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RESUMO

A industria de alimentos é essencial para garantir a qualidade dos alimentos ao
consumidor final. Dessa forma, torna-se necessaria a aplicacdo de metodos que
conservem os alimentos, como tratamentos térmicos, bem como a aplicacdo de
produtos quimicos. No entanto, idealmente os alimentos processados devem
preservar a mesma composicao nutricdo dos alimentos in natura. Assim, hd a
necessidade de desenvolver alternativas para conservar o alimento de maneira viavel
e natural. Nesse sentido ha a bacteriocina nisina, um peptideo antimicrobiano
produzido por Lactococcus lactis. A nisina € a bacteriocina mais utilizada na
indUstria, visto que é a Unica aprovada pela organizacdo mundial da saude (OMS)
para uso como conservante de alimentos. Sua aplicacdo € extensa, e percorre desde
aplicacdo em leites e derivados, carnes e pescados, sucos e embalagens; a usos
terapéuticos na saude, como componente de métodos contraceptivos. Portanto, o
objetivo deste trabalho é discorrer sobre a aplicabilidade da nisina como
antimicrobiano em diferentes matrizes alimentares. Além de destacar a biossintese e
0S mecanismos de agdo.

Palavras-chave: nisina, bacteriocina, inibicdo, matriz alimentar, microrganismo,
conservacao de alimentos.



ABSTRACT

The food industry is essential to ensure the quality of food to the final consumer.
Thus, it is necessary to apply methods that preserve food, such as heat treatments, as
well as the application of chemical products. However, ideally processed foods
should preserve the same nutritional composition as fresh foods. Thus, there is a need
to develop alternatives to preserve food in a viably and in natural. In this sense, there
is the bacteriocin nisin, an antimicrobial peptide produced by Lactococcus lactis, it
is the most used bacteriocin in the industry, as it is the only one approved by the
World Health Organization (WHO) for use as a preservative. Its application is
extensive, and ranges from application in milk and dairy products, meat and fish,
juices, and packaging; to therapeutic uses in health, as a component of contraceptive
methods Therefore, the objective of this work is to discuss the applicability of nisin
as an antimicrobial in different food matrices. In addition to highlighting the
advances in the studies of biosynthesis and mechanisms of action of the bioactive
nisin.

Keywords: nisin, bacteriocin, inhibition, food matrix, microorganism, food
preservation.
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1. INTRODUCAO

Alimentos se deterioram com facilidade, alterando as caracteristicas organolépticas,
bem como em relagdo aos nutrientes. Como consequéncia, h4 uma reducdo na vida de
prateleira e podem colocar em risco a saude do comensal. Essa perda é dependente de varios
fatores, como a qualidade da matéria prima, as operacfes de processamento, condicdes de
armazenamento e transporte, entre outras condi¢cdes. Porém, a principal forma de deterioracdo
dos alimentos é microbioldgica (GOMES, 2017).

Portanto, a fim de conservar os alimentos com qualidade e seguranca alimentar, é
necessario desenvolver alternativas para que, atreladas as tecnologias existentes (desidratacao;
tratamentos térmicos; congelamento; refrigeracdo; radiacdo etc.), possibilitem a industria
disponibilizar alimentos de qualidade microbiologica sem adicdo em demasia de aditivos
alimentares. Neste sentido, como alternativas estdo as bacteriocinas, que séo substancias
naturais com propriedades bioconservadoras (SCHULZ; BONELLI; BATISTA-GONZALEZ
et al., 2022; VASQUEZ, 2009; REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004; SANCHEZ-MARTIN
etal., 2019).

Dentre os microrganismos que sdo bioconservadores, ha as bactérias acido laticas
(BALSs). Essas sdo capazes de produzir bacteriocinas, proteinas ou peptideos bacterianos
sintetizados nos ribossomos, e que apresentam atividade inibitoria contra diversos
microrganismos (COPETTI, 2021). Logo, sdo compostos que possuem alto potencial na
preservacao de alimentos, ajudando a limitar a adi¢do de conservantes quimicos bem como a
intensidade dos tratamentos térmicos. Como resultado da sua aplicacdo, h& maior
disponibilidade de alimentos naturalmente preservados e ricos em propriedades organolépticas
e nutricionais (ZACHAROF, LOVITT, 2012; DE MELO BARROS, 2020).

A principal bacteriocina usada na industria de alimentos € a nisina, visto que ¢ a Unica
que possui 0 reconhecimento como aditivo alimentar pela OMS e pela Organizagdo de
Alimentos e Agricultura (FAO). Além disso, tem certificado de GRAS “Generally Regarded
as Safe”, pelo FDA (Food and Drug Administration). A nisina € sintetizada pela espécie de
BAL L. lactis, e possui alto poder bacteriostatico ou bactericida sobre certos microrganismos
alvos, agindo em especial contra bactérias Gram-positivas e seus esporos. (COTTER; HILL;
ROSS, 2005; PAULIELLO,2021).



A nisina apresenta um amplo espectro de acdo de patdgenos e pode ser utilizada em
diversas matrizes alimentares. So ativas especialmente contra bactérias Gram-positivas,
porém, quando sdo adicionadas, previamente, tratamentos complementares que auxiliem
romper a membrana protetora que as bactérias Gram-negativas possuem, a nisina torna-se
atuante contra bactérias Gram-negativas. Os métodos mais usados séo aplicacdo de substancias
quelantes; pressdo hidrostatica; de ultrassom entre outros métodos (FREITAS, 2017).

Além disso, ha aplicacdo da nisina no setor de salde. Uma vez que apresenta
caracteristicas terapéuticas, especialmente em animais. A nisina pode ser aplicada como aditivo
de para garantir a sadde, prevencdo, manejo e criagio dos animais. E aplicada em doencas
animais como a mastite bovina e canina; e como aditivo farmaco odontoldgico para amenizar
0 problema da resisténcia bacteriana, possibilitando o uso de doses menores no tratamento de
doencas infecciosas com redugdo nos custos e na toxicidade, além de ter potencial na prevencéo
do surgimento das linhagens resistentes (KOPROVSKI, 2021; TROVAO, 2017; ALVES,
2018). Outra aplicacdo terapéutica estd relacionada ao tratamento alternativo, em humanos,
contra a Propionibacterium acnes (CEBRIAN, 2017).

Portanto, 0 objetivo deste trabalho é detalhar as aplicacBes da nisina em diversas
matrizes alimentares, como cérneos; leites e derivados; pescados; biofilmes alimentares, entre

outros. Além dos aspectos histdricos, producdo e mecanismo de acao.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. NISINA

A nisina (Figura 1) é uma bacteriocina, ou seja, é um peptideo extracelular com
propriedades antimicrobianas sintetizados nos ribossomos de diversas cepas dos
microrganismos L. lactis (SANCHEZ-MARTIN et al., 2019). Esses peptideos apresentam
acOes bacteriostatica ou bactericida, especificamente em bactérias Gram-positivas, incluindo a
esporulagdo (Vessoni Penna, Moraes e Fajardo, 2002; QUICHABA, 2021), mas também em
bactérias Gram-negativas com auxilio de ferramentas que rompam a membrana externa,
presente nesses microrganismos, e que atua como barreira impedindo a difusdo da bacteriocina
até a membrana celular, garantindo acesso a nisina ao seu local de acdo (HOOVER, 2003;
COTTER; HILL; ROSS, 2005; FREITAS, 2017). Portanto, pode-se verificar que o espectro de



acdo da nisina € amplo, e dentre os microrganismos patogénicos, os particularmente sensiveis
a acdo da nisina sdo: Actinomyces spp., Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp.,
Listeria spp. e Staphylococcus spp. (CARRIM, 2005; ALVES, 2018).

Conforme Alves (2018) a molécula da nisina é composta por 34 aminoacidos (aa), sendo
formada pela deidrobutcairina (DHB) e deidroalanina (DHA). Além de quatro &cidos
aminobutiricos; oito alaninas; trés glicinas; trés lisinas e isoleucinas; duas leucinas, metioninas
e histidina; uma valina, serina, asparagina, prolina. Ha posicdo desses aminoacidos é que
definem qual classe corresponde a variante natural da nisina, e essas pequenas variacdes
conferem caracteristicas bioldgicas diferentes apesar da atividade semelhante, como por
exemplo melhor aplicabilidade em diferentes matrizes alimentares e microrganismos
(BARBOSA et al., 2021).

Figura 1 - Estrutura molecular da nisina.
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Fonte: (PIPER et al., 2009).

