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RESUMO: (Efeito de nisina e pediocina sobre culturas de Staphylococcus aureus isoladas de carcagas de frango). Staphylococ-
cus aureus ¢ um importante patogeno relacionado a doengas veiculadas por alimentos, e linhagens resistentes a antibidticos ja tem
sido observadas. Encontrar substancias alternativas ao uso dos mesmos torna-se importante para prevengao da proliferagdo deste
microrganismo. Bacteriocinas sdo metabolitos produzidos por uma diversidade de géneros bacterianos, incluindo as bactérias
lacticas. Estas substancias possuem propriedades bioativas, destacando-se a atividade antimicrobiana que vém sendo testada
ao longo dos anos, nas mais diferentes areas. Este estudo teve por objetivo analisar o efeito das bacteriocinas, nisina (1,25% e
2,5%) e pediocina (1%, 5% e 10%), frente a diferentes isolados de Staphylococcus aureus obtidos de carcagas de frango. Foram
utilizados sete isolados de S. aureus, potencialmente formadores de biofilmes. Avaliou-se a agdo antimicrobiana das bacterio-
cinas frente aos isolados e determinou-se a redugao da contagem bacteriana em leite UHT pela adi¢ao de nisina. A estabilidade
térmica das bacteriocinas em leites UHT desnatado e integral foi avaliada. Em relacdo ao teste da atividade antimicrobiana
somente a nisina apresentou efeito frente aos isolados de S. aureus, sendo que o isolado F3-3 ndo foi sensivel a esta substancia.
Na avaliagdo das unidades arbitrarias, a nisina apresentou atividade maior que 100 UA/mL para dois isolados de S. aureus (F4-1
e F5-1). Na avaliagdo do efeito das bacteriocinas, a nisina (1,25%) mostrou um efeito bacteriostatico sobre o crescimento do S.
aureus F4-1. Em relagao a estabilidade térmica de nisina e pediocina, observa-se uma redugao da atividade residual de ambas
as substancias, quando tratadas termicamente, mostrando a interferéncia do maior teor de gordura (aproximadamente 3%). Os
resultados mostraram um maior efeito antimicrobiano da nisina, podendo-se prospectar o emprego desta substancia no controle
do crescimento de S. aureus em produtos carneos.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, carcagas de frango, nisina, pediocina, Staphylococcus aureus.

ABSTRACT: (Astudy of the effect of nisin and pediocin on cultures of Staphylococcus aureus isolated from chicken carcasses).
Staphylococcus aureus is an important pathogen associated with foodborne illnesses. Antibiotic-resistant strains have been dis-
covered, and therefore finding alternative substances to control this pathogen has become important to prevent its proliferation.
Bacteriocins are metabolites produced by several bacterial genera, including lactic acid bacteria. These substances have been
revealed to have bioactive properties, including antimicrobial ones. We aimed to analyze the effect of the bacteriocins nisin
(1.25% and 2.5%) and pediocin (1%, 5% and 10%) on different isolates of Staphylococcus aureus obtained from poultry carcas-
ses. Seven strong biofilm-forming isolates of S. aureus were used. We evaluated the antimicrobial activity of these bacteriocins
on the isolates and also determined the decrease in bacterial count in whole UHT milk upon nisin addition. Thermal stability of
the bacteriocins in skimmed and whole UHT milk was also evaluated. In the antimicrobial activity test, only nisin showed an
opposing effect on S. aureus isolates, except for the F3-3 isolate, which was not sensitive to this substance. In assessing arbitrary
units, nisin showed higher activity than 100 AU mL-1 for two S. aureus isolates (F4-1 and F5-1). In evaluating the effect of
bacteriocins, nisin (1.25%) showed a bacteriostatic effect on the growth of S. aureus F4-1. Regarding the thermal stability of
nisin and pediocin, there was a reduction in the residual activity of both substances when heat-treated, which demonstrated the
influence of a higher fat content (approximately 3%). The results revealed that the higher antimicrobial effect of nisin may be
worth exploring for use in growth control of S. aureus in meat products.

Keywords: antimicrobial activity, chicken carcasses, nisin, pediocin, Staphylococcus aureus.

