Blucher Chemical Engineering Proceedings

Dezembro de 2014, Volume 1, Ndmero 1

I & ' X Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica Iniciagao Cientifica
I II .. “Influéncia da pesquisa em Engenharia Quimica no desenvolvimento
COBE IC tecnoldgico e industrial brasileiro”

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Universidade Severino Sombra
Vassouras — RJ — Brasil

ESTUDO DA APLICAQAO DE NISINA PARA A INATIVA(;AO DE Alicyclobacillus
acidoterrestris

J.0, GIROLDO™: M.S, NASCIMENTO?; J.S, FERREIRA®

! Aluna da FEQ/UFU, ?Pesquisadora — ITAL/CCQA, * Professor da FEQ/UFU
2 Instituto de Tecnologia de Alimentos — Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos.
Caixa Postal 139 — 13070 — 178. Campinas - SP
23 Faculdade de Engenharia Quimica — Universidade Federal de Uberlandia - UFU,
Av. Jodo Naves de Avila, 2.121, Bloco 1K, Campus Santa Monica — Uberlandia, MG
email: juliana@feq.ufu.br

RESUMO - A bioconservacdo de alimentos vem sendo uma alternativa na viabilidade
da manutencdo de alimentos mais saudaveis. O método consiste na aplicagdo de
antimicrobianos naturais para a inibicdo da proliferacdo de microrganismos. Dentre 0s
antimicrobianos estudados, a natamicina e a nisina recebem maior destaque devido a
disponibilidade comercial para uso em alimentos. O objetivo desse trabalho consiste na
avaliacdo do efeito da nisina na inativacdo do Alicyclobacillus acidoterrestris,
microrganismo  acidofilo  termoddrico encontrado em sucos industrializados
pasteurizados. Para isso, as cepas do microrganismo foram inoculadas em &gar batata
dextrose (PDA) e as analises da avaliacdo da acdo da nisina sobre o desenvolvimento do
bacilo foram realizadas por dois métodos diferentes. O primeiro foi o método de difuséo
em &gar em pocos e no segundo método, a nisina foi adicionada ao meio de cultura pré-
fundido com posterior inoculagdo do microrganismo. Para esses testes, concentragdes
diferentes da solucdo de nisina foram utilizadas: 100 pg/L e 400 pg/L. As analises
mostraram o efeito inibidor do crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris ao
comparar a amostra inoculada com o agente deteriorante e a amostra controle,
mostrando que o estudo da aplicagdo desde antimicrobiano combinado ao tratamento
térmico pode ser promissor no processamento de sucos de frutas.
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INTRODUCAO

Atualmente, a industria de alimentos
demanda o desenvolvimento de métodos que
permitam a obtencdo de alimentos
minimamente processados, preservagdo das
caracteristicas organolépticas e nutricionais e
ainda, longa vida de prateleira (Acuiia et al.,

*Bolsista PIBIC/CNPqg/UFU.

2011). Além disso, ha a crescente demanda da
populagdo que vem procurando, cada vez
mais, habitos de alimentacdo mais saudaveis.
(Nascimento et al., 2008, Martinis et al.,
2002).

A bioconservacdo ou biopreservagédo tem
sido aplicada para atender essas necessidades
da industria de alimentos, ao substituir os



antimicrobianos obtidos por sintese quimica
por antimicrobianos naturais que podem ser de
origem animal, vegetal ou microbiana. Estudos
mostram que estes compostos podem ser
empregados isoladamente ou em combinacao
com novas técnicas de conversacdo de
alimentos ou no caso de bacteriocinas
produzidas in situ pela adicdo de culturas
lacticas bacteriocinogénicas (Acufia et al.,
2011, Gautam e Sharma, 2009, Tiwari et al.,
2009, Black et al. 2008, Silva et al. 2012).

Com relacédo as bacteriocinas, apesar de
haver uma diversidade de compostos como
subtilina, cereina, turicina, plantaricina,
pediocina, dentre outras, a nisina € a Unica que
até 0 momento apresenta o status GRAS do
FDA (Estados Unidos) (Gautam e Sharma,
2009, Nascimento et al., 2008). A nisina é um
antibacteriano natural, € um metabdlico
produzido por uma bactéria lactea,
Lactococcus lactis, que ndo é patogénica para
0 consumo humano. (Cleveland, 2001).

O efeito da nisina para conservagéo de
queijos e derivados foi comprovado ao ser
substituir o nitrato empregado no preparo
destes alimentos, para prevencdo da
proliferacdo do Clostridium tyributyricum
(Hurst, 1981, Hugenholtz e de Veer, 1991).