Inerentemente, ha um continuo interesse da industria de alimentos em conservadores de
alimentos, logo, uma vez que a nisina possui um alto potencial conservador muitos estudos da
sua aplicabilidade séo realizados. Esse peptideo tem a capacidade de reduzir, ou até mesmo
substituir, a aplicagdo de conservantes quimicos, porém preservando a qualidade sensorial e
nutricional do produto (NASCIMENTO; MORENO et al., 1999; ARECHAVALETA, 2020).

Além disso, pode ser virtualmente aplicada em todos os produtos alimentares, pois é
termoestavel e apresenta amplo espectro de inibigdo sobre os principais patégenos de alimentos
(JULIANA MIHO TANABE, 2021). Outra vantagem que a nisina possui € ser altamente
especifica sobre estes microrganismos patdgenos, ou seja, ela ndo afeta probidticos e ndo
modificam a microbiota intestinal humana, pois sdo digeridas por enzimas como pepsina e

tripsina, o que gera um efeito benéfico sobre o produto aumentando sua seguranca sem alterar



microrganismos desejaveis a certos produtos alimentares (NASCIMENTO, 2008; ALVES,
2018).

2.1.1. Classificagéo

N&o h& consenso quanto aos critérios de classificacdo das bacteriocinas, elas podem ser
agrupadas com base em sua estrutura, como pelo numero de aminoacidos que formam sua
molécula quimica ou a partir das suas propriedades fisico-quimicas; ou entdo classificadas com
base em seu mecanismo de acdo (AYMERICH et al., 1996 ; OGAKI; FURLANETO; MAIA,
2015).

De acordo com Klaenhammer (1993) ha quatro classes (I; II; 111; 1V) de bacteriocinas
produzidas por BALs. A nisina esté presente na Classe I, também conhecida como lantibidticos,
e € formada por peptideos compostos de metil-lantionina, lantionina em sua estrutura, ou seja,
pertence a um grupo de antimicrobianos peptidicos catiénicos chamados coletivamente de
lantibioticos do tipo | (SHIN et al., 2016; FIELD et al., 2016).

Além disso, a nisina possui cerca de cinco variantes naturais. A variacdo entre essas
classes ocorre em funcdo do posicionamento dos seus aminoacidos. Nisina A e Z diferem
apenas pelo posicionamento de um elemento na posicao 27, sendo encontrada histidina para A
e asparagina para Z. Também sdo produzidas por espécies de L. lactis, assim como a nisina Q
e F. Quanto a outra variante, a classificacao difere por ser sintetizada por outras bactérias acido
lacticas. Essas pequenas variagdes conferem caracteristicas bioldgicas diferentes apesar da
atividade semelhante, como por exemplo melhor aplicabilidade em diferentes matrizes
alimentares e microrganismos a depender de pH; difusibilidade; concentracdo de solidos e
lipideos. A nisina Z provou maior taxa de difuséo e solubilidade em pH neutros (BAHRAMI et
al., 2019 ; HAYES, 2019; BARBOSA et al., 2021).

A nisina, assim como todo lantibiotico, deve ser modificada apds sua producéo para
alcancar sua forma ativa (4.1 DETALHES REFERENTES A PRODUCAO DA NISINA). Essa
classe é subdividida em la e Ib. A subclasse la, onde se encontra a nisina, é composta dos
peptideos que possuem a principal forma de acdo ataque ao microrganismo alvo a formacéao de
poros na membrana citoplasmatica (CHAUDHARY 2022).



2.1.2. Toxicidade

Estudos toxicoldgicos in vitro (toxicidade aguda, cronica e subcrénica, resisténcia
cruzada e sensibilidade alérgica) demonstraram que a ingestdo da nisina ndo causa efeitos
toxicos ao organismo humano uma vez que € inativada por enzimas como pepsina e tripsina
(ROOMIANI et al., 2017; BATISTA-GONZALEZ et al., 2022). Logo, é considerada nio
toxica para seres humanos.

Segundo a Organizagdo mundial da satde, conforme os dados do nivel “no effect”
observado nas avaliacdes toxicoldgicas, a Ingestdo Diaria Aceitavel de 33.000 Unidades
Internacionais (“Acceptable Daily Intake”) representa o valor limite méximo da substancia que
pode ser ingerida por dia, sem causar danos a saude do comensal). Isso equivale a cerca de
0,825 mg/kg de massa corpérea (HOOVER; CHEN, 2003; ARIAS, 2019).

Quanto aos estudos de toxicidade realizados em ratos mostram que o valor de dose letal
para 50% (LD50) é similar ao de sais comuns, o que significa, cercade 7g/kg de peso corpdreo
(TOLEDO, 2000). Menezes (2013), e Alves (2018) ao avaliarem a influéncia da ingestdo
regular em humanos de nisina por seis e 0ito semanas, respectivamente, verificaram que o
consumo regular da nisina melhorou o funcionamento intestinal, e ndo foram observadas
modificagdes negativas nos parametros biogquimicos de voluntarios humanos saudaveis,
confirmando que a nisina é segura para a satde humana.

Além disso, é também a Unica bacteriocina, que foi confirmada como GRAS, em 1988,
e que possui uso liberado como aditivo alimentar pelo comité do Codex Alimentarius, pela
Federal Food, Drug and Cosmetic Act (FFDCA) e pelo FDA (Chandrapati ¢ O’Sullivan, 1998).
Portanto, a nisina tem o seu uso aprovado em mais de 50 paises, sendo que no Brasil é

regulamentada pela ANVISA para uso como conservante natural desde 1996 (ALVES, 2018).

2.2.  ASPECTOS HISTORICOS

A nisina foi a primeira bacteriocina descoberta, em 1928, na Inglaterra, por Rogers e
Whilttier (ROGERS, 1928; FUSIEGER, 2019). Em seguida, Whitegead, em 1933, descreveu
as propriedades antimicrobianas do peptideo nisina (COTTER; HILL; ROSS, 2005;
MIRANDA, 2017). ApoOs essas descobertas o interesse na area cresceu rapidamente e
consequentemente, pesquisas foram desenvolvidas como Mattick e Hirsch (1947) que a
concentraram e a e nomearam nisina, (MATTICK; HIRSCH; BERRIDGE, 1947) esta possui



esta nomeacao devido ao termo "N-inhibitory substances™ (Substancias inibitorias - NiS) mais
o sufixo INA, referente a sua formacéo por aminoécidos (DAVIES et al., 1998; CLEVELAND
et al., 2001; MIRANDA, 2017).

Apos cerca de trés décadas, Gross e Morell (1971) foram capazes de identificar a
estrutura da nisina por meio da clivagem da nisina com brometo de cianogénio a fim de
classificar os peptideos a partir da analise de aminoécidos, classificando-a como peptideo
antimicrobiano que possui em sua estrutura lantionina. Posteriormente, Klaenhammer (1993)

definiu-a como lantibiético da subclasse la.

Figura 2 - Esquema sintese da histdria da nisina.
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Fonte: Cotter, 2005.

A nisina é a principal bacteriocina utilizada na industria de alimentos ha cerca de 50
anos como conservante em alimentos, pois foi a Unica até entdo aprovada pelos 6rgaos
regulatorios (CLEVELAND et al., 2001; SOUZA; CONTESSA; GONCALO, 2017). Além
disso, a nisina possui aplicabilidade clinica e farmacéutica, uma vez que € usada como

alternativa aos antibioticos tradicionais utilizada no tratamento contra doencas de patdgenos



microbianos (YANG et al., 2014; HAYES et al., 2019; ALVES, 2018; FURTADO et al., 2018;
OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015; KOPROVSKI, 2021).

3. MECANISMO DE ACAO ANTIMICROBIANO DA NISINA

As bacteriocinas apresentam um mecanismo de acao classico, ou seja, interagem com
receptores da membrana celular da bactéria alvo e a partir da adesdo das bacteriocinas na
membrana, em especial pela atracdo com fosfolipidios presentes nessa, ocorre uma agregacao
dos mondmeros da membrana citoplasmatica causada devido a dissipacdo da forca proton-
motriz (ou seja, a simultanea despolarizacdo gera efluxo de fons como K™*; aminoacidos e
ATPs), como consequéncia a modificacdo no potencial de membrana e no gradiente de
concentracdo de H* (CHAUDHARY 2022; DELBONI, 2009; ALVES, 2018).

Essa modificagdo, em microrganismo, causa a formacdo de poros na membrana
citoplasmatica provocando a saida de compostos fundamentais para o funcionamento celular, o
gue pode acarretar a morte celular (DELBONI, 2009; ALVES, 2018). Ou seja, devido ao alto
teor de lipidios aniénicos na membrana plasmatica de bactérias Gram positivas, as bacteriocinas
interagem por afinidade com as membranas dessas bactérias, causando a abertura de poros e
extravasamento de componentes celulares (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015;
KOPROVSKI, 2021).