INTRODUCAO

O género Staphylococcus é frequentemente encontrado
como sendo contaminante de produtos carneos, e a carne

as contagens de S. aureus em carne crua de frango tem
estado abaixo de 10* unidades formadoras de colonias
por grama (UFC/g) (Voidarau et al. 2011), embora que

de frango ¢ um produto comumente contaminado pela
manipulacdo inadequada dos produtos. Isto ocorre em
fungdo desta bactéria ser uma bactéria comensal em aves
e em outros animais domésticos e sabe-se também que
aproximadamente 30% da populacdo humana é portadora
assintomatica deste micro-organismo (Tong et al. 2015,
Lebreton et al. 2014). Baseado em dados de literatura

concentragdes de 10* UFC/g tém sido observadas em
outro estudo (Al-Dughaym & Altabari 2010). Importante
destacar que para carcacas de frangos, ndo ha exigéncias
de limites maximos de contagens para este género bac-
teriano. Porém pensando-se no risco das contaminagdes
cruzadas, trabalhar-se para baixas contagens seria sempre
o mais desejado (RDC N° 12 2001).
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Alguns isolados de Staphylococcus aureus produzem
exotoxinas, mais conhecidas como enterotoxinas, quando
se multiplicam em carnes, laticinios ou outros alimentos.
Nos casos tipicos, o alimento foi recentemente prepara-
do, mas ndo adequadamente refrigerado (Schelin et al.
2011; Brooks et al. 2012). Além da importancia de ser
uma bactéria causadora de intoxicagao alimentar, tem-se
verificado que muitos isolados de Staphylococcus podem
carrear genes de resisténcia a antibidticos, levando a um
quadro de infec¢do mais grave e de dificil tratamento
(Kroning et al. 2016, Rodrigues et al. 2017).

Staphylococcus aureus é um patégeno também asso-
ciado a formagdo a biofilmes, apresentando um perfil
de persisténcia nos processos infecciosos nos quais se
estabelece, bem como nos ambientes e superficies. Bio-
filmes sdo comunidades de bactérias imersas em uma
matriz exopolissacaridica, incluindo proteinas, DNA e
acidos teicoicos, e estas estruturas uma vez estabelecidas
em uma determinada superficie, podem causar reconta-
minagdes em outros ambientes e processos, sendo esta
uma condi¢do indesejada, quando pensa-se em seguranca
alimentar e controle de qualidade na industria de alimen-
tos (Gutiérrez et al. 2014, Siala et al. 2014).

O controle microbiano, estejam as bactérias na forma
planctonica ou séssil, ¢ de suma importancia, pois sabe-
se que a persisténcia dos microrganismos no ambiente,
predispde a troca de material genético entre as bactérias
e a potencial aquisi¢do de genes de resisténcia. Ainda
as estruturas formadas em superficies de alimentos
ou ambiente, podem predispor a agregagdo de outras
bactérias que incrementando este biofilme, por exemplo,
podem colaborar na dispersdo de células ao longo de
um processo de produgdo, levando a re-contaminag@o
por bactérias deteriorantes e ou patogénicas (Okuda et
al. 2013).

Pesquisas vém sendo realizadas no sentido de buscar-
-se alternativas ao emprego de produtos quimicos e
antibidticos, e as bacteriocinas sdo objeto de estudo,
dada a sua natureza peptidica, apresentando efeitos bac-
teriostaticos e bactericidas frente a outras bactérias. Estas
substancias apresentam propriedades como estabilidade,
baixa toxicidade, tendo-se substancias com estreito e
amplo espectro de agdo (Cotter et al. 2013).

A atividade antimicrobiana da nisina estd bem des-
crita sobre bactérias gram-positivas, aumentando a
permeabilidade da membrana, pela formacao de poros,
ocasionando a saida do material intracelular, levando a
apoptose da célula (Melo et al. 2005). A pediocina ¢ a
segunda bacteriocina mais pesquisada depois da nisina;
¢ sintetizada por Pediococcus acidilactici € possui um
potencial antimicrobiano importante frente a linhagens
de Listeria spp., o que torna o seu estudo importante
considerando o seu potencial de aplicagdo em alimentos,
principalmente em produtos carneos (Mello et al. 2010).

Neste sentido este trabalho objetivou verificar o
efeito de nisina e pediocina sobre diferentes isolados
de Staphylococcus aureus obtidos a partir de carcagas
de frango, buscando avaliar um possivel controle destas

espécies, considerando que sdo bactérias presentes em
amostras de alimentos de origem animal, mesmo em
baixas quantidades.

