,5 mL (Eppendorf®) contendo 1 mL de leite e diferentes
concentragbes de bovicina HC5 e de nisina foram acrescentadas
individualmente ou combinadas. Nos ensaios com bovicina HC5 e nisina
isoladas foram avaliadas as concentragcdes de 400, 800 e 1200 UA.mL™
enquanto nos ensaios em que se utilizou as bacteriocinas combinadas, foram
adicionadas concentragdes de 400, 600 e 800 UA.mL" de cada bacteriocina.

A incubagéao foi a 37 °C e, nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 h, amostras foram
coletadas para determinar o numero de células viaveis pela técnica de
microgotas (MORTON, 2001) plaqueando-se aliquotas de 25 uL em agar
tripticaseina e soja - TSA (Oxoid, Inglaterra). As placas foram incubadas a 37
°C por 12 a 24 h. Tratamento controle sem a adi¢cao das bacteriocinas no leite

também foi realizado.

3.7. Atividade de bovicina HC5 e nisina sobre a viabilidade de L.

monocytogenes e S. aureus em queijo Minas frescal

3.7.1. Producao de queijo Minas frescal e inoculacdo com as estirpes

patogénicas

O queijo Minas frescal foi produzido na usina piloto do Laticinios da

FUNARBE de acordo com os procedimentos padrdes empregados pelos
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laticinios brasileiros (BURITI et al.,, 2005). O leite foi pasteurizado pelo
processo lento, 65 °C por 30 min, e resfriado para 42 °C a 44 °C. Cloreto de
calcio, acido latico e coalho foram adicionados e a coagulagdo ocorreu em,
aproximadamente, 40 min. Apds o corte e repouso, o soro foi drenado. A
massa foi salgada com 3,5 % de NaCl e acondicionada em embalagens
esterilizadas de 1 kg, sendo transferida para o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do DMB para as etapas subsequentes. As bacteriocinas bovicina
HC5 e nisina foram adicionadas combinadas a massa do queijo na
concentracdo de 600 UA.g™.

As culturas de L. monocytogenes Scott A e S. aureus ATCC 6538 foram
ativadas em 5 mL de caldo TSB e incubadas a 37 °C por 18 h. As células foram
coletadas por centrifugagcdo a 3000 g por 15 min, lavadas em solugéo salina
peptonada 0,1 % e ressuspendidas em soro de leite drenado durante a
producao do queijo. Diluicdes seriadas foram realizadas em soro de leite e as
bactérias foram adicionadas a massa do queijo para alcangar contagem inicial
de, aproximadamente, 10* UFC.g™'. A massa foi homogeneizada manualmente
por 2 min e enformada. Os queijos com 150 g foram estocados em incubadora
B.O.D. (Modelo CT-705, Cientec) a 4 °C, em embalagens plasticas
esterilizadas. Paralelamente, foi realizado tratamento controle, sem adicao de

bacteriocinas.

3.7.2. Andlises microbioldgicas

Amostras em duplicata dos queijos Minas frescal foram analisadas
durante o periodo de validade do produto, que corresponde a 30 dias. Nos
tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 30 dias, amostras de 11 g foram coletadas para
determinar a contagem de L. monocytogenes e S. aureus. As amostras foram
homogeneizadas em 99 mL de solugdo salina peptonada 0,1 %, diluidas e
plaqueadas por espalhamento com auxilio de alga de Drigalski sobre agar
seletivo.

A contagem de L. monocytogenes foi feita em duplicata em cada
amostra de queijo Minas frescal pelo plagueamento em agar PALCAM (Oxoid,
Inglaterra). Nos tempos de analise em que o resultado foi abaixo do limite de

deteccdo da técnica (1,0 x 102 UFC.g™) foi verificada a presenga do patégeno
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pelo método de enriquecimento seletivo de 25 g de amostra (BRASIL, 2003).
No tempo 30 dias, amostras de 25 g de queijos contendo as bacteriocinas
foram analisadas pelo método de enriquecimento seletivo e pelo método
Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA) utilizando-se o kit VIDAS® Listeria
monocytogenes I - LMO 2 (Biomerieux®) (AOAC, 2004.02).

A contagem de S. aureus foi feita em duplicata em cada amostra de

queijo Minas frescal em agar Baird Parker - BP (Himedia, india).

3.8. Deteccdo de enterotoxinas estafilococicas em queijo Minas frescal
mantidos sob temperatura abusiva de estocagem

Os queijos foram fabricados conforme metodologia descrita no item
3.7.1. As bacteriocinas bovicina HC5 e nisina foram adicionadas combinadas a
massa do queijo na concentracdo de 600 UA.g". Cultura de S. aureus
EMBRAPA 4018 produtora de enterotoxina D (SED) foi ativada em 5 mL de
caldo TSB e incubada a 37 °C por 18 h. As células foram coletadas por
centrifugagéo a 3000 g por 15 min, lavadas em solugéo salina peptonada 0,1 %
e ressuspendidas em soro de leite drenado durante a produgdo do queijo.
Diluicbes seriadas foram realizadas em soro de leite e a cultura foi adicionado a
massa do queijo com contagem inicial de, aproximadamente, 10* UFC.g™". A
massa foi entdo enformada e estocada em incubadora B.O.D. (Modelo 411 D,
Nova Etica) a 15 °C, em embalagens plasticas esterilizadas.

A contagem de S. aureus foi feita em duplicata em cada amostra de
queijo Minas frescal em agar BP nos tempos 0, 15 e 30 dias.

