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RESUMO

Nos ultimos anos, os consumidores de alimentos tém buscado por alimentos
microbiologicamente seguros, porém com reduzida concentragdo de aditivos
sintéticos. Neste sentido, tem emergido o uso de substéncias antimicrobianas de
origem natural. Outra tendéncia € a utilizagdo de dois ou mais compostos
antimicrobianos, que apresentem acao sinérgica, no controle de patogenos de
veiculagdo alimentar. Neste sentido a microalga Spirulina platensis tem sido
reconhecida pela presenca de compostos com propriedades antimicrobianas.
Peptideos antimicrobianos (bacteriocinas) também tem sido uma tendéncia no
controle de patdgenos alimentares. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a acao sinérgica de extratos de S. platensis e nisina de uso comercial na inibicao
do crescimento de bactérias Gram-positivas (+) e Gram-negativas (-). Foram
realizados quatro protocolos de extragcdo de compostos de S. platensis, seguido do
teste de disco difusdo para bactérias Gram-positivas e Gram- negativas, tendo sido
testadas um total de 24 bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Foi
selecionada a extracdo alcoolica-acido féormico-sonicacéo por apresentar atividade
antimicrobiana contra 91% das cepas testadas, com tamanhos de halo variando de
10 a 30 mm no teste de disco difusdo. A partir destes resultados, foram
selecionadas as bactérias Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus. O teste de disco difusdo também foi realizado com nisina
BV® na concentragado de 12,5 mg/mL. Ensaios de Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) e o teste de checkerboard foram realizados. Os valores de CIM para a nisina
isolada variaram de 0,5 a 0,12 pg/mL e para o extrato variaram de 0,5 a 0,06ug/mL.
Quando ambos compostos foram combinados, os valores foram de 0,12 a 0,0078
pMg/mL. Os valores de ICIF foram de 0,302 a 0,18 representando sinergismo entre
os compostos. A Curva de crescimento microbiano com as substancias combinadas
nos intervalos de 0, 2, 6, 12 e 24 horas, mostrou eficiéncia na redugao microbiana
quando os compostos foram utilizados na forma combinada. Testes de Citometria
de Fluxo e Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) foram realizados para
confirmar a lesdao das bactérias testadas na presenga dos compostos
antimicrobianos combinados; a Citometria de Fluxo foi realizada com o extrato de
S. platensis separadamente e o MEV foi realizado a partir dos compostos
separados e o combinado das duas substancias. Na analise por Citometria de Fluxo
utilizando lodeto de propidio foi observado um deslocamento do pico de intensidade
do fluordéforo, indicando aumento da permeabilidade da membrana bacteriana. L.
monocytogenes tratada com extrato de S. platensis e nisina combinadas
apresentaram caracteristicas de extravasamento de material intracelular, sugerindo
o rompimento de membrana celular, quando observado ao MEV. Estes resultados
sugerem que a combinagao de S. platensis e nisina tem potencial para aplicagéao
na industria alimenticia como alternativa para os conservantes sintéticos, uma vez
que ambas as substancias tém status GRAS (geralmente reconhecido como
seguro) e apresentaram acado antimicrobiana sinérgica contra patdgenos
importantes veiculados por alimentos, potencializando seus efeitos.

Palavras-chave: Arthrospira platensis; bacteriocina; conservante natural;
sinergismo antimicrobiano.



ABSTRACT

In recent years, food consumers have been looking for microbiologically safe foods,
but with a reduced concentration of synthetic additives. In this sense, the use of
antimicrobial substances of natural origin has emerged. Another trend is the use of
two or more antimicrobial compounds, which present synergistic action, in the
control of foodborne pathogens. In this sense, the microalgae Spirulina platensis
has been recognized for its high amount of phenolic compounds, which have
antimicrobial properties. Antimicrobial peptides (bacteriocins) have also been
trending in the control of foodborne pathogens. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the synergistic action of extracts of S. platensis and commercially
used nisin in inhibiting the growth of Gram-positive (+) and Gram-negative (-)
bacteria. Four extraction protocols of S. platensis compounds were performed,
followed by the disc diffusion test for Gram-positive and Gram-negative bacteria,
with a total of 24 Gram-positive and Gram-negative bacteria tested. Alcoholic acid-
formic acid-sonication extraction was selected because of its antimicrobial activity
against 91% of the strains tested, with halo sizes ranging from 10 to 30 mm in the
disk diffusion test. From these results, Escherichia coli, Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus bacteria were selected. The disk diffusion test was also
performed with nisin BV® at a concentration of 12.5 mg/mL. Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) assays and the checkerboard test were performed. MIC values
for isolated nisin ranged from 0.5 to 0.12 pg/mL and for the extract ranged from 0.5
to 0.06 ug/mL. When both compounds were combined, the values ranged from 0.12
to 0.0078 pg/mL. ICIF values ranged from 0.302 to 0.18 representing synergism
between compounds. The microbial growth curve with the substances combined in
the intervals of 0, 2, 6, 12 and 24 hours, showed efficiency in the microbial reduction
when the compounds were used in the combined form. Flow Cytometry and
Scanning Electron Microscopy (SEM) tests were performed to confirm the injury of
the bacteria tested in the presence of combined antimicrobial compounds, Flow
Cytometry was performed with the S. platensis extract separately and the SEM was
performed from of the separate compounds and the combination of the two
substances. In the Flow Cytometry analysis using propidium iodide, a displacement
of the peak intensity of the fluorophore was observed, indicating an increase in the
permeability of the bacterial membrane. In the observation carried out with SEM,
extravasation of intracellular material was observed, suggesting the disruption of the
cell membrane, especially when treated with S. platensis and nisin combined. These
results suggest that the combination of S. platensis and nisin has potential for
application in the food industry as an alternative to synthetic preservatives, since
both substances have GRAS status (generally recognized as safe) and have shown
antimicrobial action against important pathogens transmitted by foods, with synergy
between them, enhancing their effects.