Portanto, sendo a nisina uma bacteriocina, seu processo de acdo acompanha o
mecanismo tradicional, porém ocorre em duas etapas. Na primeira etapa ocorre a ligacdo de
nisina ao microrganismo alvo, por meio da adsor¢do ndo-especifica da nisina sobre a parede
celular, especificamente no peptideo Il. Esse fendmeno é reversivel e dependente do da
composigéo fosfolipidica da membrana do microrganismo alvo, o que garante a assertividade
da acédo da nisina contra certas espécies de microrganismos; do pH (3,0 - 6,5); da presenca e
concentragdo tanto de cations divalentes (Ca™ e Mg*?) quanto de trivalentes (P*%)
(MORENO et al., 1999; KOPROVSKI, 2021; FREITAS, 2017)

Em seguida ocorre a segunda etapa, que é fundamental pois ativa a funcéo
bacteriostatica da nisina. Nesta etapa, as celulas sofrem mudancas irreversiveis, pois a
bacteriocina torna-se insensivel as proteases. Como consequéncia, a nisina fica altamente
atraida aos fosfolipidios na membrana e liga-se a eles, gerando poros (0,5-1,0 nm de raio) na

membrana citoplasmatica. Dessa forma acontece, a despolarizacdo da membrana o que causa



um rapido efluxo das moléculas essenciais que mantém o funcionamento da célula alvo, como

ions K+ (que estabilizam a pressdo osmatica 6tima de funcionamento), aminoécidos (que

realizam sintese de compostos essenciais) e ATP (moléculas energéticas). Isso acarreta

alteracdes irreversiveis, que culminam na morte celular (MORENO et al, 1999).

Portanto os principais microrganismos patogénicos sensiveis a esse mecanismo de acao

da nisina sdo: Bacillus spp., Clostridium spp., Listeria spp., Staphylococcus spp. (CARRIM,

2005; BAHRAMI et al., 2019). Conforme o que estd apresentado na tabela abaixo que

demonstram a acdo inibitoria da nisina sobre diversos microrganismos.

Tabela 1 - Efeito bactericida da nisina sobre diferentes microrganismos e em diversas

aplicacoes.

Microrganismo

Aplicacéo

Bacillus ssp.

Clostridium ssp. e
Escherichia coli

ZHANG, Qiu Qin (2019) e seus colaboradores avaliaram a acao da
nisina contra o microrganismo Bacillus subtilis, e a formagéo do
biofilme no artigo “Atividades comparativa das concentracdes de
extrato de alho, nisina, e-polilisina e acido citrico para agdo
antibacterianas e contra a formacéao de biofilme em Bacillus subtilis™.
A concentracdo de nisina esta relacionada ao efeito inibitorio, pois
foi possivel demonstrar que a acdo da nisina contra as células
vegetativas de Bacillus pode ser bactericida ou bacteriostatica,
dependendo de sua concentragdo. Os resultados mostraram que
nisina, g-polilisina e 4&cido citrico inibiram completamente o
crescimento e a formacédo de biofilme de B. subtilis em 0,15, 0,09 e
1,5 mg/ml, respectivamente. Entre esses quatro bioconservantes, a &-
polilisina, que causou o colapso celular, apresentou as maiores
atividades antibacteriana e antibiofilme, seguida pela nisina.

UBAQUE BELTRAN, Camila Andrea (2020) desenvolveu o estudo
“Inclusdo de 6leo essencial de orégano e nisina encapsulados em
biorevestimento comestivel de quitosana como alternativa de
conservacdo em carne de hamburguer bovino”. Neste trabalho foi
demonstrado que tanto a nisina quanto o AEO encapsulado
apresentam grande capacidade de inibi¢do contra 0s microrganismos
avaliados Clostridium ssp. e E. coli.



Listeria ssp.

Staphylococcus ssp.

Portanto, a formulacdo escolhida para trabalhar foi de 250 Ul/ml de
nisina, concentracdo de 2% p/v de quitosana e concentracéo de 0,50
%v/v de dleo encapsulado. O revestimento prolongou em 5 dias a
vida util da carne de hamburguer em comparacdo com a carne de
hambdrguer avaliada sem revestimento comestivel, pois manteve
suas caracteristicas de qualidade microbioldgica, pH e atividade de
agua ao longo dos 12 dias de avaliagdo mostrando que 0s
antimicrobianos utilizados nesta pesquisa sdo uma alternativa para a
substituicdo de aditivos sintéticos como nitratos e nitritos. Além
disso, na andlise sensorial, os consumidores ndo encontraram
diferencas significativas entre a carne de hamburguer produzida sem
cobertura e a carne de hamburguer produzida com a cobertura
comestivel desenvolvida nesta pesquisa.

O autor HENDERSON, L. O. (2020) descreveu a eficiéncia da
aplicacédo da nisina, sobre diferentes pH e temperaturas, no controle
de Listeria contra diversas cepas de L. monocytogenes em um modelo
de queijo em escala de laboratorio. Observou-se que a nisina é mais
eficaz quando o queijo é armazenado em temperaturas mais baixas,
e quando é feito em pH mais alto (6 e 6,5), comparado ao queijo feito
em pH 5,5. Portanto, no geral, nossos resultados destacam a
importancia de considerar as condi¢cdes ambientais especificas de
uma matriz alimentar ao desenvolver e aplicar estratégias de
intervencao baseadas em nisina contra L. monocytogenes, e destacam
a importancia de uma matéria prima de qualidade e que sigas as
condi¢des de BPF’S para se obter junto da nisina uma boa vida de
prateleira.

KOPROVSKI, Naiara Vitoria Ferreira Cortes (2021) em seu estudo
“Atividade in vitro da nisina sobre Staphylococcus aureus isolados
de mastite bovina “descreveu a acdo terapéutica para fins de cuidados
contra a mastite. Essa enfermidade que possui alta prevaléncia nos
rebanhos leiteiros caracteriza-se pela inflamacdo das glandulas
mamarias, sendo o S. aureus o patégeno mais frequente causador
dessa doenca e altamente resistente aos tratamentos convencionais,
como alternativa surge a nisina. Foram testadas as habilidades
antimicrobiana em 27 cepas de S. aureus isoladas de casos de mastite
bovina foram avaliadas, pode-se afirmar que essa bacteriocina
apresenta potencial terapéutico para o tratamento de infeccgdes por S.
aureus.



Fonte: Autor (2022).

Figura 3 - Mecanismo de acdo antimicrobiano da nisina.

Fonte: SCHULZ (2003).

Figura 4: Modo de acdo da nisina.
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Fonte: Autor (2022).



Outro ponto a ser discutido é quanto a outros mecanismos menos classicos de acdo da
nisina que ndo envolvem a formacdo de poros na membrana citoplasmatica, mas s&o
fundamentais para atacar outros compostos patogénicos, como a ativacao de enzimas autoliticas
em certos microrganismos alvos, ou a capacidade de inibir a germinacéao de esporos de bactérias
Gram-positivas (MOLL; KONINGS; DRIESSEN, 1999; SOLTANI, 2021).

4. PRODUCAO DE NISINA

Ha quatro etapas classicas do crescimento de microrganismos em alimentos. A primeira
fase é conhecida como fase “/ag”, na qual o microrganismo recém inoculado esta se adaptando
ao meio, portanto, possui um crescimento lento. A segunda fase 0 microrganismo produtor ja
esta adaptado e por possuir muitos nutrientes disponiveis cresce de forma acelerada, essa etapa
¢ conhecida como a fase exponencial. A terceira etapa comeca quando a populacdo de
microrganismos esta alta e 0s nutrientes passam a ser consumidos e ficam menos biodisponiveis
reduzindo a taxa reprodutiva, que se equivale a taxa de morte. Esta é a fase chamada de fase
estaciondria. Por fim, ha a fase de declinio, na qual os microrganismos produzem toxinas e o
nimero de mortes supera 0 numero de novos microrganismos (TORTORA, 2000; OGAKI;
FURLANETO; MAIA, 2015).