No tempo equivalente a 30 dias de estocagem, foi verificada presenca
de enterotoxinas nas amostras de queijo. As analises foram realizadas no
Laboratério de Enterotoxinas Estafilocdcicas da FUNED. A extrac&do de toxinas
estafilococicas (SE e TSST-1) foi realizada pesando-se 25 g do queijo em saco
plastico para homogeneizagao e acrescentados 25 mL de tampao fosfato de
sédio (0,02 mol.L™", pH 7,4). A amostra foi homogeneizada por 3 min, seguida
de centrifugacdo a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi filtrado em gaze
esterilizada e o pH foi ajustado para 4,5 com solugdo de HCI 1 ou 5 N. Uma
nova centrifugacgéo foi realizada a 10.000 g por 20 min seguida da filtragao do

sobrenadante em gaze e ajuste do pH para 7,5 com solugdo de NaOH 1 ou 5
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N. A solugao foi centrifugada novamente a 10.000 g por 20 min e, apés filtrada,
foram adicionadas trés gotas do conservante timerosol. Em seguida, realizou-
se o teste de identificacdo de enterotoxinas estafilococicas pelo método de
imuno-difusdo em gel , Optimum Sensitive Plate (OSP) (ROBBINS et al., 1974).

3.9. Delineamento experimental

O experimento foi realizado no esquema de parcelas subdivididas para
os tipos de bactérias, com as concentragcbes de bacteriocinas isoladas ou
combinadas nas parcelas e com os tempos de analise nas subparcelas em
delineamento inteiramente casualizado. Foram realizadas trés repeticbes e
quatro réplicas na determinacdo da atividade das bacteriocinas sobre as
bactérias in vitro, trés repeticdes e trés réplicas na verificagdo do efeito das
bacteriocinas em leite UAT e em duas repeticdes e duas réplicas nos ensaios
de determinacdo da atividade das bacteriocinas sobre patégenos em queijos

Minas frescal.

3.10. Andlises estatisticas
Foram realizadas analises estatisticas descritivas dos dados como

média aritmética e desvio-padrdo com o auxilio dos programas Microsoft
Excel® 2007 e SigmaPlot® versao 11.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes bioquimicos realizados com as estirpes de L. monocytogenes
ATCC 7644 e Scott A, L. innocua LMAS83 e isolado de queijo Minas e S. aureus
ATCC 25923, ATCC 6538 e EMBRAPA 4018 apresentaram resultados tipicos
para cada espécie. No teste de inducido da producgao de toxinas por S. aureus
constatou-se a produgao de toxina da sindrome do choque toxico - 1 (TSST-1)
pelas estirpes S. aureus ATCC 25923 e ATCC 6538 enquanto S. aureus
EMBRAPA 4018 produziu a enterotoxina estafilocécica D (SED). A SED,
juntamente com as enterotoxinas A, B e C esta predominantemente, associada
a surtos de intoxicacdo alimentar (DINGES et al., 2000). A TSST-1 é
provavelmente susceptivel a clivagem pela pepsina, podendo ser menos
estavel no intestino em comparacdo com SE (DINGES et al., 2000;
SCHLIEVERT et al., 2000).

4.1. Efeito de bovicina HC5 e, ou nisina sobre Listeria e S. aureus em
caldo TSB

L. monocytogenes ATCC 7644 e Scott A cresceram em caldo TSB, sem
adicdo de bacteriocinas (Figura 3 A a D), com velocidade especifica de
crescimento médio entre 0,50 h™ e 0,61 h™'. A adicdo de bovicina HC5 nas
concentragdes 10, 20 e 50 UA.mL™" reduziu ou inibiu o crescimento de L.
monocytogenes, enquanto concentragdes de 100 e 150 UA.mL™" inibiram a

multiplicagdo de L. monocytogenes (Figura 3 A e B). Quando nisina foi
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adicionada ao meio TSB a partir de 10 UA.mL™", nenhum crescimento foi
observado durante o periodo de 11 h de incubacédo a 37° C (Figura 3 C e D).
Ha indicacdo de que, apos este periodo, pode ter ocorrido crescimento da
estirpe Scott A em razdo da presencga de células adaptadas ou resistentes ao
efeito da bacteriocina (Figura 3 D). Bouttefroy e Milliére (2000) verificaram que
o efeito bactericida de 100 UA.mL™" de nisina ou 320 UA.mL™" de curvaticina 13,
bacteriocina produzida por Lactobacillus curvatus SB13, contra L.
monocytogenes ATCC 7644 foi apenas transitorio, sendo observada a

retomada de crescimento apds, aproximadamente, 9 h de incubacgao a 37 °C .

Absorvancia (630 nm)
Absorvancia (630 nm)

Absorvancia (630 nm)
Absorvancia (630 nm)

Tempo (h) Tempo (h)
Figura 3. Efeito de diferentes concentragdes de bovicina HC5 (A e B) e nisina (C e D)
sobre o crescimento de L. monocytogenes ATCC 7644 (A e C) e L. monocytogenes
Scott A (B e D). Aproximadamente 10° UFC.mL™" de células de L. monocytogenes
foram inoculadas em caldo TSB na presenca das bacteriocinas nas concentragdes 10
UAmL" (=5-), 20 UA.mL" (—%), 50 UA.mL" (=), 100 UA.mL" () e 150

UA.mL" (). Controles sem adicdo de bacteriocinas (—#-).