MATERIAL E METODOS

Selegdo e caracterizagdo dos isolados de Staphylococcus

aureus

Foram utilizados sete isolados de Staphylococcus
aureus provenientes de carcacas de frango resfriadas
e congeladas (Tab. 1), previamente identificados
por Pinto et al. (2013). Como controle da atividade
das bacteriocinas foi utilizada a cepa de Listeria
monocytogenes ATCC 7644, pois ¢ uma bactéria que
ja havia mostrado-se sensivel a estas substancias. Estes
isolados foram mantidos congelados em glicerol 20% e
reativados em Agar BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid,
UK). As bacteriocinas usadas foram: nisina (Christian
Hansen, USA) nas concentragdes de 1,25% e 2,5% e
pediocina (ALTA 2345, Kerry, USA) nas concentragdes
de 1%, 5% e 10%. Todas estas concentracdes foram
empregadas para os testes feitos em placas de Petri. O
preparo ¢ solubilizagdo das bacteriocinas foi feito em
solugdo tampao fosfato 10 mM pH 7,0, e apos foram
mantidas em refrigeragdo, até seu emprego nos testes.
As solugdes foram preparadas imediatamente antes de
serem utilizadas.

Atividade antimicrobiana das bacteriocinas sobre
os isolados de Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes ATCC 7644

A metodologia empregada foi proposta por Motta
& Brandelli (2002), padronizando-se as suspensdes
dos isolados de acordo com a Escala 0.5 de McFarland
(aproximadamente 10%unidades formadoras de colonia
por mililitro - UFC/mL). Cada suspensao foi inoculada
em placa de Agar BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid, UK)
com swab estéril e posteriormente nisina (1,25% e 2,5%)
e pediocina (1%, 5% e 10%) foram aplicadas na forma
de gotas de 10 pL. As placas foram incubadas durante
24 horas a temperatura de 37 °C, sendo observadas para

Tabela 1. Caracteristicas dos isolados de Staphylococcus aureus de
carcagas de frango.

. Formadora Produtora de Resisténcia a

Cédigo . e . e
de biofilme enterotoxinas antibidticos
F2-3 + + (sea) coa + (PEN/ TEI®)
F2-4 + + (sea) coa + (PEN/ TEI®)
F3-3 + + (sea) coa + (PEN)
+ (sea/sec/sed)

F4-1 + coa -

F5-1 + + (sea) coa + (PEN)
F5-2 + + coa + (PEN/ TEI®)
F5-3 + + (sea) coa + (PEN)

+, positivo; -, negativo.

Abreviaturas: sea, gene da enterotoxina A; sec, gene da enterotoxina C;
sed, gene da enterotoxina D; coa, gene da coagulase; PEN, penicilina;
TEI®, teicoplanina.

Segundo Pinto et al. (2013).
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verificagdo da formagdo de halos de inibi¢do, expressos
em milimetros (mm). O experimento foi realizado em
triplicata.

Determinacdo das unidades arbitrdrias de nisina e
pediocina sobre Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes ATCC 7644

O teste seguiu a metodologia proposta por Kimura et
al. (1998). A solucdo de nisina foi preparada a 1,25 %
e diluida sucessivamente em placas de microtitulagao
com solugdo salina estéril (0,85 %), sendo as diluigdes
aplicadas na forma de gotas de 10 puL sobre as placas de
agar BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid, UK) previamente
inoculadas com os isolados de Staphylococcus aureus
em uma concentragio celular aproximada de 108 UFC/
mL. Incubou-se por 24 horas a 37 °C para leitura dos
resultados. O titulo designado de unidades arbitrarias
por mililitro (UA/mL) foi definido como sendo a
reciproca da ultima diluicdo que apresentou halo de
inibicdo (Mayr-Harting et al. 1972). Repetiu-se 0 mesmo
procedimento para as placas inoculadas com a cepa de
Listeria monocytogenes ATCC 7644, porém além da
nisina a 1,25%, foi utilizada também pediocina a 1%. As
determinacdes foram realizadas em triplicata.