Portanto, enquanto o microrganismo esta em sua fase “/ag” e exponencial (“log”) ha a
formagédo de nisina. No entanto, quando termina a fase exponencial ocorre uma reducédo
significativa de produgdo do peptideo (TORTORA, 2000; OGAKI; FURLANETO; MAIA,
2015). Assim como o0 seu mecanismo de a¢do a sintese da nisina também ocorre em duas fases,
na primeira etapa um peptideo precursor € sintetizado pelo ribossomo, assim ap0s 0 processo
de pos-translocacéo pela atividade enzimatica ha a ativacdo do peptideo bioativo (HOOVER,;
CHEN, 2003; OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015). Esta ativacdo da nisina ocorre a partir da
hidratagdo dos aminoacidos serina e treonina residuais, e entdo, ha adicdo de cisteina na
molécula quimica e uma dupla camada de didehidrodminoacidos. Isso resulta na formacéo de
pontes de tioéter que ativam a molécula (DE VUYST; VANDAMME, 1993; ALVES, 2018).

De maneira especifica para a sintese dos lantibioticos, classe a qual a nisina pertence,
0s pré-peptideos sdo constituidos por uma sequéncia-lider na regido N-terminal, essa devera ser

removida durante a maturacdo da proteina, a fim de torna-la ativa (HOOVER; CHEN, 2003;



VILVERT, 2019). Existem trés etapas que formam a maturacdo, a primeira é a sintese do pré-
peptideo, em seguida ocorre a remocao da sequéncia N-terminal, essa segunda etapa é chamada
de de clivagem; e por fim a nisina ja& com sua funcdo bioldgica ativa € excretada da célula
(ENNAHAR et al., 2000).

Apods a liberacao da bacteriocina, uma proteina histidina quinase detecta a presenca de
bacteriocinas e se autofosforila. O grupo fosfato é transferido a um regulador de resposta que
ativa a transcricdo de genes reguladores; assim, proteinas de imunidade e as dedicadas ao
transportador ABC séo produzidas (HOOVER; CHEN, 2003; ALVES, 2018).

A fim de induzir a sintese, 0 microrganismo precursor ¢ submetido a condi¢des de
estresse, como a escassez de nutrientes (carbono; nitrogénio; fosfato); a proliferagdo
populacional ou até mesmo pela presenca de outros inibidores (RILEY, 2011; SAVADOGO,
2006; ALVES, 2018).

O lancamento da nisina para 0 meio de propagacao depende, em especial, do pH desse
ambiente. Para pH menores que 6,0 mais de 80% das nisinas produzidas sdo expulsas para o
meio de propagacdo. No entanto, para pH alcalinos, ou seja, maiores de 6,0 grande parte das
moléculas de nisina ficam associadas @ membrana celular e no interior das células (PARENTE;
RICCIARDI; ADDARIO, 1994; ALVES, 2018; CHIKINDAS et al., 2018).

A producdo comercial da nisina é feita através da fermentacdo em larga escala com
meios que contenham ingredientes de qualidade alimentar (CHIKINDAS et al., 2018). A
maioria das aplicacdes em alimentos envolvendo bacteriocinas pode ser dividida em trés
categorias: bacteriocinas parcialmente purificadas (por exemplo, Nisaplin®, contendo 2,5% de
nisina); laticinios e outros produtos fermentados de grau alimenticio contendo bacteriocinas na
forma de um fermentado bruto (por exemplo, MicroGARD ®); e produtos contendo
bacteriocina e suas culturas produtoras (CHIKINDAS et al., 2018; MAKHAL; KANAWIJIA,
GIRI, 2015).

41  DETALHES REFERENTES A PRODUCAO DA NISINA

Quanto a presenca em alimentos, hd trés principais maneiras de adicionar as
bacteriocinas. A primeira envolve a adicdo das BALSs, suas precursoras no alimento, ou seja,
garantir um ambiente propicio para sua multiplicacdo e manutencdo nos alimentos, conforme

apresentado anteriormente. A segunda, envolve a adi¢éo das bacteriocinas purificadas ou semi-



purificadas, que sdo isoladas a partir da matriz do alimento por métodos conjuntos de adsorcéo;
dessor¢do e cromatografia liquida (REVOLL-JUNELLES, 1996; CHIKINDAS et al., 2018).
Ha também a opcéo da adicdo de um ingrediente fermentado por cepas bacteriocinogénicas
(CHEN et al., 2010; COTTER; HILL; ROSS, 2005; DEEGAN et al., 2006; MAKHAL;
KANAWIIA; GIRI, 2015).

Ha as técnicas de grau alimenticio para separar a nisina, tal qual o processo de semi-
purificacdo utilizada para a producéo da nisina comercialmente conhecida por Nisaplin®, nesse
0 produto ¢ obtido a partir da fermentacdo de L. Lactis em um meio a base de leite, o leite € um
produto perfeito para a multiplicacdo de nisina, pois é rico em acgUcares (rico em lactose) e o
baixo pH pela fermentacéo proporcionam a liberagdo da nisina para o meio (JOZALA, 2009).
Assim, o fermentado resultante é subsequentemente concentrado e separado por meio do
sistema micelar de duas fases aquosas (ALBERTSSON, 1956 ; VILVERT, 2019) processado
por secagem em spray dryer ou liofilizacéo e transformado em particulas pequenas. O produto
consiste em 2,5% de nisina contida em NaCl e sélidos desnaturados do leite (DEEGAN et al.,
2006; JOZALA, 2009), sendo que a proporcdo de 1g deste produto é padronizada com uma
atividade de 106 Ul (Unidades Internacionais). Assim, 1g de nisina pura contém 40 x 106 IU.
Uma atividade biologica de 40 IU corresponde a 1 ug de nisina pura (DE VUYST;
VANDAMME, 1994). Ha outras matrizes alimentares que podem ser utilizadas como fontes de
multiplicacdo de bacteriocinas como, por exemplo, a agua residuaria de industria de fécula de
mandioca (VILVERT, 2019).

Importante ressaltar que devido a natureza proteica, todas as bacteriocinas sao
inativadas por uma ou mais enzimas proteoliticas, incluindo as de origem pancreética e algumas
de origem gastrica (DE VUYST; VANDAMME, 1994). Esta é uma caracteristica interessante
quando se refere a utilizacdo em produtos alimenticios.

Quanto a purificagdo para as biomoléculas, quando sdo obtidas em grande quantidade o
grau de pureza é algo secundario comparado aos custos de sua obtencdo, assim técnicas
cromatograficas, conhecida como purificagdo de alta resolucdo ndo sao necessarias, pois bastam
procedimentos que envolvem clarificacdo e purificacdo de baixa resolucdo. Porém, aplicagdes
terapéuticas envolvem a necessidade da alta pureza desses peptideos antimicrobianos (DE
SOUZA OLIVEIRA, 2019).

Portanto, nédo ¢é trivial purificar bacteriocinas, pois sdo moléculas que possuem baixa
massa molecular e apresentam poucos peptideos hidrofébicos em sua composicao, assim, usam-
se métodos como precipitacdo; ultrafiltracdo; cromatografia de troca idnica; cromatografia de

fase reversa; além do novo método que se relaciona ao sistema de duas fases aquosas que extrai



peptideos antimicrobianos diretamente do meio fermentado, sendo mais barato que os métodos
tradicionais (DE SOUZA OLIVEIRA, 2019).

A escolha da técnica esté relacionada as propriedades inerentes de cada biomolécula,
assim, a combinacéo correta de diversas etapas que explores essas caracteristicas vai garantir a
purificacdo eficaz. Um exemplo muito aplicavel inicia com operacGes unitéarias que ajudem na
clarificacdo do sistema (filtragdo convencional; centrifugacdo; centrifugagdo tangencial,
floculacédo) para reduzir a quantidade de solidos em suspensdo do sistema. Posterior a isso a
molécula pode ser purificada em sistema de suas fases imisciveis, e se a sua pureza deve ser
alta entdo utiliza-se de métodos cromatograficos ou interacdo hidrofébica de adsor¢do em
membranas e afinidade (DE SOUZA OLIVEIRA, 2019).

Figura 5: Estratégia de purificacdo mais usadas para cada uma das bacteriocinas.

Fator de

Bacteriocina Fonte Etapas* Rendimento (% Referéncia
I (%) purificagdo
1.CF5 100 1
Loctobacilius
Plantaricina 2. 54 a5 14 Gong, Meng,
plantarum p
MG 3. CEM* 47 120 Wang (2010)
KLDS1.0391
4. CFR 12 25.200
Loctococcus 1. CF5 100 1 Jozala et al
Misina lactis ATCC 2. CIH" 285 774 (2015) )
11454 3. CIH" 152 384
o Pediococcus 1. CF5 100 1 _
Pediocina Simha et al.
PA-1 pentosaceous 2.5A 80 1,49 (2012)
MCDC 273 3.CTIF 128 340

*Etapas de purificacdo: CFS [sobrenadante livre de células); SA (precipitacdo em sulfato de aménio); pHSAD (ajus
te de pH para adsorgdo e dessorgdo); EC (extragdo em clorofdrmio); CT1 [cromatografia de troca ibnica); CEM
{cromatoprafia de exclusdo molecular); CIH (cromatografia de interagdo hidrofdbica); CFR (cromatografia de fase
reversa). Colunas: A (superdex 75); B {butyl sepharose CL 48); C (5P Sephadex); D (Waters Spherizorb); E (SP-5e-
pharose Fast Flow); F {Sephadex G10).