Estes resultados indicaram que, embora bovicina HC5 e nisina tenham

exercido efeito inibidor semelhante sobre o patégeno, L. monocytogenes ATCC
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7644 foi mais sensivel a nisina enquanto L. monocytogenes Scott A
apresentou-se mais sensivel a bovicina HC5. O efeito inibidor verificado em
concentracdes acima de 100 UA.mL™ coincide com o observado por Mantovani
e Russell (2003) que registraram crescimento de L. monocytogenes em caldo
BHI por medidas de densidade oéptica (DO) até a concentragdo de bovicina
HCS5 préxima a 100 UA.mL™", sendo que nessa concentragao, o crescimento foi
completamente inibido. Esse mesmo estudo demonstrou que o efeito
bactericida da bovicina HC5 sobre L. monocytogenes foi em razédo de induzir o
efluxo de potassio extracelular, com redugao acentuada do numero de células
vidveis em apenas 2 h de exposicdo a concentragdo de 640 UA.mL™
(MANTOVANI e RUSSELL, 2003). Resultados similares foram encontrados por
Boziaris e Nychas (2006), quando a presenca de 100 Ul.mL™" de nisina inibiu o
crescimento de L. monocytogenes Scott A em caldo TSB.

A atividade antimicrobiana dos lantibidticos, como a nisina, esta
relacionada a capacidade dos mesmos ligarem-se especificamente ao lipideo
II, um dos precursores na biossintese da parede celular e formar poros levando
a morte da célula devido a perda de solutos intracelulares (BREUKINK et al.,
2003; BREUKINK e KRUIJFF, 2006).

Bovicina HC5 e nisina combinadas nas concentragdes 10 e 50 UA.mL™"
inibiram completamente o crescimento das estirpes L. monocytogenes ATCC
7644 e Scott A (Figura 4). Estes resultados comprovaram a efetividade da

combinagao de duas bacteriocinas no controle desse patégeno.

o
e

Absorvancia (630 nm)
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Figura 4. Efeito combinado de diferentes concentragcdes de bacteriocinas sobre o
crescimento de L. monocytogenes ATCC 7644 (A) e L. monocytogenes Scott A (B).
Aproximadamente, 106 UFC.mL™ de células de L. monocytogenes foram inoculadas
em caldo TSB na presencga das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina combinadas nas
concentragdes 10 UA.mL" (—2~) e 50 UA.mL" (—¥). Controles sem adicdo de

bacteriocinas (—%-).
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Estirpes de L. innocua isolada de queijo Minas e LMA83 cresceram em
caldo TSB (Figura 5 A a D), na auséncia de bacteriocinas, com velocidade
especifica de crescimento média de 0,60 h™. O efeito das duas bacteriocinas
foi diferente e, enquanto a bovicina HCS inibiu completamente o crescimento
de ambas as estirpes (Figura 5 A e B), nisina nas concentragcbées de 10 e 20
UA.mL™" parece ter permitido a adaptacédo bacteriana que pode ter reiniciado a
multiplicagcdo apos 10 h de fase lag (Figura 5 D). Estes resultados também
indicaram diferenca de sensibilidade as bacteriocinas pelas estirpes de L.
innocua. Estudos conduzidos por Gallo et al. (2007) verificaram que a adigao
de concentragbes maiores de nisina, como 100 e 300 UI.mL'1, em soro de leite
reduziu cinco e seis ciclos log no numero de células viaveis de L. innocua,

respectivamente.

Absorvancia (630 nm)
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Figura 5. Efeito de diferentes concentracoes de bovicina HC5 (A e B) e nisina (C e D)
sobre o crescimento de L. innocua isolado de queijo Minas (A e C) e L. innocua LMA83
(B e D). Aproximadamente, 10° UFC/mL™ de células de L. innocua foram inoculadas
em caldo TSB na presenca das bacteriocinas nas concentragdes 10 UA.mL™" (=), 20
UA.mL" (—%), 50 UA.mL" (—=), 100 UA.mL" (—) e 150 UA.mL" (—3-). Controles

sem adigédo de bacteriocinas (—#—).
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A combinagao das bacteriocinas nas concentragdes de 10 e 50 UA.mL"™"
adicionadas ao caldo TSB inibiu o crescimento de L. innocua (Figura 6 A e B),
0 que comprovou a sensibilidade dessa bactéria as bacteriocinas. El-Ziney e
Jakobsen (2009) reportaram que a combinag&o de nisina e reuterina exerceu
efeito bactericida sobre células plancténicas e biofilmes de L. innocua apés 5

min de exposicao, o que indicou efeito sinergistico entre esses antimicrobianos.

0,14 0171
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) Tempo (h) Tempo (h)
Figura 6. Efeito combinado de diferentes concentracdes de bacteriocinas sobre o

crescimento de L. innocua isolado de queijo Minas (A) e L. innocua LMA83 (B).
Aproximadamente, 10° UFC.mL™" de células de L. innocua foram inoculadas em caldo
TSB na presengca das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina combinadas nas
concentragdes 10 UA.mL™ (—=2~) e 50 UA.mL" (—¥). Controles sem adicdo de

bacteriocinas (—%-).

L. monocytogenes e L. innocua apresentaram comportamento similar
quando tratadas com as bacteriocinas em caldo TSB. L. innocua, espécie nao
patogéncia, pode ser usada como um indicador bioldgico de L. monocytogenes
em fungdo de resposta similar aos tratamentos fisico-quimicos ou térmicos
(KAMAT e NAIR, 1996).

S. aureus EMBRAPA 4018, ATCC 25923 e ATCC 6538 cresceram em
caldo TSB, na auséncia de bacteriocinas, com velocidade especifica de
crescimento entre 0,39 h™ e 0,83 h™" (Figura 7 A a F).