Key-words: Arthrospira platensis; bacteriocin; natural preservative; antimicrobial
synergism.
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1 INTRODUGAO

A crescente preocupacédo do consumidor com a inocuidade e seguranga dos
alimentos vem incentivando a industria alimenticia a buscar novas alternativas e
tecnologias capazes de assegurar a qualidade e seguranga de alimentos.
Anualmente, cerca de 2 bilhdes de individuos s&o afetados de forma direta e indireta
com doengas relacionadas a alimentos, que ocorrem devido a contaminacéo alimentar
de origem microbiologica (ALSHUNIABER; KRISHNAMOORTHY; ALQHTANI, 2020).
Por consequéncia, se torna necessario o controle destes microrganismos patogénicos
causadores de intoxicagdes e/ou infec¢des, que geralmente envolvem agentes como
Campylobacter  jejuni,  Clostridium  perfringens, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus (ALSHUNIABER,;
KRISHNAMOORTHY; ALQHTANI, 2020).

Os métodos tradicionalmente utilizados para o controle do crescimento de
microrganismos em alimentos visando sua conservagéo, acréscimo da vida util e
prevencdo de doencgas de origem alimentar envolvem a aplicagdo de aditivos e
conservantes sintéticos, associados ao controle da temperatura. No entanto, a
aplicacao de aditivos naturais que resultem no aumento da fase lag € uma nova
alternativa ao controle microbiolégico de patdégenos e deteriorantes (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2015; TORTORA; FUNKE; CASE,2012). Neste contexto,
surgiram os produtos Clean Label, para o qual uma das vertentes envolve a
substituicdo de aditivos sintéticos por produtos de origem natural (MARUYAMA;
STRELETSKAYA; LIM, 2021; ASIOLI et al., 2017).

O conceito Clean Label tem se mostrado como fator importante por uma parcela
do publico consumidor na escolha de produtos alimenticios, que buscam por alimentos
nos quais os conservantes e outros aditivos sejam de origem natural.lsso trouxe
consigo novos desafios as industrias de processamento alimentar, sendo necessario
0 uso de novas tecnologias ou a combinagdo de tecnologias direcionadas a
necessidade atual de substituir os conservantes artificiais por naturais, reaproveitar
subprodutos com potencial aplicagdo alimentar buscando menor desperdicio de
matéria prima, que sejam seguros ao consumo e atendam aos requisitos de qualidade
(MISRA et al., 2017; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015).

Alguns dos aditivos naturais estudados incluem componentes proveniente de

animais, plantas e microrganismos que sao utilizados como agentes de defesa nos



14

organismos que os sintetizam, como as lacperoxidases no leite, as lisozimas no ovo
branco, saponinas e flavondides nas ervas, quitosanas no camarao, e bacteriocinas
produzidas por bactérias laticas, como a nisina. Também tem recebidoatengao os
compostos bioativos extraidos de biomassas de microalgas, como a Spirulina
platensis, devido ao fato de possuirem acédo antimicrobiana e antioxidante, além de
poderem ser utilizados como fonte de pigmentos naturais, com forte tendéncia de
aplicacao na industria de alimentos (MISRA et al.,, 2017; CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2015).

Spirulina platensis ou Arthrospira platensis € uma microalga pertencente a
classe das cianobactérias, considerada um organismo multicelular fotossintético com
altos indices proteicos e diversos beneficios comprovados a saude do consumidor,
incluindo atividade antimicrobiana (MISRA et al.,, 2017; CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2015).

A nisina é uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis, com agao
antimicrobiana bem estabelecida e muito utilizada na industria de produtos lacteos
(MISRA et al., 2017; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015).

Considerando os aspectos abordados, neste trabalho buscou-se avaliar a acéo
de extratos de S. platensis e da bacteriocina nisina frente a microrganismos
patogénicos comumente detectados como contaminantes em alimentos, além de
avaliar a sinergia dos dois compostos citados frente ao crescimento microbiano.

Convém destacar que nos ultimos anos muitos artigos cientificos avaliaram o
efeito antimicrobiano da S. platensis em matrizes alimentares, porém nao ha relatos
cientificos sobre o sinergismo entre compostos dessa microalga com bacteriocinas
(MISRA et al., 2017; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015). Assim, a tematica
deste trabalho apresenta-se como uma premissa cientifica atual e podera contribuir
com a industria de alimentos na pesquisa de conservantes naturais que atendam a

tendéncia mundial de diminui¢cao da aplicacédo de aditivos quimicos em alimentos.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo geral

Determinar a agao antagbnica de nisina e compostos extraidos de S. platensis
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, potencialmante patogénicas em

alimentos.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a extracdo de compostos antimicrobianos da biomassa de S.
platensis por quatro métodos: extragao alcodlica, ultrassom, banho-alcool-acetona e
alcéolica-acido formico-sonicacao;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos extraidos contra 24 cepas
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas para a sele¢cao do extrato com maior
potencial antimicrobiano e das cepas mais afetadas;