Fonte: DE SOUZA OLIVEIRA, 2019.

4.2 LIOFILIZACAO COMO METODO DE CONSERVACAO DA NISINA

Como uma estrutura organica, a fim de manter suas caracteristicas bactericidas e

garantir a sua aplicabilidade em diferentes alimentos, é fundamental aplicar alguns métodos de



conservacao. Um dos mais aplicados é a Liofilizacdo, que consiste em remover a maior parte
da &gua contida em um material previamente congelado por sublimacéo, assim, a dgua passa
diretamente do estado solido para vapor, sem passar pelo estado liquido (PASSAGLIA, 2019;
LIMA, 2021). A fim de realizar esse processo trés etapas devem ser realizadas. Na primeira, 0
material é congelado, a seguir a &4gua é sublimada sob pressao reduzida e, na terceira etapa, a
agua é removida por dessor¢do, ou seja, uma secagem a vacuo (OLIVEIRA et al., 2013) ;
LIMA, 2021).

O termo liofilo significa amigo do solvente, portanto, sdo produtos altamente
higroscopicos e de facil dissolugdo em &gua. Isso auxilia na aplicabilidade da nisina em
alimentos. Este € um processo mais caro quando comparado a métodos de conservagao que se
aplicam as fontes de calor, mas reduz de modo significativo a decomposicao térmica, perda da
funcionalidade, acbes enzimaticas e a desnaturacdo de proteinas (LIMA, 2021). Assim, a
liofilizacdo € um método de conservacdo menos agressivo, que reduz alteragdes da morfologia
inicial do material. Hoje em dia, é rotineiramente liofilizada uma grande variedade de
substancias, como: antibioticos, anticoagulantes, bactérias, virus, enzimas, horménios e fraces
do sangue (COSTA, 2021).

Os materiais liofilizados sdo apresentados na forma de po e as atividades bioldgicas se
mantém estaveis por muito mais tempo, quando comparada com a conservacao em solucdo
aquosa. (SCHMIDELL et al., 2001).

4.3 APLICACAO DA NISINA NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Cerca de 50 paises aceitam 0 uso da nisina em diversos produtos, dentre eles enlatados
(como sopas; vegetais e pescados); leite e derivados; sucos naturais entre outros (SCHULZ et
al., 2005; NASCIMENTO; MORENO, 2008; FREITAS, 2017). Na atualidade conceitos como
saudabilidade e CLEAN LABEL s&o uma tendéncia mundial na industria de alimentos, se
concentrando em torno de alimentos mais seguros e saudaveis (DO PRADO VENANCIO,
2020).

Segundo a legislacéo brasileira, portaria n® 29, de 22 de janeiro de 1996, ha aprovacéao
da aplicacéo da nisina em todos os tipos de queijo, desde que o limite maximo de 12,5 mg/kg
seja respeitado nas formulagdes. Além disso, o Brasil foi pioneiro na aplica¢do da nisina em
produtos carneos a fim de estender sua vida de prateleira. Um exemplo foi a aplicagdo da nisina

tanto na superficie externa de salsichas de diferentes tipos quanto sobre superficies de



embalagens (SCHULZ et al., 2005; NASCIMENTO; MORENO, 2008).

De modo geral, a nisina possui um amplo espectro de aplicacdo e demonstra efeitos
aditivos em combinagdo com outros agentes antimicrobianos. 1sso torna possivel a combinagéo
sinérgica da nisina tanto com outros conservantes naturais, como 0leos essenciais; quanto com
conservantes quimicos. Essa sinergia é capaz de reduzir ou substituir a aplicacdo de
conservantes quimicos, por vezes maléficos ao comensal quando consumidos de maneira
recorrente, sdo exemplo os nitritos e o0s nitratos utilizados em embutidos (UBAQUE
BELTRAN, 2020; SILVA, 2020).

4.4 APLICACAO DA NISINA NA INDUSTRIA DE LATICINIOS

E aplicada principalmente para os derivados do leite, como em queijos, manteiga e
requeijo, entre outros (DELVES-BROUGHTON, 2005; ARQUES OROBON, 2019), podendo
ser usada isoladamente ou em combinacdo com outros métodos de conservagao.

Sendo o queijo um dos principais derivados da industria lactea, muito vendido e
amplamente consumido, é considerado um veiculo frequente de patdgenos de origem alimentar
(RIVAS, SILVA, TONDO, 2021). H& uma especial preocupacdo com o0s queijos frescos
artesanais por serem elaborados a partir de leite cru e ndo sofrerem processo de maturagédo
(ROZENTAL et al., 2018). Assim, a contaminacdo microbiana desses produtos possui
relevancia para a inddstria devido as grandes perdas econémicas que 0s descartes desses
produtos podem significar, como também para a satde publica, pelo risco de causar doencas
aos consumidores.

A fim de evitar 0 uso de conservantes quimicos, muitas pesquisas vém sendo realizadas
para analisar a eficiéncia da aplicacdo da nisina em diversos tipos de queijos, como 0 queijo
branco; queijo minas; queijo coalho e nos mais diferentes modos de aplicagdo como na
superficie por meio de revestimentos alimenticios com concentracdes de nisina ou diretamente
na matéria prima.

No Brasil, boa parte dos produtores ainda sé@o produtores rurais que vendem seus
produtos em feiras locais, sendo comum produzirem queijos artesanais pois tem sua origem a
partir de leite cru e, que por muitas vezes ndo possuem o conhecimento de como garantir todos
os devidos cuidados de higiene e processos que sigam as Boas praticas de Fabricacdo
(TAVARES et al., 2019). Como resultado temos um produto que ndo apresenta seguranga
microbioldgica e padronizacdo da qualidade (FEITOSA et al., 2003; TAVARES et al., 2019).



Ha diversos estudos que demonstram a baixa qualidade microbioldgica desse
subproduto da inddstria. Muitos relataram ndo apenas a ocorréncia de microrganismos
patogénicos, mas também uma baixa vida de prateleira causada pela alta concentracdo de
microrganismos deterioradores em numeros que excedem, as vezes, os limites estabelecidos
pela legislacdo (TAVARES et al., 2019; BATISTELLA; PEDROSA, 2021; SALOTTI et al.,
2006).

Entre as bactérias patogénicas observadas destacam-se Salmonella spp., Escherichia
coli e Staphylococcus aureus (ANDRADE et al., 2007; ARQUES OROBON, 2019). Como ja
mencionado, a nisina é um tipo de bacteriocina que possui capacidade de inibir grande parte
das bactérias Gram positivas (QUICHABA, 2021) e uma maneira revolucionaria de aplicacdo
¢ como revestimento comestivel em queijos artesanais (SOUZA, 2020) ou como filme
comestivel. A diferenca entre esses dois métodos esta no fato que a cobertura comestivel é uma
fina camada de material aplicado e formado diretamente na superficie do produto, j& no caso
do filme, é pré-formado separadamente e aplicado sobre o produto depois (SOUZA, 2020).

Assim, como alternativa ha a aplicacdo da nisina diretamente na matéria prima, para
garantir a qualidade desde o processo inicial da cadeia produtiva, em especial para produtos que
possuem obrigatoriedade da utilizacdo de leite cru e a necessidade da realizagdo de
investigacOes para 0 estabelecimento de procedimentos que reduzam consideravelmente a
chance de contaminagéo do queijo (SOUZA; CONTESSA; GONCALO, 2017).

Tabela 2 - Estudos da aplicagéo da nisina em diferentes tipos de queijo.

Produto Aplicacéo e Resultados

Queijo Coalho  SOUZA, Lara Barboza (2020) avaliou a acdo da nisina na forma de um
revestimento comestivel contra os microrganismos (aerébios mesofilos,
coliformes a 35° e 45°, fungos filamentosos e leveduras, Staphylococcus sp.
e Salmonella sp.) no artigo “Aplicagdo de Nisina como revestimento
comestivel em queijo coalho”.