Efeito da nisina sobre o desenvolvimento de Staphy-

lococcus aureus em leite UHT desnatado

O teste seguiu a metodologia proposta por Santiago
(2009), com adaptagdes, onde se objetivou avaliar a
interferéncia da matéria-organica no efeito da bacterio-
cina. Em um tubo tipo Falcon estéril com 10 mL de leite
UHT desnatado, foram depositados 500 pL do isolado
Staphylococcus aureus F4-1 padronizado em 10* UFC/
mL mais 1 mL de tampao fosfato 10 mM pH 7 (grupo
controle). No segundo tubo, com 10 mL de leite UHT
desnatado foram depositados 500 pLL do mesmo isolado
mais 1 mL de nisina (grupo tratado). Este experimento
incubado a 37 °C por 33 horas, realizando-se coletas
nos tempos de 3, 6, 9, 24, 27, 30 e 33 h. Para a avaliagdo
das unidades formadores de colonias por mililitro UFC/
mL foi empregado o método da microdilui¢do (Miles &
Misra 1938).

Avaliacdo da estabilidade térmica das bacterio-

cinas em leite UHT desnatado e integral

O teste seguiu a metodologia proposta por Motta &
Brandelli (2002), com adaptag¢des. Em tubos tipo eppen-
dorf foram depositados 500 pL de bacteriocina (nisina
1,25%/pediocina 1%) e 500 uL dos leites UHT (desna-
tado e integral), totalizando em 6 preparados para cada
bacteriocina. Ambos os tipos de leite foram empregados,
para avaliar o impacto do teor de gordura na atividade das
bacteriocinas. As amostras foram submetidas a diferentes
temperaturas em banho-seco, sendo estas 40, 50, 60, 70,
80, 90 e 100 °C, por 30 minutos, e em autoclave, a 121
°C, por 15 minutos. Como controle, foram empregadas

as bacteriocinas sem tratamento térmico. Apds o aqueci-
mento as amostras foram, imediatamente, resfriadas em
banho de gelo e os preparados contendo bacteriocinas
foram aplicados em forma de gotas de 10 pL sobre placas
de TSA (Tripticase Soja Agar, Himedia) previamente
inoculadas com Listeria monocytogenes ATCC 7644
(108 UFC/ml). As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas e a verificagdo do diametro dos halos de inibi¢do
foi realizada. O experimento foi feito em triplicata e os
resultados expresso em atividade residual (AR %).

Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) pelo teste Tukey (p<0,05), com o
auxilio do software STATISTICA versdo 6.1 (StatSoft,
Franga).

RESULTADOS

Avaliacdo da atividade antimicrobiana das bac-
teriocinas sobre Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes ATCC 7644

Nesta avalia¢@o pode-se observar que em seis dos sete
isolados estudados, com as diferentes concentragdes de
nisina (1,25% e 2,5%), observaram-se halos de inibigao
que variaram de 3,17 mm e 9,67 mm. O isolado F3-3 ndo
mostrou-se sensivel as concentracdes de nisina testadas.
Em relagdo a aplicac@o da pediocina (1%, 5% e 10%), em
nenhuma das concentracdes foi observada atividade anti-
microbiana sobre os isolados de Staphylococcus aureus
testados (Tab. 2). Importante ressaltar que as linhagens
estudadas possuem resisténcia a alguns antibidticos como
penicilina (Tab. 1) (Pinto et al. 2013). As duas concen-
tragdes de nisina testadas ndo demonstraram diferenca
estatistica (p<0,05) nos halos de inibicdo formados,
exceto para o isolado F2-3 onde a concentragdo de 2,5%
de nisina conferiu halo de inibi¢do significativamente
maior (p<0,05). Quando comparados os halos de inibi¢ao
entre os isolados, verificou-se que nao houve diferenga
estatistica significativa (p<0,05) entre eles, exceto o
isolado F4-1 que quando submetido a menor concentra-
¢do de nisina expressou halo estatisticamente inferior
aos demais nesta mesma concentragao. Quanto aos
resultados dos halos de inibi¢do evidenciados para a L.
monocytogenes ATCC 7644, observou-se que com ambas
as bacteriocinas testadas, a cultura mostrou-se sensivel.
Observou-se que com o aumento das concentragdes de
ambas as substancias, teve-se um aumento das medidas
dos halos, tendo-se para a nisina, nas concentragdes de
1,25% e 2,5%, as medidas de 13,33 e 15,00 mm, respec-
tivamente. Para a pediocina, nas concentragdes de 1%,
5% e 10%, observou-se aumento nas medidas dos halos
que foram de 17,00 19,0 ¢ 20,67 mm respectivamente.