- Avaliar a agao sinérgica do extrato de S. platensis selecionado associado a
nisina contra as bactérias selecionadas;

- Avaliar a curva de crescimento bacteriano com extrato de S. platensis
associado a nisina;

- Realizar citometria de Fluxo para verificar a acdo da S. platensis na
membrana plasmatica das bactérias testes;

- Verificar as alteracbes da parede bacteriana causada pelo extrato e nisina

através da microscopia eletronica de varredura.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Spirulina platensis

A utilizagao da Spirulina sp. na alimentacgao teve inicio na pré-histéria. O cultivo
da Spirulina sp. comegou no Lago Texcoco, no México, pelos povos astecas, e no Lago
Chade, na Africa, pela tribo Kanembu, que retiravam a alga do lago, secavam e
utilizavam-na para a confecgao de bolos e paes (AMBROSI et al., 2008; COLLA etal.,
2007; SANCHEZ et al., 2003; BELAY, 2002).

S. platensis, também conhecida como Atrhospira € uma microalga pertencente
a classe das cianobactérias, multicelular, flamentosa e fotossintética caracterizada
por sua estrutura cilindrica em forma de espiral ndo ramificavel de coloragao
verde/azulada (Figura 1) (VONSHAK, 1997; BECKER, 2007; CELEKLI,
YAVUZATMACA; BOZKURT, 2009; KORU, 2012).

Figura 1 - Microalga Spirulina (Arthrospira) platensis.

Fonte: MICROALGAE (2021)

Trata-se de uma microalga citada pela primeira vez pelo algologista francés
Dangeard, que na década de 40 publicou um relatério sobre um bolo de algas verdes
chamado de dihé, pertencente ao povo Kanembu, localizado préximo ao Lago Chade
no centro do continente Africano. As algas eram secas ao sol antes de seu consumo,
e, posteriormente, estas algas foram identificadas como S. platensis (HENRIKSON,
2009).

S. platensis é considerada uma das principais tendéncias na industria de



17

alimentos por possuir altas concentragcdes de nutrientes, superando diversas plantas,
graos e ervas utilizadas atualmente, além de conter entre 46 a 74% de proteinas de
elevada digestibilidade (BHINGARDE; NIMSE, 2022). Além disso, suacomposi¢cao
também inclui vitamina E, vitaminas do complexo B, B-caroteno, ferro, astaxantina,
ficobiliproteina, ficocianina, clorofila, acidos graxos poli-insaturados (principalmente w-
6) e diversos aminoacidos essenciais, como leucina, valina e isoleucina. Em matéria
seca, cerca de 8~14% sao carboidratos e 4~9% sao lipidios (BECKER, 2007;
GOUVEIA et al., 2010; LUM; KIM; LEI, 2013; YAAKOB et al., 2014; DEMORAIS et al.,
2015; VAZ et al., 2016; MENEGOTTO et al., 2019, LAFARGA, 2019). Na Tabela 1

apresenta-se a composicao nutricional média da S. platensis na sua apresentacao em
po.

Tabela 1 - Composi¢cdo média da biomassa de S. platensis

Composicido g/100 g Composicao mg/100 g
Agua 4,68 Vitamina C 10,1
Proteina 57,5 Vitamina B6 0,364
Carboidratos 23,9 Tiamina 2,38
Fibra 3,6 Riboflavina 3,67
Célcio 0,120 Niacina 12,8
Ferro 0,028 Vitamina E 5,0
Magnésio 0,195 Vitamina K 0,02
Fosforo 0,118 B-caroteno 0,342
Potassio 1,36 Isoleucina 3210
Lipidios totais 7,72 Valina 3510
18:1n-92 0,347 Leucina 4950
18:2n-6b 1,25 Arginina 4150
18:3n-3°€ 0,823 Alanina 4520

Legenda. #Acido oleico; PAcido linoléico; cAcido linolénico.
Fonte: Adaptado de FDC - Food Data Central (2018).

A agéncia de fiscalizagdo americana Food and Drug Administration (FDA),
responsavel por garantir a seguranca alimentar e a saude publica do consumidor,
classifica a S. platensis na categoria Generally Recognized as Safe (GRAS), portanto,
podendo ser utilizada como ingrediente e/ou alimento pela industria alimenticia, de
forma segura (LAFARGA, 2019).
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Esta microalga apresenta propriedades nutricionais e funcionais como estimulo
ao sistema imunologico (AMBROSI et al., 2008), efeito protetor contra diabetes e
obesidade (ANITHA et al., 2010) e controle de dislipidemias (NARMADHA et al.,
2012), além de inibicao da replicagao viral (AMBROSI et al., 2008); apresenta também,
efeitos anticarcinogénico (CARREIRA et al., 2018). Com isso, a microalga se torna
uma excelente matéria-prima com composi¢cao apropriada para uma alimentacao
saudavel, sendo utilizada também para enriquecer nutricionalmente alimentos como
biscoitos (BATISTA et al., 2017; SILVA; VALLE; PERRONE, 2021), barras de cereais
(LUCAS et al., 2019), massas (FRADINHO et al., 2020; GRAHL et al., 2020; ZEN et
al., 2020), bebidas lacteas (OLIVEIRA et al., 2021), sorvetes (TIEPO et al., 2021;
FARESIN et al., 2022) e iogurtes (SILVA et al., 2019). Porém, existem desafios na sua
utilizagdo, como a reducéo na qualidade sensorial, devido a coloragao verde e o sabor
e aroma desagradaveis relatados pelo consumidor (SILVA; VALLE; PERRONE,
2021).