Nesse artigo dois experimentos foram realizados, sendo que 0 que interessa
a essa discussao esta descrito no experimento Il. Neste foram avaliadas
amostras de queijo coalho durante 20 dias de armazenamento refrigerado a
5°C, em intervalos de cinco dias, com dois revestimentos ativos elaborados



Queijo Minas

com soro, gelatina (10%) e amido (10%), e adi¢do de nisina no revestimento.

Apos revestimento e formacdo da cobertura, as amostras foram submetidas
as analises microbioldgicas (contagem total de bactérias aerdbias mesofilas
e pesquisa de Salmonella sp.) além de testes fisico-quimicos como a
determinacdo instrumental do pH, cor e perfil de textura (firmeza,
elasticidade, coesividade, gomosidade e mastigabilidade).

A contagem microbiana do queijo controle foi mais elevada em todo o
periodo de anéalise. O revestimento demonstrou potencial para aplicacéo
como barreira a contaminantes em queijos, além de manter as caracteristicas
de frescor. AlteracGes na consisténcia da massa foram significantes apés 15
dias de armazenamento refrigerado. A cobertura comestivel bioativa
demonstrou potencial de aplicagdo a conservacdo de queijo coalho e
possibilitou maior estabilidade do alimento.

Autora reforcou que tal resultado estava atrelado & Boas Préaticas de
Fabricacdo durante todo o processamento, aplicada por ela, e que o leite foi
retirado de um produtor local e ndo passou por tratamentos térmicos.

SOUZA, Nathiéli Bastos (2017) desenvolveu no artigo “Acdo
antimicrobiana de bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei: uma
anélise de resisténcia e aplicacdo em queijo minas frescal” uma anélise da
aplicabilidade sobre o queijo Minas frescal (devido a sua perecibilidade) da
bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei, que foi isolada de salame
italiano. Focando, em especial para a estabilidade relacionada ao pH e
temperatura.

Para isso, a autora fez testes que validaram a estabilidade da bacteriocina
frente a variacdes de pH e temperatura, através de Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 22. Foi feita uma andlise in vitro com 0s micro-
organismos S. aureus e E. coli, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes para
posterior aplicacdo no alimento.

Trés formulagGes de queijos foram realizadas. Na primeira houve a
incorporagdo da bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei, outro
contendo a bacteriocina nisina e um queijo controle, sem adicdo de
conservantes. O queijo produzido seguiu as boas préaticas de fabricagdo e
para sua formulacéo optou-se por utilizar leite cru, adquirido de produtores
locais.



Como resultado, através do DCCR foi possivel observar que os tratamentos
ndo apresentaram diferenca significativa com média de aproximadamente
100 % de inibicdo frente ao patdgeno Staphylococcus aureus e Escherichia
coli para ambos os tratamentos. llustrando a maior estabilidade da
bacteriocina a pH mais préximos a neutralidade.

Nas analises in vitro observou-se que o tempo de fermentacdo da BAL
interfere na concentracdo da bacteriocina, porém foi eficiente na inibicéo dos
micro-organismos testados. Quanto as andlises de estabilidade
microbiologica dos queijos, a bacteriocina utilizada no estudo apresentou
acdo inibitdéria diminuindo a contagem de estafilococos coagulase positiva
no primeiro dia de armazenamento em aproximadamente 78,85% da
contaminagéo inicial. Mostrando-se eficiente como conservante e sem
diferencas significativas em relacdo a utilizacdo de nisina (bacteriocina
comercial).

Assim, conclui-se que a bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei
isolado de salame italiano apresenta efeito positivo na inibicao de patégenos
como S. aureus e E. coli, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes.

Portanto, a nisina e a bacteriocina isolada apresentam capabilidade de
controle de microrganismos e ampla utilizacdo em matrizes alimentares que
passam por tratamentos térmicos uma vez que apresentaram estabilidade a
elevadas temperaturas.

Fonte: Autor (2022).

4.5 APLICACAO DA NISINA NA INDUSTRIA CARNEA

Segundo o Codex Alimentarius carne é "todas as partes de um animal que foram
considerados seguras ¢ adequados para consumo humano ou se destinam a esse fim”. Portanto,
a primeira premissa é que todo animal que foi abatido para que se ofereca para o comensal deve
ter seguranca alimentar para ser definida como carne. Logo, é fundamental garantir ndo so os
aspectos nutricionais, sensoriais e de conveniéncia preparagdo do produto, mas
fundamentalmente também a seguranca alimentar e o prazo de validade (DOMINGUEZ
OROZCO, 2020).

A carne é composta de proteinas e aminoacidos; agua; minerais e vitaminas; gorduras e

acidos graxos e outros componentes bioativos, além de pequenas quantidades de carboidratos



(FAO, 2015, p.4). Portanto, h& desafios em manter a saudabilidade desse produto devido a sua
complexa formacéo bioquimica, e por conta dessa complexidade tornam-se produtos muito
suscetiveis a microrganismos patogénicos, dentre eles o principal € a L. monocytogenes, bacilo
Gram-positivo, ndo formador de esporos, anaerobio facultativo (THAKUR, ASRANI,
PATIAL, 2018). Essa € 0 agente etiologico da listeriose, doenga que causa infecgdes do sistema
nervoso central; endocardite; além de sérios problemas para mulheres gravidas como aborto e
mal formacdo do feto. Listeriose €& uma doenca preocupante para individuos
imunocomprometidos como portadores de HIV, idosos, mulheres gravidas e neonatos
(BUCHANAN, 2017). E fundamental destacar que o principal vetor de L. monocytogenes sdo
os alimentos, com destaque para a sua capacidade de multiplicagdo mesmo sob temperaturas de
refrigeracdo e a tolerancia as altas concentracGes de sal sendo capaz de se multiplicar sobre
condicdes altas de nitritos e nitratos (DA SILVA; FREITAS, 2021).

Importante ressaltar que além dessas habilidades, a L. monocytogenes possui também
elevada resisténcia fisiologica. Esta resisténcia, aliada a capacidade de formar biofilmes nos
equipamentos de plantas processadoras de alimentos, torna este microrganismo uma ameaca a
industria (DA SILVA, FABRICIO REIS GOMES; RIBEIRO, LARYSSA FREITAS, 2021).

A fim de se controlar a presenca desse patdgeno em alimentos € necessaria uma
combinacdo de varios fatores, o primeiro dele é a saudabilidade do animal abatido e as garantia
de boas praticas de fabricacdo e 5S nesses ambientes. Além disso, parametros como temperatura
de processamento; atividade de dgua do alimento; presenca de sais; pH; compostos quimicos e
suas concentragdes, entre outros devem ser monitoradas e garantidas. A juncdo adequada destes
fatores permite criar um ambiente adverso para o patdégeno resultando na reducdo da sua taxa
de multiplicagéo (BOZIARIS et al., 2007; DOMINGUEZ OROZCO, 2020).

Porém, a alta concentracdo de compostos quimicos para a conservacao de alimentos ndo
¢ compativel com a imagem de produtos “frescos” e ha riscos em utilizar-se de grandes
concentragOes de conservantes quimicos como nitritos e nitratos adicionados em alimentos
carneos com o objetivo de aumentar a seguranca e da vida util desses alimentos, pois seu
consumo frequente em grandes concentragdes pode gerar em seus consumidores nitrosaminas
carcinogénicas (CHEN et al., 2010 ; SILVEIRA, 2019).

Assim, entra a aplicacdo de BAL produtoras de bacteriocinas como tecnologia
alternativa para o aumento da seguranca e da qualidade alimentar. Ou apenas a aplicagéo da
nisina ja produzida e isolada tanto como um dos ingredientes de sua composi¢do como na forma
de revestimento alimenticio (SILVA, 2020; DOMINGUEZ OROZCO, 2020).

Abaixo ha exemplos que, a partir da incorporacdo de nisina e em conjunto com outros



compostos bioativos, houve boas respostas quanto a vida Gtil das matrizes alimentares.

Tabela 3 - Estudos da aplica¢do da nisina em carneos.

Produto Aplicacdo e Resultados




Salsichas

Especificamente, pretendeu-se estudar as atividades antioxidante e
antimicrobiana dos filmes ativos dupla camada na conservacéo da Copa
fatiada. Como resultado a nisina foi capaz de produzir filmes com
atividade antimicrobiana, enquanto a adi¢cdo do EHFP produziu filmes
com atividade antioxidante. A adicdo de ambos os aditivos gerou filmes
que manifestaram atividades antioxidantes e antimicrobiana.