Determinagdo das unidades arbitrarias das bacterio-
cinas sobre S. aureus e L. monocytogenes ATCC 7644

A partir da sensibilidade apresentada pelos isolados
de S. aureus ao teste descrito no item anterior, foram
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Tabela 2. Diametros dos halos de inibi¢do formados por diferentes concentragdes de nisina e pediocina sobre isolados de Staphylococcus aureus.

Vitola et. al.

Halo de inibicdo (mm)

Isolado Nisina (1,25%) Nisina (2,5%) Pediocina (1%) Pediocina (5%) Pediocina (10%)
F2-3 6,50 + 2,26 aA 9,67 + 0,52 bA ND ND ND
F2-4 9,33 £ 0,52 aA 9,00 + 0,63 aA ND ND ND
F3-3 ND ND ND ND ND
F4-1 3,17 + 2,56 aB 8,50 + 1,38 bA ND ND ND
F5-1 8,00 = 1,10 aA 9,00 + 1,10 bA ND ND ND
F5-2 7,33 £ 1,37 aA 8,83 + 1,17 bA ND ND ND
F5-3 7,17 + 2,48 aA 8,00 = 1,67 bA ND ND ND

Resultados expressos em médias + o desvio padrao; letras minusculas diferentes na coluna, e maitisculas diferentes na linha, representam dife-

renca estatistica significativa (p<0,05) entre as médias pelo teste de Tukey. ND, ndo detectado.

selecionados seis isolados e optou-se por trabalhar com
a nisina. O isolado F3-3 foi excluido das analises, pois
nao se mostrou sensivel as bacteriocinas testadas. Com
excegdo dos isolados F4-1 ¢ F5-1, os demais apresenta-
ram sensibilidades iguais, com valor de 100 UA/mL. A
nisina apresentou atividade média de 233 UA/mL sobre
o isolado F4-1 e de 133 UA/mL sobre o isolado F5-1.
Estes resultados de unidades arbitrarias maior sugerem
uma maior sensibilidade a esta bacteriocina, nas condi-
¢Oes estudadas.

Avalia¢do do desenvolvimento de S. aureus em

leite UHT desnatado tratado com nisina

Para este teste foi selecionado Staphylococcus aureus
F4-1, pois no teste das unidades arbitrarias, foi o isolado
contra o qual foi observada a maior quantidade de unida-
des arbitrarias por mililitro. Pode-se observar a curva de
crescimento do Staphylococcus aureus F4-1 com e sem a
adi¢do de nisina (1,25%) por um periodo de 33 horas (Fig.
1). Nota-se que antes de 24 horas, o crescimento do grupo
tratado permaneceu menor que o crescimento do grupo
controle, e apoOs esse tempo o crescimento do isolado,
nas duas condi¢des foram semelhantes, revelando que a

adi¢do da nisina causou um efeito bacteriostatico e ndo
bactericida. A partir da analise estatistica pode-se afirmar
que apenas nos tempos 3, 6 ¢ 9 horas houve diferenca
significativa (p<0,05) entre a curva de crescimento do
controle e do tratado, nos demais tempos nao ha diferen-
ca significativa ao avaliar os tratamentos. O nimero de
células viaveis de S. aureus F4-1, no tratamento controle
e tratado (com adigdo de nisina) partiu do valor de 2,69
log UFC/mL, alcangando valores finais 8,36 log UFC/
mL e 8,27 log UFC/mL respectivamente, as 33 horas de
acompanhamento.

Avaliacdo da estabilidade térmica das bacterio-

cinas em leite UHT integral e desnatado

Os resultados para avaliag@o da estabilidade térmica
da nisina e pediocina foram representados na forma de
atividade residual (AR %). A 25 °C tem-se as duas bac-
teriocinas representando 100% de atividade, onde ndo
houve a exposicao destas substancias em nenhuma das
suas concentragdes, a nenhum tratamento em diferentes
temperaturas.

Nota-se que, com o aumento gradual da temperatura,
ha uma redug¢@o na atividade residual de nisina, quando
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Figura 1. Avaliac@o do efeito da nisina (1,25%) sobre a cultura de Staphylococcus aureus F4-1 em leite UHT desnatado. Os resultados estdo

expressos em Log UFC/ml.
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Figura 2. Atividade residual de nisina em leite desnatado e integral submetidos a diferentes intensidades de tratamento térmico.

comparada ao controle, tanto no leite desnatado quanto
no leite integral, porém esta atividade foi significativa-
mente (p<0,05) maior no leite desnatado em todas as
temperaturas testadas, revelando que a concentragao de
gordura presente no meio influencia, de forma negativa,
na atividade residual do peptideo antimicrobiano (Fig.
2). Quando o tratamento térmico foi feito a 121 °C, a
nisina manteve a sua atividade residual apenas no leite
desnatado.