3.2 Atividade Antimicrobiana da S. platensis

Spirulina sp. € uma das microalgas comercialmente utilizadas como
suplemento alimentar (SIMPORE et al., 2006; GOUVEIA et al., 2010; SILVA et al.,
2022; MATOS et al., 2017). Além das proteinas convencionais, a S. platensis também
contém percentuais de ficobiliproteinas, que sao pigmentos coloridos que funcionam
como receptor de luz para a fotossintese, sendo a estrutura constituida por cromoforos
ligados a residuos de cisteina de uma apoenzima; as ficobiliproteinas de microalgas
sao classificadas em trés grupos: ficoeritrina, aloficocianina e ficocianina (SANTIAGO-
SANTOS et al., 2004). Diversos estudos tém atribuido o potencial antioxidante e
antimicrobiano da S. platensis a ficocianina (DENG e CHOW, 2010; GOUDA et al.,
2015; SILVA et al., 2019). Outros autores por sua vez, indicam que a atividade
antimicrobiana pode ser justificada pela presenca de acidos graxos como o y-
linolénico (ELSHEEKH et al., 2014).

A atividade antimicrobiana de S. platensis pode ser atribuida a diferentes
compostos como o acido gama-linolénico, acidos graxos, efeito sinérgico de acido
laurico e palmitoleico (YAMAGUCHI et al., 1998; DEFOIRDT, 2007). As substancias
antimicrobianas extraidas da biomassa algal sdo mais efetivas para a inibicdo de

bactérias Gram-positivas, o que pode ser atribuido ao fato de que a parede celular em
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bactérias Gram-positivas consiste em uma unica camada, enquanto a parede celular
de bactérias Gram-negativas, consiste em uma estrutura de multicamadas delimitada
por uma membrana celular externa (DENG et al., 2012) e/ou devido a barreira de
permeabilidade fornecida pela parede celular ou ao mecanismo de acumulagao de
membrana (HALLIWELL; GUTTERIDGE; ARUOMA,1987).

Diversos solventes como metanol, diclorometano, éter de petréleo e acetato de
etila tém sido usados para extrair os compostos bioativos da S. platensis (OZDEMIR,
2018). Neste sentido, alguns autores indicam que a atividade antibacteriana dos
compostos extraidos pode ser mascarada pela presenca de compostos inibidores nos
extratos, sendo importante, portanto, eliminar os solventes utilizados nos processos
de extracao, realizando a completa evaporagao através do ponto de ebuli¢do correto
e secagem total do solvente (MARCOCCI; PACKER; DROY-LEFAIX, 1994).

3.3 Bactérias Potencialmente Patogénicas em Alimentos

As doencas transmitidas por alimentos ocorrem quando um patégeno € ingerido
com alimentos e se estabelece (e geralmente se multiplica) no hospedeiro humano, ou
guando um patdgeno toxigénico se estabelece em um produto alimentar e produz uma
toxina, que é entao ingerida pelo hospedeiro humano. Assim, as doengas transmitidas
por alimentos sao geralmente classificadas em: (a) infecgdo alimentar e (b)
intoxicacao alimentar (BINTSIS, 2017).

Dentre os patdgenos alimentares, se destacam as bactérias que causam um
grande numero de doengas com efeitos significativos sobre a saude humana e a
economia, sendo as espécies mais prevalentes: Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Cronobacter sakazakii, sorotipos de
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus
aureus, Vibrio sp. e Yersinia enterocolitica (BINTSIS, 2017).

A maioria das bactérias patogénicas sdo mesdfilas, com temperatura 6tima de
crescimento variando de 20 °C a 45 °C. No entanto, certos patégenos transmitidos por
alimentos como Listeria monocytogenes e Y. enterocolitica sdo capazes de crescer
sob condi¢gdes de refrigeracdo ou temperaturas inferiores a 10 °C (psicrofilos)
(BINTSIS, 2017).

A conscientizagao sobre o impacto na saude publica de patégenos transmitidos

por alimentos tem crescido e o surgimento de novos patégenos e a forma de
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transmissao esta mudando ou esta associada a novos veiculos alimentares. Ainda, a
resisténcia antimicrobiana dos patdégenos transmitidos por alimentos é um problema
emergente de saude publica (AKBAR E KUMAR-ANAL, 2011).

Praticas inadequadas de manipulagdo e saneamento de alimentos, sistemas
regulatorios fracos, falta de educag&o para manipuladores de alimentos e mudanca
no perfil do consumidor, impactando na reducdo de aditivos quimicos, sdo as
principais razdes para a ocorréncia comum de doengas transmitidas por alimentos em
diversos paises (AKBAR E KUMAR-ANAL, 2011).