A adicdo conjunta do extrato com 0 agente antimicrobiano permitiu
observar que ndo houve interacdo entre eles que pudesse diminuir ou
inibir a acdo de um dos compostos. Ou seja, esses filmes a base de
gelatina incorporados com agentes ativos podem ser usados como um
potencial material de embalagem ativa para aumentar a vida Util e a
seguranca dos alimentos. No estudo da aplicacdo dos filmes comprovou-
se a eficiéncia da incorporacao de ambos os aditivos na segunda camada
do filme em contato com o alimento, na conservacdo do produto em
estocagem a 4 °C por até 120 dias, comparado com o controle. Pode-se
entdo concluir que foi possivel desenvolver filmes ativos, com
atividades antioxidante e antimicrobiana, com potencial aplicagdo na
conservacao de alimentos.

SILVA, Selma Eufrasio Durante (2020) em seu trabalho “Biofilme com
incorporacdo de nisina: aplicacdo em salsicha” realizou uma andlise da
aplicabilidade da nisina sobre 0 aumento da vida de prateleira e potencial
reducéo de perdas das salsichas prontas para o consumidor.

A autora realizou isso ao desenvolver um biofilme a base de amido e
gelatina, com incorporacdo de nisina, para aplicacdo em salsichas e
avaliar o seu efeito na vida Gtil do produto. Neste estudo foram utilizadas
salsichas produzidas em frigorifico comercial provenientes de um
mesmo lote de produgcéo.

O biofilme foi aplicado nas salsichas por meio da imersdo, combinado
com 0 acondicionamento a vacuo. Salsichas tratadas (com biofilme) e
controle (sem biofilme) foram acondicionadas sob refrigeracdo e
avaliadas durante 42 dias de armazenamento por meio de analises fisico-
quimicas e microbioldgicas.

A contagem de bactérias laticas durante o armazenamento das salsichas
revelou que o biofilme afetou o crescimento bacteriano até o 35°a,
resultando em contagens inferiores as amostras controle. As salsichas
tratadas e controle apresentaram contagens de microrganismos



patogenos abaixo dos limites preconizados pela legislacdo. As salsichas
produzidas apresentaram composi¢cdo centesimal de acordo com o
preconizado pela legislacdo vigente. Assim, a aplicagdo do biofilme
contendo nisina ndo afetou significativamente o teor de amido, o teor de
umidade, a luminosidade (L*) e o parametro b* (tonalidade amarelada)
das salsichas (p > 0,05).

Os resultados indicam que o biofilme apresentou efeito protetor nas
salsichas até o 35°ia de armazenamento. Contudo, sugere-se a
realizacéo de estudos posteriores, variando a concentracdo de nisina ou
a aplicacdo combinada com outros antimicrobianos para prolongar a
vida util do produto.

Fonte: Autor (2022).

4.6 APLICACAO DA NISINA NA INDUSTRIA DE MINIMAMENTE
PROCESSADOS

Ao comprar frutas e verduras diversos fatores séo levados em conta, como a qualidade;
a integridade e a aparéncia do produto; a praticidade ao cozinha-la; nutricdo do alimento, entre
outros fatores. No entanto, ambas sdo estruturas pereciveis, em especial quando submetidas a
etapa de minimamente processados.

Os produtos minimamente processados passaram por operagdes como selecédo, lavagem,
classificacdo, fatiamento, sanitizacdo, centrifugacdo, embalagem e refrigeracdo, obtendo-se
produtos comestiveis frescos e que ndo necessitam de preparo subsequente. Ou seja, 0s métodos
de processamento minimo sao técnicas que preservam os alimentos, a fim de manter a qualidade
nutritiva e as caracteristicas sensoriais do produto (DE ARAUJO, 2020).

Conforme em outras matrizes alimentares, os responsaveis pela reducdo da vida de
prateleira desses produtos sdo as reagdes bioquimicas nos tecidos cortados, além do crescimento
microbiano e do aumento a exposicdo a esses deteriorantes, que podem, assim, provocar o
aumento do risco de surgimento de doencas transmitidas por alimentos. Além disso, ha o
aumento do contato para gerar a acao de enzimas (BARRQOS,2020).

Como solucdo para essas perdas se apresenta 0 uso de revestimentos comestiveis que

evitam o escurecimento; podem ter propriedades de evitar o contato com patdgenos e por conta



da protecdo dessas estruturas aumentam a vida Gtil do produto, pois protege a superficie do
alimento cortado, mantendo assim, a aparéncia fresca do produto por mais tempo. Esses
revestimentos possuem uma ldgica simples, onde os aditivos bioativos, previamente calculados
a concentracao, sdo adicionados & matriz biopolimérica que compdem a solugdo formadora do
filme (LUCIANO, 2020).

Outro ponto importante que deve ser salientado é o fato de a presenca desses
revestimentos reduzirem as trocas gasosas do produto com o meio, evitando a degradacgédo do
alimento devido a reducdo do processo de maturacdo do fruto; legumes e vegetais. Com o
avanco das pesquisas, nos ultimos anos, tem desenvolvido e popularizado a aplicacdo de
revestimentos comestiveis, tornando esse um dos métodos mais utilizados na conservacao de
produtos minimamente processados como, por exemplo, em abdbora (PAIVA, 2019), e em
péssegos (RIBEIRO, 2020).

A fim de produzir a camada protetora usa-se, em especial, estruturas base de amido.
Normalmente utilizam-se polissacarideos como derivados da celulose; fécula de mandioca,
alginato, caragena, pectina, quitosana (COSTA et al., 2019)

A esses revestimentos comestiveis sdo adicionados compostos ativos com diferentes
funcdes, ou seja, compostos de interesse como agentes antioxidantes, e agentes antimicrobianos
naturais (KOHATSU et al., 2017; MAYER, 2018). Um desses compostos de interesse é a
Nisina, proteinas ou complexos proteicos que pela acdo antimicrobiana, e por ndo interferem
nas caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas do alimento, sdo adicionadas as protec6es
(CARNELOSSI, 2021; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2015).

Tabela 4 - Estudos da aplicagdo da nisina em diferentes tipos de produtos minimamente

processados.

Produto Aplicacéo e Resultados










Fonte: Autor (2022).

4.7 APLICACAO DA NISINA NA INDUSTRIA DE PESCADOS

Pescado é um termo genérico o qual engloba uma variedade de animais marinhos que
incluem peixes, moluscos, crustaceos, anfibios, quelénios e mamiferos de 4gua doce ou salgada,
que séo disponibilizados para a alimentagdo humana (BRASIL, 2017).

O pescado é uma rica fonte de proteina para a alimentacdo humana. No entanto, seu
consumo é limitado devido a rapida deterioracdo que esses alimentos sofrem assim que sao
retirados do mar (IAHNKE, 2022). Esses sao um dos alimentos mais vulneraveis e possuem
baixa vida util, devido a suas propriedades biolégicas. Assim, por conta da busca por produtos
de qualidade, e, especialmente os saudaveis, houve um estimulo ao desenvolvimento de novas
pesquisas para a criacdo de tecnologia de obstaculos como forma de conservacdo (ANDRADE
et al.,, 2007). O principio fundamental que rege esta conservacdo € o controle do
desenvolvimento microbiano, por meio da do uso de uma série de obstaculos que funcionam
como barreiras a sobrevivéncia dos micro-organismos ou que inviabilizam a acdo dos
microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos como reducdo da temperatura de
armazenamento; processos térmicos e aplicacdo de barreiras como os biofilmes
(GIAMPIETRO; REZENDE-LAGO, 2009; REZENDE-LAGO, 2021).

Portanto, conforme citado acima, os pescados sdo alimentos vulneraveis a deterioracao,
em especial, sdo predispostos a sofrerem oxidacdo lipidica que causa odores e sabores
indesejaveis ao produto (DE OLIVEIRA ROSA, 2019). E essa deterioracdo ocorre de forma
rapida e expressiva, ocorrendo gracas a acdo de agentes microbiologicos psicotrépicos, tais
como Pseudomonas, Shewanella e Flavobacterium spp. (CORDEIRO et al., 2021)

A capacidade de venda e compra desse produto estd associado ao grau de frescor e a



garantia da qualidade até a chegada ao consumidor. O pescado de 6tima qualidade mantém
caracteristicas sensoriais e microbioldgicas tipicas de peixe fresco, e, para tanto é fundamental
que durante a despesca ocorram procedimentos apropriados de abate e acondicionamento em
baixas temperaturas (BERNANDES, 2021).