Para que seja considerado um
antibacteriano natural, a concentracdo de
nisina utilizada nos testes em alimentos nao
pode ser maior do que 0s niveis de outras
bacteriocinas que possam ser produzidas por
outras bactérias ja presentes no alimento e nem
ser origindria de bactérias modificadas
geneticamente. (Cleveland, 2001). No Brasil,
que é um pais pioneiro na utilizacdo da nisina
em produtos carneos, a adicdo deste
antimicrobiano também € aprovada para uso
em queijo no limite maximo de 12,5 mg/kg de
produto final (Melo et al, 2005).

Neste contexto, a proposta deste
trabalho foi avaliar a agdo inibitdria da nisina
sobre o Alicyclobacillus acidoterrestris, que é
um microrganismo acidéfilo (pH entre 2,5 e 6)
formador de esporo e termorresistente que
deteriora sucos de frutas submetidos a
tratamento térmico devido a formacdo de
compostos como guaiacol e halofenois
(Witthuhn et al., 2007).

Além disso, dois métodos foram
empregados para avaliacdo da sensibilidade A.

acidoterrestris a nisina. 0  primeiro
adicionando solucdo de nisina sobre o meio
previamente inoculado com o microrganismo e
0 outro pelo método de difusdo por perfuracdo
em agar, segundo Nascimento (2007).

Segundo Ostrosky et al. (2007) o teste
de difusdio em 4gar é limitado a
microrganismos de crescimento rapido, sendo
eles aerdbios ou aerdbios facultativos. O
método é fisico e avalia-se o crescimento dos
microrganismos em um meio contendo a
substancia biologicamente ativa em meio de
cultura sélido em placas e relaciona o tamanho
da zona de inibicdo de crescimento do
microrganismo com a concentracdo da
substancia ensaiada.

MATERIAIS E METODOS

Serdo apresentados a seguir 0s
procedimentos adotados para manutencdo e
preparo da solucdo de Alicyclobacillus
acidoterrestris usados nos testes de avaliacdo
do efeito da nisina. Para todos os ensaios, as
vidrarias e 0s meios foram devidamente
esterilizados por 20 minutos a 121 °C e os
procedimentos foram feitos usando cdmara de
fluxo laminar.

Cultivo do bioindicador

O Alicyclobacillus acidoterrestris foi
cultivado em meio composto de Batata
Dextrose Agar (PDA), que foi preparado
seguindo as instrucdes do fabricante e disposto
em placas de Petri. Repiques foram feitos
periodicamente e as placas de Petri foram
incubadas em estufa bacteriolégica sob
temperatura de 50°C por 48 horas. ApoOs esse
tempo, algumas placas de Petri foram
mantidas a 4°C até o préximo repique e outras
foram usadas para o preparo da solugdo de
esporos.

Preparo da “solucao-mae” de
Alicyclobacillus acidoterrestris e contagem
para determinagdo da concentracdo da
mesma

Para o preparo da ‘“solu¢do-mae”,
algumas placas de Petri foram inoculadas com
0 Alicyclobacillus acidoterrestris e esse
inoculo foi suspenso das placas com uma
solucdo salina 0,85 % NaCl e com o auxilio de



uma alca de Drigalski. Em cada placa, foram
adicionados de 3 a 5 mL de solucdo salina.
Essa solugdo contendo o inoculo foi
transferida para um frasco do tipo Shot. O
volume completado para 100 mL com a
mesma solucéo salina. (Albernaz, 2006)

Para a contagem e determinagdo da
concentracdo da “solugdo-mée”, foram feitas
diluicbes seriadas (Silva et al., 2010). Tais
diluicbes foram feitas da seguinte forma:
transferiu-se 1 mL da “solucdo-mae” para um
tubo de ensaio ao qual se adicionou 9 mL de
4gua peptonada, obtendo-se a diluicdo 10, O
tubo foi agitado em Vortex para total
homogeneidade da solugéo. Este procedimento
foi repetido sucessivamente até se ter a
diluicdo de 10”°, como pode ser observado na
Figura 1.

Figura 1 — Tubos de ensaios
contendo as dilui¢coes seriadas da “solucio-
mae” de Alicyclobacillus acidoterrestris, de

10" a10”.

O método de contagem biologica foi
do tipo “Spread Plate”, ou seja, por superficie
segundo Silva et al. (2010). As placas de Petri
eram previamente preparadas com
aproximadamente 20 mL_de meio PDA. Apos
solidificagcdo do meio, 1 mL de cada uma das
dilui¢bes foi adicionado no centro da placa e
espalhado com o auxilio da alca de Drigalski.
Para cada diluicdo foi feito o plagueamento em
duplicata. A concentracdo foi determinada de
acordo com a contagem de UFC’s (Unidades
Formadoras de Col6nias) selecionando as
placas que permitiram a contagem das UFC’s,
0 que correspondeu as placas preparadas com
as diluicdes de 10° a 107, como se pode
observar na Figura 2.
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Figura 2 — Placas de Petri inoculadas

com o Alicyclobacillus acidoterrestris em

solucdes diluidas de 10°a 10™.
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Avaliacao da sensibilidade do
Alicyclobacillus acidoterrestris a nisina

As solucdes estoques de 10* 1U/mL de
nisina foram preparadas adicionando 0,1 g de
composto em 10 mL de 0,02 N HCI contendo
0,75 % NaCl (Black et al, 2008). Dessa
solucdo estoque foram feitas diluicbes em agua
peptonada, de forma a se ter duas solucbes de
nisina com concentracdes diferentes para 0s
testes, 100 e 400 pg/L.