3.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sao cocos Gram-positivos imodveis que aparecem
sozinhos ou em pares, tétrades, cadeias curtas ou aglomerados caracteristicos
“semelhantes a uvas”. Os estafilococos sdo anaerdbios facultativos, com excecéo de
Staphylococcus saccharolyticus e S. aureus, que crescem mais rapidamente em
condigbes aerdbias (BACON, 2003). S. aureus pode sobreviver por longos periodos em
locais secos, e isolado do ar, poeira, esgoto e agua, tornando-o um dos patégenos
mais resistentes ndo formadores de esporos (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION
FDA, 2012).

A distribuicdo do S. aureus é muito ampla, visto que essa bactéria é
significativamente capaz de resistir a dessecagao e ao frio, podendo permanecer
viavel por longos periodos em particulas, como as de poeira (BANNERMAN, 2003).
Tem grande importancia quando encontrado nos alimentos, sendo considerado um
microrganismo indicador e também um importante patégeno, que leva a um quadro
de intoxicag&o alimentar devido a ingestao de toxinas pré - produzidas no alimento.
Sua presenca indica que houve falhas nos cuidados de manipulacéo, pois 0 mesmo é
encontrado normalmente na microbiota da pele, nasofaringe e fossa nasal do seres
humanos. Para que isto ndo ocorra, é importante que o alimento sofra uma rapida
refrigeracao, limitando a multiplicacao do agente e consequente producao de toxinas
(SALES et al., 2013).
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3.3.2 Salmonella sp.

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae, agrupa
bacilos Gram-negativos, anaerodbios facultativos e mesdfilos. Sdo termossensiveis,
sendo eliminados em temperatura maior ou igual a 65 °C. Na maioria das vezes, esses
microrganismos possuem flagelos, o que Ihes possibilita mobilidade. Seu pH 6timo
para crescimento € 7,0, ndo sendo capaz de resistir a um pH menor do que 4,0 e
maior do que 9,0 (FRANCO; LANDGRAF, 2002; GERMANO; GERMANO, 2015). O
género Salmonella apresenta divisdo em duas espécies, a Salmonella enterica com
2610 sorotipos e a S. bongori com 23 sorotipos. A espécie S. enterica possui seis
subespécies, e dentre elas, a de maior importancia é a subespécie enterica, por
possuir sorotipos patogénicos, como o Typhi e o Paratyphi (FRANCO; LANDGRAF,
2008; SILVA et al, 2017; BRASIL, 2020). Os sorotipos séo identificados pelo
esquema Kauffmann-White, baseado em diferengcas em relagdo aos antigenos de
superficie, localizados na membrana lipopolissacaridica (GRIMONT; WEILL, 2007;
ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014; BRASIL, 2020).

Bactérias do género Salmonella apresentam a capacidade de aderir as
superficies como teflon, aco, vidro e férmica, formando uma camada de
mucopolissacarideo denominada biofilme. Desta forma, falhas na higienizagdo de
equipamentos e utensilios podem ser responsaveis pela contaminacao de alimentos por
este microrganismo, bem como o contato com matéria de origem fecal (VAN HOUDT;
MICHIELS, 2010; SILVA et al., 2017).

Conforme as normas brasileiras vigentes (BRASIL, 2019), Salmonella spp.
deve estar ausente em qualquer tipo de alimento, ja que a maioria dos sorovares
desse género é patogénico ao homem (FORSYTHE, 2013). No Brasil, a metodologia
analitica para a detecgdao de Salmonella spp. em amostras de alimentos e agua é
definida pela Instrugado Normativa (IN) n°® 60 de 23 de dezembro de 2019 que preconiza
o0 método microbioldgico convencional como padrao para diagnéstico (BRASIL, 2019).
Ja a Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 331 de 23 de dezembro de 2019 cita
os padrdes necessarios em um determinado alimento para este ser considerado

préprio ao consumo.
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3.3.3 Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo ndo formador de esporos. Pode ou nao ser
mével; alguns bastonetes sao flagelados e outros ndo (MITSCHERLICH, 1984). E um
microrganismo comensal, presente no intestino de mamiferos e aves. Crescem em
temperaturas de 18~44 °C sendo 37 °C a temperatura étima de crescimento
(FERREIRA & KNOBL, 2009).

E. coli compreende um grande e diversificado grupo de bactérias. E um
microrganismo anaerobio facultativo e fermenta agucares simples, como glicose, para
formar acido latico, acético e férmico; o pH 6timo para o crescimento é 6,0 a 8,0; no
entanto, o crescimento pode ocorrer tdo baixo quanto pH 4,3 e tdo alto quanto 9,0 a
10,0 (MITSCHERLICH, 1984). A maioria das cepas de E. coli sdo inofensivas; outras
cepas adquiriram caracteristicas, como a producdo de toxinas, que as tornam
patogénicas humanos (GARCIA, 2010). E. coli patogénica foi categorizada em seis
grupos de acordo com 0 mecanismo de agao patogénica e de maior preocupagao para
a saude publica: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora da
toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa
(DAEC) (CROXEN, 2013).

3.3.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € um bacilo Gram-positivo, ndo formador de esporo,
anaerobio facultativo. Células jovens, quando observadas ao microscoépio,
apresentam-se na forma lisa, assemelhando-se a pequenos difteréides, medindo de1,0
a 2,0 ym por 0,5 ym. Apds trés a cinco dias de incubacgao, no entanto, apresentam-se
como bacilos longos, medindo de 6 a 20 y. L. monocytogenes € mével devido a
flagelos, apresentando movimento caracteristico denominado tombamento, que
auxilia na sua identificacdo. Este microrganismo apresenta reacado positiva para
catalase e negativa para oxidase (FRANCO & LANDGRAF, 2022).