Quanto a oxidacdo, esta estd associada a composicao lipidica desses produtos, que
possuem elevados teores de acidos graxos insaturados, favorecendo reagdes que iniciam com a
formacdo de radicais livres, caracterizando-se por uma absorcdo acelerada de oxigénio, e
finalizam com a producéo de peroxidos, ou seja, sdo substancias instaveis e se decompdem em
aldeidos e cetonas que geram mudancas sensoriais negativas (MACHADO et al., 2020;
FREIRIA, 2017). Além disso, grande concentracdo de &gua nesses alimentos frescos gera um
aumento significativo da velocidade de oxidacdo, uma vez que ha biodisponibilidade para a
atividade dos metais catalisadores dessa reacdo (IAHNKE, 2022).

A fim de aumentar a vida de prateleira desses produtos, tecnologias de barreiras sdo
empregadas. Assim, essas tecnologias se fundamentam na aplica¢ao de parametros combinados
(obstaculos) que podem atuar de diferentes formas, como por meio da sinergia a fim de inibir
ou atrasar o crescimento microbiano resultando em produtos estaveis a temperatura ambiente
(ANDRADE et al., 2007; IAHNKE, 2022).

Logo, a conservacdo sugerida pelo método de barreiras é baseada na selecdo de
diferentes obstaculos para se evitar a deterioracdo dos alimentos, inibindo o crescimento de
micro-organismos (LEISTNER & GOLD, 2002; BARROS et al., 2020). Segundo com Leistner
(2002) quanto maior o numero de barreiras presentes, entdo mais acelerada € a exaustdo
metabdlica devido a energia necessaria para manter a homeostase interna sob condicdes de
estresse.

Entre essas técnicas de barreira temos barreiras fisicas, como a acdo de meios térmicos
para inativar 0s microrganismos, como pasteurizacdo; esterilizacao; refrigeracéo entre outros.
Temos meios fisico-quimicos como atividade de agua, sal; nitritos e nitratos. E temos barreiras
microbiol6gicas como a bacteriocina nisina (CORDEIRO et al., 2021).

Assim, a nisina é de grande importancia para a conservacdo de pescados, ja que essa
barreira gera modificacGes que melhoram as condic¢des sensoriais desses produtos, aumentando
a estabilidade dos alimentos e fazendo com que sua vida de prateleira seja estendida mesmo
sobre produtos frescos. Além disso, hd um incremento da seguranca alimentar e a possibilidade
de servir mais consumidores, de forma segura, mesmo estando distantes das fontes de producéo
desse alimento (CORDEIRO et al., 2021).



Tabela 5 — Estudo da aplicacéo da nisina em pescados.

Produto Aplicacéo e Resultados

Fonte: Autor (2022).

4.8 APLICACAO TERAPEUTICA DA NISINA

Tradicionalmente a nisina é utilizada em alimentos, no entanto pesquisas recentes
evidenciam o uso dela com finalidades terapéuticas. Uma das principais aplicacdes esta
relacionada ao uso da nisina no tratamento de diferentes enfermidades para animais, como cées
e bovinos. Um dos exemplos dessa aplicacdo esta relacionado a aplicacdo de nisina em produtos
odontoldgicos como agente antibacteriano para a prevencdo céries dentais para animais
(TROVAO, 2017).

Outras pesquisas mostram a eficacia da atividade antimicrobiana da nisina no controle



de infecgOes causadas por Staphylococcus ssp. em um modelo animal, tanto no trato
respiratério quanto que gera mastite, uma inflamacdo do parénquima mamario que pode ser
causada por diversos agentes infecciosos e € considerada a principal doenga que afeta os
rebanhos leiteiros no Brasil (DE KWAADSTENIET; DOESCHATE; DICKS, 2009;
DOESCHATE; DICKS; MELLETT; HOFFMAN, 2004; FERNANDEZ et al., 2008;
KOPROVSKI, 2021; SILVA, 2018).

Além disso, ha estudo da aplicacdo de nisina como uma alternativa eficiente a
antibidticos para o tratamento de mastite estafilococica durante lactacdo em humanos também
(VIDUEDO, 2015). Além disso, bacteriocinas produzidas por espécies de Enterococcus,
Lactococcus sp. e Streptococcus sp. sdo relacionadas como forma de tratamento alternativo
contra a acne de origem bacteriana (CEBRIAN, 2017).

Além dessas aplica¢fes ha uma vertente que estuda a nisina como futuro para tratar de
microrganismos que se tornaram resistentes a tratamentos tradicionais com antibidticos. A
crescente de patdgenos resistentes é considerada uma das principais causas de infeccBes
hospitalares, contribuindo para uma elevada taxa de mortalidade (SAHA et al., 2017; BAUER
& SAMPATHKUMAR, 2017).

Entre os patdgenos resistentes temos o Staphylococcus aureus, que se tornou resistente
ao antibidtico meticilina (MRSA). O autor SILVA, César Matos Ribeiro (2018) relatou sobre a
acao da nisina sobre o microrganismo Staphylococcus aureu. Segundo o autor esse patdgeno €
um dos maiores problemas de saude publica devido a sua habilidade adquirida de desenvolver
resisténcia a antibidticos tradicionais como a meticilina.

Nesse sentido, entra em acdo a habilidade das Bacteriocinas que sdo apontadas como
alternativas promissoras para o controle deste patdgeno. As vantagens da bacteriocinas iniciam
ao serem ativas contra diversos patégenos humanos e por atuarem sem afetar a microbiota
normal do corpo. Ao serem comparadas aos antibioticos possuem a vantagem de serem
inativadas por enzimas digestivas do corpo humano (ALCIVAR; ESPINOZA ZAMBRANO,
2018). A mais fundamental diferenga entre as bacteriocinas e antibidticos € que as bacteriocinas
restringem a sua atividade a certos patdogenos, enquanto os antibioticos tém um espectro de
atividade amplo. Além disso, as bacteriocinas sdo sintetizadas ribossomicamente e produzidas
durante a fase Log de crescimento do microrganismo, enquanto os antibioticos sdo geralmente
metabolitos secundarios (DE SOUZA OLIVEIRA, 2019).



5. CONCLUSAO

Portanto, como constatou-se os alimentos se deterioram com facilidade, perdendo tanto
as caracteristicas organolépticas, quanto reduzindo sua qualidade nutricional. Isso gera, como
consequéncia, uma diminui¢do na vida de prateleira dos produtos e podem colocar em risco a
satde do comensal. A fim de conservar os alimentos com qualidade e seguranca alimentar,
fica claro a necessidade de se desenvolver alternativas para que, atreladas as tecnologias
existentes (desidratacdo; tratamentos térmicos; congelamento; refrigeracédo; radiacdo etc.),
possibilitem & industria disponibilizar alimentos de qualidade microbiol6gica sem adi¢cdo em

demasia de aditivos alimentares ndo naturais. Neste sentido, como aliados, surgem as



bacteriocinas, que sdo substancias naturais com propriedades bioconservadoras, advindas de
bactérias Acido Laticas (BAL). Essas nisinas, conforme citado, s&o peptideos antimicrobianos
extracelulares, sintetizados nos ribossomos dos microrganismos Lactococcus ssp. Esses
peptideos apresentam ambas as acOes bacteriostatica ou bactericida, especificamente em
bactérias Gram-positivas, incluindo a esporulacdo, mas dependendo da matriz também é
aplicada em bactérias Gram-negativas. Portanto, pode-se verificar que o espectro de acdo da
nisina é amplo, e dentre os microrganismos patogénicos, 0s particularmente sensiveis a acao
da nisina sdo: Actinomyces spp., Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp.,
Listeria spp., Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. Este peptideo é o Unico aditivo da
classe que ¢é liberado pelo FDA para aplicacdo em alimentos utilizados em consumo humano.
Foram realizados estudos toxicologicos in vitro (toxicidade aguda, crénica e subcrénica,
resisténcia cruzada e sensibilidade alérgica) que demonstraram que a ingestdo da nisina nao
causa efeitos toxicos ao organismo humano uma vez que € inativada pela quimiotripsina,
enzima que é produzida pelo pancreas e € liberada no intestino delgado. A fim de descrever a
ampla atividade da nisina diversos artigos que exemplificam a atividade positiva da aplicacédo
da nisina foram evidenciados neste trabalho de conclusdo de curso. Comprovando, assim, que
ao usar a nisina como um agente antimicrobiano, independentemente do tipo de matriz
alimentar em que é aplicada, os resultados coincidem em alcancar um aumento da vida util
dos produtos reduzindo a necessidade de adicionar outros conservantes nao naturais, que sao
cada vez menos apreciados pela populacdo e cada dia mais evitados, e ndo alterando as
propriedades organolépticas e propriedades e fisico-quimica nas matrizes em que foram

adicionadas.
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