A presenga de bovicina HC5 ou nisina nas concentragcdoes de até 100
UA.mL" aumentou a fase lag de S. aureus EMBRAPA 4018 (Figura 7 A). S.
aureus ATCC 25923 apresentou velocidade especifica de crescimento média
de 0,28 h' quando bovicina HC5 foi adicionada ao meio (Figura 7 B).
Resultados mais variados foram observados quando a estirpe ATCC 6538 foi

tratada com bacteriocinas. Concentracdes de 10, 20 e 50 UA.mL™" de bovicina
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HC5 em caldo TSB aumentou a fase lag em, aproximadamente, 1 h e a
velocidade especifica de crescimento foi de 0,20 h™'. A presenca de 100
UA.mL™" de bovicina HC5 aumentou a fase lag de S. aureus ATCC 6538 em 8 h
e levou a uma velocidade especifica de crescimento de 0,41 h™" (Figura 7 C).

A multiplicagdo das estirpes EMBRAPA 4018 e ATCC 6538 foi
completamente inibida quando bovicina HC5 foi adicionada ao caldo TSB na
maior concentracéo (Figura 7 A e C).

S. aureus ATCC 25923 cresceu na presenca de 10 UA.mL™" de nisina,
apos fase lag de 7 h, com velocidade especifica de crescimento de 0,26 h™.
Todas as demais concentragbes de nisina inibiram completamente o
crescimento desta estirpe (Figura 7 E). Quando S. aureus ATCC 6538 foi
tratado com as diferentes concentra¢des de nisina avaliadas, foi registrado um
aumento de 7 h na fase lag (Figura 7 F), mas houve retomada de crescimento
a uma velocidade especifica média de 0,54 h™.

S. aureus EMBRAPA 4018 e ATCC 6538 foram mais sensiveis a
bovicina HC5 enquanto a estirpe ATCC 25923 apresentou-se mais sensivel ao
efeito de nisina. Embora a adi¢cdo de nisina tenha aumentado a fase lag de S.
aureus ATCC 6538 mais do que bovicina HC5, 150 UA.mL™" de bovicina HC5
inibiu completamente o crescimento do patégeno, fendmeno nao observado
quando foi utilizada a mesma concentragdo de nisina. A variagao no perfil de
sensibilidade de diferentes estirpes de S. aureus isolados da mastite bovina ao
tratamento com bactericina nisina foi também constatada por Cruz (2009).

Micro-organismos tolerantes ou resistentes a nisina, incluindo S. aureus,
s&o reportados na literatura. De acordo com Peschel et al. (1999), a resisténcia
de algumas espécies de Staphylococcus estd associada ao aumento da
quantidade de D-alanina na estrutura dos acidos teicoicos presentes na
camada de peptideoglicano dessas bactérias tornando as células mais
positivamente carregadas. Essas alteragdes podem dificultar a interacdo da
nisina, carregada positivamente, com a superficie das células. Mantovani e
Russell (2003) verificaram que algumas bactérias resistentes a nisina nao
apresentaram resisténcia significativa a bovicina HC5, mesmo apds sucessivos

tratamentos com doses subletais da bacteriocina.
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Figura 7. Efeito de diferentes concentragdes de bovicina HC5 (A, B e C) e nisina (D, E
e F) sobre o crescimento de S. aureus EMBRAPA 4018 (A e D), S. aureus ATCC
25923 (B e E) e S. aureus ATCC 6538 (C e F) em caldo TSB. Aproximadamente, 10°
UFC.mL" de células de S. aureus foram inoculadas em caldo TSB na presenca das
bacteriocinas nas concentragdes 10 UA.mL™" (=2~), 20 UA.mL™" (—%), 50 UA.mL"
(=), 100 UAmL" () e 150 UA.mL"' (-3). Controles sem adicdo de

bacteriocinas (—%—).
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O crescimento de S. aureus EMBRAPA 4018 foi completamente inibido
quando as bacteriocinas bovicina HC5 e nisina foram adicionadas combinadas
ao caldo TSB (Figura 8 A). Entretanto, a estirpe ATCC 25923 cresceu no meio
de cultivo contendo 10 UA.mL™" de bovicina HC5 e nisina combinadas, com
velocidade especifica de crescimento de 0,24 h™' e atingiu fase estacionaria
ap6s 8 h de incubagao (Figura 8 B). Embora a adicdo das bacteriocinas
combinadas na concentragdo 10 UA.mL" tenha reduzido a velocidade
especifica de crescimento, a inibicado foi maior quando foram adicionados 50
UA.mL" de cada uma das bacteriocinas. Estes resultados demonstram que a
adicao de bovicina HC5 e nisina combinadas, na concentragao 50 UA.mL'1,
exerceu maior efeito sobre o crescimento de S. aureus ATCC 25923 do que a
adicdo isolada de bovicina HC5 nas concentracdes de até 100 UA.mL™" e nisina

na concentracdo de 10 UA.mL™".