Listeriose € uma infecgdo grave geralmente causada pela ingestdao de
alimentos contaminados com L. monocytogenes. Embora seja uma doenga
relativamente rara, tem alta taxa de mortalidade (20~30%) que a torna uma das

ameacas alimentares mais mortais (JEMMI, 2006). Ha descrito sete espécies que
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constituem o género: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L.
welshimeri, L. grayi, L. murray. As espécies L. innocua, L. welshimerie L. seeligeri sao
consideradas avirulentas. Com excegao de L. grayi e L. murray, todas as espécies sao
contaminantes de alimentos. L. monocytogenes tem grande importadncia como
patégeno para o homem e animais (TRABULSI, 1999).

Embora o pH étimo para o crescimento desta bactéria esteja entre 6,0 e 8,0, ela
pode crescer em uma faixa maior, entre 5,0 e 9,0. Em meios de cultura, no entanto, ja
se verificou seu crescimento em pH 9,5. Ambientes com pH inferior a 4,5 e superior a
9,5 sao considerados hostis a L. monocytogenes (FRANCO & LANDGRAF, 2022).

Estima-se que L. monocytogenes cause em meédia 1.591 episddios de doengas
transmitidas por alimentos, 1.455 hospitalizagdes e 255 mortes anualmente no mundo
(SCALLAN, 2011).

L. monocytogenes é€ inativada por pasteurizagado e cozimento; no entanto, em
alguns produtos prontos para consumo a contaminacao dos alimentos pode ocorrer
apés o cozimento na fabrica, porém antes da embalagem. Estes alimentos
apresentam maior risco de listeriose, pois s&o ingeridos sem nenhum processamento
adicional, como cozimento, que causa a morte da bactéria. Muitos desses alimentos
usam refrigeracdo, entre outros métodos, para restringir ocrescimento bacteriano
durante sua vida de prateleira (RAHEEM, 2016).

Ainda, Raheem (2016) descreve que, embora essas praticas padrao funcionem
bem para a maioria das bactérias, elas nao sdo adequadas para o controle da Listeria,
pois 0 organismo € capaz de crescer sob temperaturas de refrigeragdo e muitas vezes

¢ tolerante a temperatura de congelamento, alto teor de sal e baixo pH.

34 Nisina

A nisina € um polipeptideo catidnico, hidrofébico e estavel ao calor. A molécula
de nisina apresenta peso molecular de 3.510 Da, mas este peptideo é capaz de formar
dimeros (7.000 Da, mais estavel) e tetrameros (14 000 Da). Varios tipos de nisina
foram identificados sendo descritos as principais variantes denominadas de A, Z e Q.
Desde o0 ano de 1951, é considerada uma substancia segura (GRAS) pela agéncia
FDA, em parte por sua importante atividade antimicrobiana e também pelo impacto
minimo causado as propriedades sensoriais dos alimentos (MELO et al., 2005).

A nisina tem atividade antimicrobiana direcionada principalmente contra
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bactérias Gram-positivas e em particular as formadoras de esporos. A nisina é capaz
de inibir tanto as formas vegetativas quanto o crescimento de seus esporos (MELO et
al., 2005).

Estudos sugerem que a nisina tem capacidade de inibir a germinagao de
Bacillus e esporos de Clostridium (HURST, 1981; VENEMA et al., 1995). Além disso, a
nisina também pode inibir algumas bactérias ndo formadoras de esporos, como
Staphylococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria, Pediococcus e
Micrococcus e atuam inibindo algumas bactérias Gram-negativas. Também deve ser
destacado que a nisina ndo tem agao inibitoria contra células de levedura, fungos
filamentosos, virus e bactérias Gram-negativas (GHARSALLAOUI et al., 2015).

O mecanismo de agao da nisina foi amplamente estudado e consiste na
adsorcao na superficie da célula-alvo e desestabilizacao da estrutura da membrana
citoplasmatica (GHARSALLAOUI et al., 2015).

Essa adsorgao envolve interagdes eletrostaticas entre a nisina com uma carga
liguida positiva e os fosfolipidos de membrana carregados negativamente
(MCAULIFFE etal., 2001). Essas interagcdes também se devem ao carater hidrofilico da
extremidade C-terminal do polipeptideo. A hidrofobicidade da extremidade N- terminal
da nisina atua subsequentemente para permitir a inser¢ao da nisina na membrana
celular lipidica levando a sua permeabilizacdo. A eficacia dessa integragcado depende
da natureza e conteudo dos fosfolipidios da membrana celular que pode explicar as
diferencas de sensibilidade entre as cepas bacterianas alvo. A liberagdo dos
componentes do citoplasma e/ou lise celular, resulta na morte da bactéria
(MCAULIFFE et al., 2001).

A quantidade de nisina usada depende de muitos fatores como a composicao
da matriz alimentar, intensidade na qual o tratamento térmico € aplicado, a embalagem
utilizada, o pH, tempo de armazenamento antes do consumo e as condi¢cdes de
armazenamento, podendo ser adicionada a alimentos acidos, permanecendo estavel
até uma faixa de pH 8 (MCAULIFFE et al., 2001).