Em relacdo a atividade residual da pediocina, conclui-
-se que, com o aumento gradual da temperatura, ha
uma queda de atividade quando comparada ao controle,
sendo que esta também manteve sua atividade residual
significativamente (p<0,05) superior no leite desnatado

120%

100% +

Atividade Residual (%)

A

em todas as temperaturas avaliadas, quando comparado
ao leite integral e que ndo houve atividade da pediocina,
em ambos os leites, na temperatura de 121 °C (Fig. 3).

DISCUSSAO

A contaminagdo de carcagas de frango tem importantes
implicagdes para a seguranca e inocuidade alimentar e
na vida de prateleira do produto (Capita et al. 2001). A
carne de frango (com elevado teor protéico) tem sido
implicada em varios casos de intoxicacdo alimentar,
inclusive por Staphylococcus aureus (Zhao et al. 2017).
Também, abordagens sobre a presenca de bactérias
do género Staphylococcus em carne de frango, como
veiculadoras de genes de resisténcia, tem preocupado

M Leite desnatado

W Leite integral

80% -
40%
20%
0% - T T T T T T T
25 40 50 60 70 80 80

100 121

Temperatura (*C)

Figura 3. Atividade residual de pediocina em leite desnatado e integral submetidos a diferentes intensidades de tratamento térmico.
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a comunidade cientifica (Bortolaia ef al. 2015, Osman
et al. 2016). Neste sentido, a associagdo de compostos
antimicrobianos naturais juntamente com os métodos
de preservagdo convencionais vem sendo explorados
na inibi¢do do crescimento de patégenos alimentares
(Pattanayaiying et al. 2015).

Em estudo realizado por Nascimento et al. (2008)
que testou a atividade antimicrobiana de Lactococcus
lactis ATCC 11454 e de nisina (produzida pela bacté-
ria) sobre patdégenos gram-positivos, foi observado que
100% dos isolados indicadores avaliados apresentaram
sensibilidade a nisina, diferente deste estudo onde tive-
mos 1 isolado (F3-3) que ndo mostrou-se sensivel aos
compostos estudados. Na pesquisa de Okuda ez al. (2013)
observaram que nisina A apresentou uma alta atividade
bactericida frente a células planctonicas e sésseis de
Staphylococcus aureus; ja a bacteriocina lacticina Q
também foi efetiva frente a esta espécie bacteriana, mas
em propor¢ao inferior a nisin A. Zhao e colaboradores
(2017), trabalharam com nisina associada com acido
citrico, obtendo resultados semelhantes aos encontrados
neste trabalho, com inibi¢ao de Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes.

As medidas dos halos de inibi¢do, formados pelas
diferentes concentracdes de nisina e pediocina sobre
Listeria monocytogenes ATCC 7644, mostram serem
bacteriocinas eficazes contra esta bactéria. Ressalta-se
ainda que a medida que se aumenta as concentra¢des dos
peptideos antimicrobianos, maiores sdo os didmetros dos
halos formados, e que a pediocina apresentou melhores
resultados frente a esta bactéria, fato este confirmado por
Kaur et al. (2013), que demonstra a eficacia da pediocina
frente a L. monocytogenes, quando comparada a nisina.
Ressalta-se ainda que a bacteriocina pediocina, perten-
cente a classe Il de peptideos antimicrobianos, e possui
uma alta atividade anti-listerial, o que a torna um peptideo
de grande interesse. A cepa de Listeria monocytogenes
ATCC 7644 foi empregada neste trabalho, pois trata-se de
uma bactéria sensivel a ambas as bacteriocinas estudadas,
tendo sido usada como controle do efeito antimicrobiano
positivo de nisina e pediocina.

Nascimento et al. (2008) realizaram o estudo das
unidades arbitrarias por mililitro, onde observaram a
atividade da nisina de 150 a 200 UA/mL sobre Staphylo-
coccus aureus, enquanto o presente trabalho apresentou
uma faixa maior de atividade, entre 100 ¢ 233 UA/mL.
Quando nisina e pediocina foram avaliadas sobre a cepa
de Listeria monocytogenes ATCC 7644, pode-se observar
que esta apresentou maior sensibilidade se comparada
aos isolados de Staphylococcus testados.