1
A - o - o o B
€ €
c + c
o 0137 o
™ I ™
© L ©
() ©
S S ot
c [
«T <«
% 0,01 A g
w 7]
Q Ke)
< <
0,001 T T T T T 1 0,01 + T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h) Tempo (h)
"1c
€
c
o
™
e
- L
5 0,1 3
c L
«©
c
[e]
(7]
Q
<
0,01 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)

Figure 8. Efeito combinado de diferentes concentracdes de bacteriocinas sobre o
crescimento de S. aureus EMBRAPA 4018 (A), S. aureus ATCC 25923 (B) e S. aureus
ATCC 6538 (C). Aproximadamente, 10° UFC.mL™" de células de S. aureus foram
inoculadas em caldo TSB na presenga das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina
combinadas nas concentragdes 10 UA.mL™" (-2-) e 50 UA.mL™" (—¥). Controles sem

adicéo de bacteriocinas (—#—).
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A multiplicagcdo da estirpe ATCC 6538 de S. aureus também foi
constatada na presenca 10 UA.mL™" de ambas as bacteriocinas ap6s fase lag
de, aproximadamente, 5 h, sendo a velocidade especifica de crescimento de
0,46 h™' (Figura 8 C). Nos ensaios em que se utilizaram as bacteriocinas
isoladas, esse patdogeno apresentou-se mais resistente do que naqueles em
que as bacteriocinas foram adicionadas em combinacdo. O efeito combinado
de bacteriocinas pode permitir o uso de dosagens menores comparadas a
aplicagao individual.

Segundo Galvez et al. (2007), quando as células sdo expostas a
combinagao de fatores antimicrobianos, a intensidade dos danos pode ser
aumentada uma vez que esses fatores podem agir no mesmo alvo. O reparo
de multiplos danos pode requerer um elevado gasto energético, resultando na

exaustdo de energia e morte celular (GALVEZ et al., 2007).

4.2. Efeito de bovicina HC5 e, ou nisina sobre Listeria e S. aureus em leite

As estirpes L. monocytogenes Scott A, S. aureus ATCC 6538 e L.
innocua LMAB83 foram selecionadas para avaliar o efeito das bacteriocinas em
leite. O critério de selecdo baseou-se na maior resisténcia a acido das
bacteriocinas em caldo TSB.

O numero de células viaveis de L. monocytogenes Scott A inoculado em
leite integral UAT, na auséncia de bacteriocinas aumentou, aproximadamente,
um ciclo log ap6s 12 h de incubagdo. Quando bovicina HCS foi adicionada ao
leite, verificou-se uma redugcdo no numero de células viaveis (Figura 9). A
presenca de nisina na concentragdo 1200 UA.mL™" reduziu o nimero de células
viaveis nas primeiras 3 h de incubacédo sendo o crescimento reassumido apods
esse periodo (Figura 9). Nao foi observada inibigcdo de crescimento nas demais
concentracdes de nisina (Figura 9).

Estes resultados comprovaram a maior sensibilidade de L.
monocytogenes Scott A a bovicina HC5 do que a nisina, conforme observado
nos resultados anteriores, em caldo TSB.

Embora a adicdo de bacteriocinas em leite para consumo nédo seja
permitida, esse produto serve como um importante sistema para avaliar a

influéncia da composicdo quimica do leite sobre a atividade das bacteriocinas.
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O leite é uma mistura complexa de substancias, como agua, proteinas, lactose

e gordura, que podem afetar a efetividade das bacteriocinas.
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Figura 9. Efeito de diferentes concentragbes de bovicina HC5 e nisina sobre o
crescimento de L. monocytogenes Scott A em leite integral UAT. Aproximadamente,
10" UFC.mL™ de células de L. monocytogenes foram inoculadas em leite na presenca
das bacteriocinas nas concentracdes 400 UA.mL™" (=), 800 UA.mL™ (—%) ou 1200
UA.mL" (=) de bovicina HC5 e 400 UA.mL™" (—®), 800 UA.mL" (—2) ou 1200

UA.mL" (——) de nisina. Controles sem adi¢do de bacteriocinas (—#—).

Kim et al. (2008) constataram que a adi¢ao de nisina nas concentragoes
62,5; 125; 250 e 500 Ul.mL"' apresentou efeito significativo sobre L.
monocytogenes em leite desnatado comparado ao controle. Em leite integral,
nisina apresentou atividade moderada sendo observada rapida reducdo da
populacdo de L. monocytogenes durante dois dias de incubagcdao e, o
crescimento reassumido apos esse periodo. A adicdo de nisina em leite
desnatado, nas concentracdes de 250 e 500 Ul.mL™" reduziu drasticamente o
numero de células em dois dias, ndo sendo observado nenhum crescimento
durante 10 dias (KIM et al.,, 2008). Esses resultados comprovam que a
atividade da bacteriocina é dependente do conteudo de gordura presente no

leite, sendo que a interacéo entre os lipideos do leite e a nisina pode limitar a
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aplicacao dessa bacteriocina em produtos lacteos gordurosos (SOBRINO-
LOPEZ e MARTIN-BELLOSO, 2008).

Bovicina HC5 e nisina adicionadas combinadas ao leite integral UAT
exerceram atividade bactericida sobre L. monocytogenes. Quando as
bacteriocinas combinadas foram utilizadas nas concentragcdes 600 e 800
UA.mL'1, houve redugao acentuada do numero de células até valores inferiores
ao limite de detecgao da técnica empregada (10" UFC.mL™") (Figura 10).

Nenhuma pesquisa que avalie o efeito sinergistico de bovicina HC5 com
outro agente antimicrobiano em leite foi realizada até o momento. No entanto,
resultados de efeito sinérgico de nisina e antimicrobianos podem ser
exemplificados. Kim et al. (2008) verificaram que nisina associada ao extrato de
alho apresentou atividade potencial antilisteria com efeito sinergético para a
reducao do numero de células viaveis de L. monocytogenes em leite integral e

desnatado em 14 dias.