A avaliagdo da sensibilidade foi feita
empregando dois métodos. Para ambos o0s
métodos, placas de Petri contendo meio PDA
foram inoculadas com o microrganismo na
concentracéo de 10°. O Método 1, no qual 0,1
mL da solucéo de nisina foi colocado sobre o
meio e espalhado com o uso de uma alga de
Drigalski; e o Método 2, conhecido como
difusdo por perfuragdo em agar (Nascimento,
2007), para esse foram feitos pocos de
aproximadamente 6 mm de didmetro no meio
ja inoculado, como mostrados na Figura 3, e
em cada um desses pocos foi colocado 50 pL
da solucdo de nisina. Nos dois métodos, a
nisina foi testada nas duas concentracfes
previamente preparadas e citadas acima.



Figura 3 — Placas de Petri com o meio PDA

ja inoculado e endurecido, com 0s pogos que

receberam a solucgéo de nisina previamente
preparados.

Duas placas foram inoculadas com o
Alicyclobacillus acidoterrestris sem adi¢do de
nisina para serem usadas como controle. Tanto
as placas do controle, quanto as placas
contendo o antimicrobiano foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 50 °C por 48 horas,
e os resultados foram analisados apds esse
periodo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 4 sdo apresentadas as placas
controle, a placa na qual a nisina foi
adicionada e espalhada sobre 0 meio inoculado
e a placa com o método de difusdo por
perfuracdo em &gar, com a nisina adicionada
na concentracao de 400 ug/L.

Figura 4 — Placas de Petri dos experimentos
para testar a inativacao. a) nisina aplicada
conforme Método 1. b) nisina aplicada
conforme Método 2. ¢) placa controle, com
diluicdo 10 e concentracéo da solug&o-
mée: 6,35x10° UFC/mL.

Os resultados dos testes de avaliacdo da
sensibilidade do microrganismo a nisina
mostraram  que o  crescimento  do
Alicyclobacillus acidoterrestris foi reduzido
quando a concentracdo do antimicrobiano de
400 pg/L no Método 1, ou seja, quando a
nisina foi espalhada sobre o meio PDA
previamente inoculado com o bioindicador. A
reducdo foi menor que 1 ciclo logaritmico, o
que talvez ndo fica muito nitido na imagem
(Firugra 4), mas indicando que a nisina pode
ser usada para inibir o crescimento do
Alicyclobacillus acidoterrestris.

A falta de evidéncias que mostrem a
acdo da nisina pelo Método 2, pode se explicar
pela dificuldade que a nisina encontra em
difundir no meio solidificado, j& que ndo se
observam halos sem crescimentos de unidades
formadoras de coldnias relevantes ao redor de
cada poco. Além disso, devem-se empregar
concentragfes superiores aquelas avaliadas
neste trabalho (> 400 pg/L).

Ao comparar a agdo da nisina pelo
Método 1 para diferentes concentracdes da
bacteriocina, conforme ilustrado na Figura 5, é
evidente o efeito inibidor quando a
concentracdo foi de 400 ug/L. Para o meio
inoculado e preparado com solucdo de 100
ug/L ndo foi observado reducdo do numero de
UFC.

Figura 5 — Placas de Petri com meio PDA
inoculado com o A. acidoterrestri. a)
Método 1 com solucéo de nisina 400

ng/L. b) Método 1 com solucéo de
nisina 100 pg/L.

E necessario um estudo mais
aprofundado para determinar a concentracao
minima de nisina para a inibicdo do
crescimento do Alicyclobacillus



acidoterrestris.  Para isso, devem  ser
empregadas técnicas especificas para a
obtencdo da Concentracdo Minima de Inibigdo
(CMI) (Ostrosky et al., 2007).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho
indicaram que 0 microrganismo
Alicyclobacillus acidoterrestris é sensivel a
nisina. Dos métodos apresentados para esses
testes, com as concentracdes de solucdes de
nisina empregadas (100 e 400 pg/L), o que se
apresentou mais viavel e satisfatorio foi o
Método 1, que avaliou o efeito do
antimicrobiano adicionando nisina diretamente
sobre 0 meio inoculado.

Além disso, este estudo indica que o
espectro de aplicacdo da nisina pode ser
ampliado, podendo ser empregada na inibicao
de microrganismos deterioradores de sucos de
frutas que possuem resisténcia a meios acidos
e sdo termorresistentes, portanto resistindo ao
tratamento térmico de pasteurizacao.
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