A nisina é utilizada para a conservacdo de leite pasteurizado, queijos
envelhecidos e sopas e vegetais enlatados. Em alimentos enlatados, a nisina é
utilizada além dos tratamentos de pasteurizagao térmica para combater com sucesso
0s esporos resistentes ao calor de bactérias termofilicas acidofilas. Quando utilizada,
deve-se ter cuidado com a presenca de certos compostos quimicos que podem alterar

sua atividade bioldgica. Foi confirmado que o dioxido de titanio e o metabissulfito de
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sédio degradam a nisina e inibem sua atividade pela oxidagdo de pontes dissulfeto.
Além disso, a atividade antibacteriana da nisina € mais potente em meio liquido do
que em meio solido (DELVES-BROUGHTON, 2005).

3.5 Conservantes na Industria de Alimentos

Grande parte dos alimentos, principalmente os de origem animal, possuem
caracteristicas intrinsecas favoraveis a sobrevivéncia e multiplicagdo de
microrganismos patogénicos. Estes levam a diminuigdo da qualidade e da seguranga
do produto, expondo o consumidor ao risco de adquirir enfermidades (ELSHAFEI,
2018).

Os conservantes sao aditivos que previnem ou inibem o crescimento
microbiano e evitam alteragdes quimicas indesejaveis, preservando a qualidade dos
produtos e elevando seu tempo de vida prateleira. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite o uso de diferentes conservantes em alimentos
processados (RODRIGUES, 2019).

Dentre os principais conservantes sintéticos utilizados na industria de alimentos
estdo: acido soérbico e seus derivados, o acido benzdico e seus sais, 0 acido propiénico
e seus sais, o didéxido de enxofre e seus derivados, nitrato e nitrito, o acido acético e
acetatos, o acido p-hidroxibenzdico e seus ésteres (parabenos), o acido lactico e seus
sais e sulfitos (FANI, 2015).

As cepas de Salmonella spp. sao sensiveis a concentragdes de sal superiores
a 9% e inibidas pelo uso de nitrato/nitrito e acido sérbico (TADESSE et al. 2019),
porém vale ressaltar que o uso de aditivos quimicos sintéticos pode favorecer o
surgimento de enfermidades na populagdao (CONTE, 2016).

Os conservantes podem ser considerados, geralmente, substancias estranhas
ao nosso organismo, podendo ser potencialmente toxicas se consumidos de forma
inadequada. O uso de conservantes em alimentos é permitido apds a confirmacéao da
necessidade de uso e estabelecimento de niveis seguros, visto que tais aditivos estao
diretamente relacionados ao surgimento de doengas oncoldgicas e crénicas como a
hipertensdo e o diabetes, ou mesmo agudas, como no caso de alergias e
hiperatividade (CONTE, 2016).

Desta forma, observa-se a crescente demanda por produtos com reducéo ou

mesmo exclusao de aditivos sintéticos em sua composi¢ao, gerando novos desafios
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para as industrias de alimentos no conceito de alimentos Clean Label, os quais
possuem o “rotulo limpo”, por ndo possuirem ingredientes prejudiciais a saudedo
consumidor, como os conservantes e aditivos sintéticos (LIMA, 2013).

A utilizacdo de aditivos naturais vem ganhando cada vez mais espago no
mercado, agregando valor ao produto final; a industria de alimentos tem grande
interesse em compostos naturais para o controle da multiplicagdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes em seus produtos, estes sdo chamados de bio-
conservantes (SAELIM et al., 2017).

Os bio-conservantes podem ter origem microbiana, vegetal ou animal e
apresentam como fung¢do, a capacidade de inibir o crescimento de microrganismos
patogénicos e/ou deteriorantes, constituindo assim, uma nova forma de garantir a
qualidade e seguranga do produto. Tais compostos tém a capacidade de interagir com
moléculas-alvo interferindo nas fungdes das células microbianas (BARROS et al.,
2020).

Vale destacar que a escolha de um bio-conservante deve se fundamentar
principalmente na compatibilidade quimica e sensorial deste com determinado tipo de
alimento. Alguns desses compostos naturais, como as bacteriocinas e os extratos

vegetais, sdo promissoras neste quesito (SAELIM et al., 2017).

3.6 Sinergismo entre Conservantes Naturais

O sinergismo é definido através da agéo conjunta entre dois ou mais compostos
distintos que, atuam de forma simultanea a fim de proporcionar um resultado superior
comparado coma sua agao isolada (JARDINE, 2005).

O uso de agentes antimicrobianos combinados ja € uma pratica bastante
comum no tratamento de enfermidades. Tais combinacbes tém como intuito
potencializar o efeito antimicrobiano, desta forma estes agentes séo aplicados no
controle de microrganismos que apresentam resisténcia aos agentes de forma
isolada. Barbosa (2011) evidenciou que é de grande interesse obter conhecimentos do
mecanismo que determina o sinergismo entre os agentes antimicrobianos, de modo
a predizer quando uma associagao tera a sua eficiéncia aumentada ou ndo. Na area
de alimentos, as combinag¢des de conservantes naturais com conservantes sintéticos,
quando apresentam resultados eficientes permitem com que sejam utilizadas

menores doses dos conservantes sintéticos propiciando um produto mais saudavel,
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com menor concentragdo de aditivos quimicos. Alémdisto, vale ressaltar que a
utilizacado de dois ou mais conservantes naturais, pode gerar efeito sinérgico capaz
de eliminar o uso de conservantes sintéticos (CASTRO, 2010).