N° de células viaveis
(Log UFC.mL™)

Tempo (h)
Figura 10. Efeito combinado de diferentes concentracdes de bovicina HCS e nisina
sobre o crescimento de L. monocytogenes Scott A em leite integral UAT.
Aproximadamente, 10" UFC.mL™ de células de L. monocytogenes foram inoculadas
em leite na presenga das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina nas concentragcbes 400
UA.mL™" (=), 600 UA.mL™" (=) ou 800 UA.mL™" (—2=). Controles sem adi¢do de

bacteriocinas (—#—). A linha tracejada indica o limite de detecgdo do método utilizado.
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Na auséncia de bacteriocinas foi observado um aumento de quase dois
ciclos log no numero de células viaveis de L. innocua inoculada em leite (Figura
11). A adicao de bovicina HC5 ao leite, independente da concentragao, reduziu
0 numero de células viaveis em mais de 5 ciclos log. A reducgdo de células de L.
innocua a numeros abaixo do limite de detecgao da técnica ocorreu apods 6 h
de incubacdo, na presencga de bovicina HC5 nas concentracées 400 e 800
UA.mL™". Quando a concentragdo foi de 1200 UA.mL™" de bovicina HC5, em
apenas 3 h de incubacgao observou-se reducédo de células viaveis a numeros
abaixo do limite de detecgdo da técnica. Em leite contendo L. innocua
acrescido de nisina, um aumento de 3 h na fase lag foi observado, sendo o
crescimento reassumido apds esse periodo (Figura 11). Estes resultados
permitem concluir que L. innocua LMA83 foi mais sensivel a bovicina HCS do

que a nisina.
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Figura 11. Efeito de diferentes concentragcées de bovicina HC5 e nisina sobre o
crescimento de L. innocua LMA83 em leite integral UAT. Aproximadamente, 10’
UFC.mL" de células de L. innocua foram inoculadas em leite na presenca das
bacteriocinas nas concentragdes 400 UA.mL™" (=3-), 800 UA.mL" (—%) ou 1200
UA.mL" (=) de bovicina HC5 e 400 UA.mL" (—®), 800 UA.mL™" (—-0~) ou 1200
UA.mL" (—#—) de nisina. Controles sem adicdo de bacteriocinas (—®—). A linha
tracejada indica o limite de detec¢cao do método utilizado.
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Quando o leite integral UAT, sem bacteriocinas, foi inoculado com S.
aureus ATCC 6538, o nimero de células viaveis aumentou cerca de um ciclo
log apds 9 h de incubagao e a adicdo de bovicina HC5 e nisina isoladamente
nas concentracdes 400 e 800 UA.mL" nao impediram o crescimento de S.
aureus (Figura 12). Quando as bacteriocinas foram adicionadas no leite na
concentracao de 1200 UA.mL'1, bovicina HC5 exerceu efeito bacteriostatico
enquanto nisina exerceu efeito bactericida (Figura 12). Nisina também foi
bactericida apds 4 h de incubacédo a 37 °C e promoveu a redugao de 2,89 log
UFC.mL™ na populacdo de 10* UFC.mL™" de S. aureus quando foi adicionada
na concentragdo de 100 Ul.mL™" em leite (ARQUES et al.,2004). Entretanto, o
crescimento foi reassumido e atingiu 8,39 log UFC.mL™" e pode ser atribuido a

presenca de células resistentes.
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Figura 12. Efeito de diferentes concentracdes de bovicina HC5 e nisina sobre o
crescimento de S. aureus ATCC 6538 em leite integral UAT. Aproximadamente, 107
UFC.mL" de células de S. aureus foram inoculadas em leite na presenca das
bacteriocinas nas concentragdes 400 UA.mL™" (=3~), 800 UA.mL" (=% ) ou 1200
UA.mL" (=) de bovicina HC5 e 400 UA.mL" (—®), 800 UA.mL™" (—-0-) ou 1200

UA.mL™" (——) de nisina. Controles sem adigdo de bacteriocinas (—#-).
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A adicdo de bovicina HC5 e nisina combinadas reduziu o numero de
células viaveis de S. aureus ATCC 6538 em leite UAT para valores inferiores
ao limite de detecgdo da técnica, apés 9 h de incubagdo (Figura 13). Estes
dados reforcaram as observagdes do efeito bactericida das bacteriocinas
quando empregadas combinadas. Efeito sinergético também foi encontrado por
Arqués et al. (2004) ao avaliarem a combinagdo de nisina e reuterina,
antimicrobiano produzido por Lactobacillus reuteri, em leite. Esses autores
verificaram a redugdo de, aproximadamente, dois ciclos log de S. aureus

tratados com os antimicrobianos combinados apds 24 h de incubacao.

N° de células viaveis
(Log UFC.mL™)

Tempo (h)
Figura 13. Efeito combinado de diferentes concentracdes de bovicina HCS e nisina
sobre o crescimento de S. aureus ATCC 6538 em leite integral UAT.
Aproximadamente, 10" UFC.mL™" de células de S. aureus foram inoculadas em leite na
presenca das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina nas concentragdes 400 UA.mL™"
(=3~), 600 UA.mL" (%) ou 800 UA.mL"' (——). Controles sem adicdo de
bacteriocinas (—#—). A linha tracejada indica o limite de detecgdo do método utilizado.