Neto (2007) avaliou a redu¢ao do numero de unidades
formadoras de coldnias da bactéria Listeria monocyto-
genes com e sem a adi¢do de pediocina 1% durante 30
dias, onde obteve que no tempo 1 (4 horas) a contagem
de células foi de aproximadamente 2,1x10° UFC/mL sem
adi¢ao da bacteriocina e 2,9x10* UFC/mL com a presenca
da substancia, observando-se uma reducao parcial do
microrganismo. Estes resultados vao ao encontro do que

podemos observar, mostrando o efeito bacteriostatico
destes compostos, frente as bactérias estudadas, pois ndo
foi possivel observar redugdo ou eliminagdo no desen-
volvimento do S. aureus avaliado (Fig 1.); nem todas as
células microbianas foram eliminadas. Segundo Sobrino-
-Lopez et al. (2008) a atividade da bacteriocina nisina
¢ dependente do contetido de gordura presente no leite,
sendo que a interagdo entre os lipidios do leite e a nisina
pode limitar a aplicagdo deste peptideo antimicrobiano
em produtos lacteos gordurosos. Estudos comprovam que
anisina permanece estavel apds o aquecimento a 121°C,
em condigdes acidas. Hurst (1981) relata que nao ocorre
perda da atividade da bacteriocina ap6s 15 minutos na
temperatura de 121 °C a pH 2, mas que a medida que o
pH aumenta a perda comeca a ser evidenciada. Em pH
5, ocorre uma perda de 40% da atividade e em pH 6,8
a perda ¢ de 90%. A queda de atividade da nisina com
aumento da temperatura pode ter sido influenciada pelo
pH do meio onde a bacteriocina se encontrava, neste
caso 7.0. Em relacdo a atividade residual da pediocina,
conclui-se a partir da figura 1C que com o aumento gra-
dual da temperatura ha, uma queda de atividade quando
comparada ao controle, sendo que esta também mante-
ve sua atividade residual significativamente (p<0,05)
superior no leite desnatado em todas as temperaturas
avaliadas. Quando comparadas as duas bacteriocinas,
nota-se que até a temperatura de 90 °C a pediocina é
termicamente mais estdvel que a nisina, tanto no leite
integral como no leite desnatado, porém a partir dos 100
°C a nisina, em leite desnatado, passa a apresentar uma
maior atividade residual.

Considerando os fatores que tém interferéncia na efica-
cia das bacteriocinas, varios estudos hoje tém sido feitos
no sentido de elucidar questdes, principalmente quanto
a estrutura e estabilidade destas substancias levando-se
em consideragdo também a necessidade dos tratamen-
tos fisico-quimicos combinados (teoria dos obtaculos),
no sentido de assegurar a reducdo da carga microbiana
presente, seja de bactérias patogénicas (Staphylococcus
aureus) como de bactérias deteriorantes (Alvarez-Sieiro
et al. 2016, Zhao et al. 2017).

Esta pesquisa permitiu avaliar que das duas bacterioci-
nas testadas apenas a nisina, em suas diferentes concen-
tragdes, apresentou atividade antimicrobiana contra seis
dos sete isolados de Staphylococcus aureus estudados.
Devido as caracteristicas singulares das bacteriocinas,
como, por exemplo, seu espectro antimicrobiano estas
tém-se tornado atrativas a industria alimenticia, como
bioconservantes de alimentos, e também a industria
farmacéutica, como uma alternativa aos antibioticos de
uso médico (devido a a¢do antimicrobiana em sitios-
-alvo especificos, o que as distinguem dos antibioticos
comumente usados). Consequentemente, tais aplicagdes
acarretam grandes investimentos na area de pesquisa em
busca de isolados que sejam potencialmente produtores e
também por novas bacteriocinas, que tenham aplicagio
biotecnologica em diversas areas.
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CONCLUSOES

Frente ao exposto, foi possivel concluir que a nisina
promoveu uma redugdo no nimero de células viaveis
dos isolados de Staphylococcus aureus, o que nao pode
ser observado para pediocina. Através destes resultados
pode-se inferir uma possivel aplicagdo da nisina em
carcagas de frango, juntamente com outros métodos de
conservacgao, visando o controle deste patdogeno nestes
produtos.
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