4.3. Efeito de bovicina HC5 e nisina sobre a viabilidade de L.

monocytogenes e S. aureus em queijo Minas frescal

Nas amostras de queijo Minas frescal inoculadas com,

aproximadamente, 10* UFC.g™" de L. monocytogenes Scott A sem a presenca
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das bacteriocinas, o numero de células viaveis aumentou cerca de trés ciclos
log durante 9 dias de estocagem a 4 °C (Figura 14). Quando bovicina HC5 e
nisina foram adicionadas combinadas na concentracdo 600 UA.g™, foi
observada uma acentuada redugao na populacéo deste patogeno. Nos tempos
equivalentes a 9, 12 e 15 dias, ndo foi detectada a presenca de L.
monocytogenes Scott A em amostras de 25 g de queijo Minas frescal, pela
técnica de enriquecimento seletivo (Figura 14). No tempo equivalente a 30 dias
de estocagem, a auséncia de L. monocytogenes no queijo foi confirmada pela
técnica de enriquecimento seletivo e pela técnica ELFA. Estes resultados
indicaram o efeito bactericida da combinagao de bovicina HC5 e nisina sobre L.
monocytogenes em queijo Minas frescal e demonstraram o potencial destas

bacteriocinas como bioconservantes em queijos.

(]
1

IS
lg

N° de células viaveis
(Log UFC.g™")

N
1

0 T T R T T Q
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (dias)

Figura 14. Efeito combinado de bovicina HC5 e nisina sobre o crescimento de L.
monocytogenes Scott A em queijo Minas frescal armazenados a 4 °C.
Aproximadamente, 10* UFC.g™" de células de L. monocytogenes foram inoculadas na
massa do queijo na presengca das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina na

concentragdo 600 UA.g" (—=2-). Controles sem adi¢do de bacteriocinas (—#—).

O uso de bacteriocinas nas industrias de queijos é reforcada por
resultados apresentados por outros autores. Martinez et al. (2005) avaliaram a

susceptibilidade de Listeria isoladas de queijo artesanal comercializado em
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Asturias (Espanha) a diversas bacteriocinas. Pediocina PA-1 foi a bacteriocina
mais ativa seguida por enterocina AS-48, nisina e plantaricina C. Entretanto,
esse estudo encontrou algumas estirpes de L. monocytogenes e L. innocua
altamente resistentes a PA-1. Davis et al. (1996) reportaram que a parede
celular foi critica para o desenvolvimento da resisténcia de L. monocytogenes a
nisina. A adaptagao de micro-organismos resistentes a bovicina HC5 ainda nao
foi relatada.

A possibilidade de estirpes patogénicas tornarem-se resistentes a
agentes antimicrobianos, como as bacteriocinas, preocupa a industria de
alimentos, incluindo as industrias de fabricagao de queijos, podendo dificultar o
controle destes micro-organismos nos alimentos.

O crescimento de bactérias em alimentos tratados com bacteriocinas
pode ocorrer pela adicdo de concentragcdes de bacteriocinas insuficientes para
inativar todas as células ou em fungao de fatores fisico-quimicos como pH
alcalino, concentragdo de NaCl ou gordura que diminuem a agado das
bacteriocinas (BOUTTEFROY e MILLIERE, 2000). O leite apresenta enzimas
proteoliticas naturais como a plasmina que torna-se concentrada no queijo e
pode exercer alguma atividade sobre os peptideos antimicrobianos. Mantovani
et al. (2002) verificaram que bovicina HC5 n&o é degradada por proteinase K
ou quimotripsina, mas segundo Houlihan e Russell (2006), alguma inativagéo
foi observada quando pronase E ou tripsina foi adicionada ao meio contendo
bovicina HC5. Estudos conduzidos por Chollet et al. (2008) em queijo
Emmental, indicaram que nisina interagiu com a matriz do queijo, como os
glébulos de gordura mas néo foi afetado por proteases.

Tratamentos combinados constituem alternativas uteis no controle de
patdbgenos de origem alimentar em produtos lacteos. Nenhuma pesquisa
envolvendo o uso combinado de bovicina HC5 e nisina para inibir o
crescimento de L. monocytogenes e S. aureus em queijo Minas frescal foi
realizada, entretanto, a combinagao de nisina e outras substancias € descrita.
Arqués et al. (2008) estudaram o uso de nisina combinada com outro agente
antimicrobiano para controlar o crescimento de L. monocytogenes em queijo.
Quando nisina e lactoperoxidase foram adicionadas individualmente, a
contagem no terceiro dia de estocagem foi 2,54 e 4,12 log UFC.g™" menor que
o controle, respectivamente. O crescimento foi reassumido apds o terceiro dia,

com contagem final semelhante ao controle. Ao adicionar os dois agentes
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antimicrobianos combinados, esses autores observaram grande diferenca (7,66
log UFC.g™") comparada ao controle no terceiro dia e valores inferiores ao limite
de detecgdo da técnica foram observados no décimo segundo dia de
estocagem.

No presente estudo, o efeito sinérgico também foi encontrado quando
bovicina HC5 e nisina foram adicionadas, o que demonstrou que a combinagcao
de agentes antimicrobianos pode resultar em um controle eficiente no
crescimento de L. monocytogenes.

O efeito das bacteriocinas combinadas sobre S. aureus ATCC 6538
inoculado na massa do queijo foi observado com redugédo de um ciclo log nos
primeiros 15 dias de estocagem a 4 °C, sendo o crescimento reassumido apos

esse periodo (Figura 15).
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Figura 15. Efeito combinado de bovicina HC5 e nisina sobre o crescimento de S.
aureus ATCC 6538 em queijo Minas frescal armazenados a 4 ° C. Aproximadamente,
10* UFC. g' de células de S. aureus foram inoculadas na massa do queijo na
presenca das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina na concentragdo 600 UA.g™" (—3-).

Controles sem adicdo de bacteriocinas (—#—).

Arqués et al. (2008) também avaliaram o efeito de nisina combinada com
outro agente antimicrobiano no controle de S. aureus em queijo. Quando nisina

e lactoperoxidase foram adicionadas individualmente, a populagédo do patégeno
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no terceiro dia de estocagem foi 1,28 e 1,02 log UFC.g™ menor que o controle,
respectivamente. Apds 12 dias, as contagens finais foram semelhantes as do
tratamento controle. A combinagdo dos dois agentes antimicrobianos levou a
uma reducao de 3,21 log UFC.g™" no tempo trés dias, entretanto uma diferenca
de apenas 1,44 log UFC.g™" foi observada no décimo segundo dia, comparado
ao controle. Esses resultados revelaram que a combinacdo de dois
bioconservantes apresenta maior efeito inibitério sobre S. aureus do que
quando aplicados individualmente. S aureus foi mais resistente a adicéo
combinada de nisina e lactoperoxidase do que L. monocytogenes, assim como
o encontrado nos tratamentos onde foram adicionadas bovicina HC5 e nisina
combinadas.

As caracteristicas de estabilidade a altas temperaturas e a baixo pH
apresentadas pela bovicina HC5 indicam que esta bacteriocina apresenta
potencial para ser usada como conservante natural em queijos produzidos com

leite pasteurizado.

4.4. Deteccdo de enterotoxinas estafilococicas em queijo Minas frescal
mantidos sob temperatura abusiva de estocagem

O crescimento de S. aureus foi observado nos queijos, adicionados ou
ndo de bovicina HC5 e nisina combinadas na concentracdo 600 UA.g™,
mantidos sob temperatura abusiva de estocagem de 15 °C (Figura 16).

Embora a presengca das bacteriocinas no queijo tenha diminuido a
velocidade de crescimento de S. aureus EMBRAPA 4018, a concentragao
avaliada nao impediu a produgao de enterotoxina, apds 30 dias de incubacéao
sob temperatura abusiva de 15 °C. Os resultados indicaram que S. aureus
EMBRAPA 4018 é produtor de SED e de SEC, entretanto, na analise de
inducdo de producdo de toxina, a estirpe produziu apenas SED em meio de
cultura e no queijo, apenas a presenga de SEC foi detectada.

Nenhuma referéncia sobre produgcao de SE em diferentes substratos de
cultivo foi encontrada na literatura entretanto, estudos realizados por Derzelle
et al. (2009) revelaram que a abundancia relativa de cada transcrito dos genes
SE varia diferencialmente, durante o crescimento de S. aureus uma vez que

cada gene que codifica a SE tem um comportamento especifico e modelo
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proprio de expressao. Os ensaios de abundancia relativa de mRNA indicaram
producao maxima de SEB, SEC e SED durante o periodo de transi¢cao entre as
fases exponencial e estacionaria, enquanto SEA é produzido durante toda fase
de crescimento exponencial (DERZELLE et al., 2009).
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Figura 16. Efeito combinado de bovicina HC5 e nisina sobre o crescimento de S.
aureus EMBRAPA 4018 em queijo Minas frescal estocado sob temperatura abusiva de
temperatura (15 °C). Aproximadamente, 10* UFC. g de células de S. aureus foram
inoculadas na massa do queijo na presenca das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina

na concentragdo 600 UA.g™' (—~). Controles sem adicdo de bacteriocinas (—#-).

Considerando que uma estirpe de S. aureus € capaz de produzir
diferentes tipos de SE de acordo com a fase de crescimento em que se
encontra, estes resultados permitem sugerir que a composi¢do do meio de
crescimento pode influenciar na expresséo dos genes que codificam as SE.

Embora o uso de nisina no processo de fabricacdo de queijos seja
pratica legal no Brasil, este estudo demostrou que mesmo na presenga de
concentracdes de nisina suficientes para inativar S. aureus, a temperatura de
estocagem do produto é fundamental para a efetividade desse tratamento.
Também devem ser consideradas as diversas medidas de controle na industria
de alimentos para impedir ou minimizar a contaminagdo bacteriana, incluindo

as boas praticas de fabricagcdo (BPF), sanitizacdo efetiva, medidas de higiene
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com relacdo a industria, produtos alimentares e manipuladores de alimentos
além, dos fundamentos de um efetivo programa de Andlises de Perigos de
Pontos Criticos de Controle (APPCC).

44



5. CONCLUSOES

Bovicina HC5 e nisina apresentaram atividade inibitoria similar
sobre o crescimento de Listeria, com maior eficiéncia quando usadas
combinadas.

A sensibilidade ao efeito das bacteriocinas bovicina HC5 e nisina
varia em fungao da estirpe de S. aureus.

Bovicina HCS e nisina combinadas agiram sinergisticamente no
controle de bactérias em meio de cultura e em leite integral.

Bovicina HC5 e nisina combinadas exerceram efeito bactericida
sobre L. monocytogenes e S. aureus em queijo Minas frescal.
Entretanto, S. aureus resistentes foram recuperados apoés 15 dias de
estocagem do queijo a 4 °C.

A combinacado de bovicina HCS5 e nisina reduziu o crescimento,
mas nao impediu a producdo de enterotoxinas estafilococicas por S.
aureus em queijo Minas frescal mantidos sob temperatura abusiva de

estocagem de 15 °C.
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