Em estudo realizado por Pajohi et al. (2011), a agao sinérgica de 6leo essencial
de sementes de Cuminum cyminum com a nisina, além de potencializar o efeito
antimicrobiano, possibilitou a redug¢ao dos dois agentes, minimizando possiveis efeitos
indesejaveis. A combinacdo de Oleo essencial de Mentha longifoliacom a nisina
também possibilitou a redugcdo do crescimento bacteriano, além de reduzir a
concentragao de 6leo utilizado, evitando assim efeitos indesejaveis nas caracteristicas
sensoriais causado por este 6leo.

Os extratos vegetais e as bacteriocinas apresentam atividade antibacteriana
propiciando um caminho alternativo para as industrias de alimentos e farmacéuticas
substituindo ou complementando os agentes antimicrobianos tradicionais. A forma de
atuacao destes compostos no controle microbiolégico se da principalmente por efeitos
bactericida ou bacteriostatico, além da inibicdo da formacdo e manutengdo de
biofilmes (SILVA et al., 2016; MANCINI et al., 2018; SILVA et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos e Origem da nisina e da Biomassa de S. platensis

Neste estudo, foram utilizados os microrganismos Gram-negativos Escherichia
coli ETEC Bac 17ST, Escherichia coli ATCC 43888, Escherichia coli ATCC — 23922,
Klebsiella pneumonie ATCC-10031, Klebsiella pneumoniae ATCC 2378,
Pseudonomas aeruginosa ATCC — 9027, Pseudomonas aeruginosa P2381,
Salmonella choleraesuis subsp. cholerasuis ATCC 292013, Salmonella enteretides
P3116, Salmonella enterocica subsp enterica sorotipo Typhimurium ATCC 24028,
Yersinia enterocolitica clist 3447 e microrganismos Gram-positivos Staphylococcus
aureus subsp aureus ATCC-25923, Enterococcus faecalis ATCC-29212,
Enterococcus faecium ATCC — 6569, Listeria ivanovii CLIST 2056, Listeria innocua
CLIST 2052, Listeria innocua CLIST 2050, Listeria monocytogenes CLIST 2044,
Listeria monocytogenes CLIST 2032, Listeria monocytogenes CLIST 2044 1/2a,
Listeria monocytogene CLIST 2048, Listeria monocytogeneCLIST 2049, Listeria
seeligeri CLIST 2067, Staphylococcus aureus P2306, Listeria monocytogenes CLIST
2042 3b.

Todos os isolados bacterianos foram armazenados em caldo de infusdo de
cérebro e coragao (BHI) (Neogen Culture Media, EUA) com 20% (v/v) de glicerol
(Merck, Alemanha) emantidos a -20 °C. Estes isolados pertencem a bacterioteca do
Laboratério de Microbiologia Basica e Aplicada (LaMBA) da UTFPR/Campus
Londrina.

A reativagao celular ocorreu em meio BHI caldo e incubagéo a 37 °C por 24h.
Posteriormente, os indculos foram transferidos para meio BHI agar, seguindo a
mesma condig¢ao de incubacéo.

Foi utilizada a nisina comercial (Zhejiang Silver-Engineering Co-Ltd), sendo a
solucdo estoque preparada na concentracao final de 128 ug/mL diluida em agua
ultrapura e esterilizadas por filtragdo em membranas de poliestireno 0,22 pm
(Millipore®).

A biomassa desidratada de S. platensis foi obtida em uma loja de produtos

naturais da cidade de Foz do Iguagu/PR.
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4.2 Estratégia Experimental

Para a obtencéo do extrato de S. platensis foram aplicadas quatro formas de
extragdo: a extracao A (alcodlica), a extragao B (ultrassom), extragao C (banho- alcool-
acetona) e a extragdo D (alcoolica-acido formico-sonicagdo). Para determinagao de
qual extragao seria utilizada, apos a obtencao dos extratos de S. platensis, os mesmos
foram testados para 24 bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, selecionando-se
trés microrganismos de importancia para a area de alimentos e saude publica.

A acdo sinérgica da nisina e o extrato D foi avaliada contra os trés
microrganismos selecionados na etapa anterior. Posteriormente, a concentragéo
obtida no sinergismo foi avaliada quanto ao teste antimicrobiano, realizando-se a
curva de crescimento; na citometria de fluxo foi utilizado a CIM dos compostos
separados e a microscopia eletrénica de varredura (MEV). Na Figura 2 pode-se

visualizar um esquema da estratégia experimental.

Figura 2 - Estratégia experimental.

| 1. Extracéo do composto | 2, Teste antimicrobiano extratos e nisina
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Fonte: Autoria propria (2023)
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4.3 Extracao dos Compostos Bioativos de S. platensis

Os compostos bioativos da biomassa desidratada de S. platensis foram

extraidos através de 4 meétodos distintos, descritos a seguir:

Extragao A) A extragao alcodlica dos compostos antimicrobianos da biomassa
de S. platensis seguiu protocolo descrito por Parisi et al (2009), com modificagdes.
Para tanto, 2,0 g da biomassa desidratada da microalga foi dissolvido em 20 mL de
metanol. Em seguida, a solugao foi mantida sob agitagao durante 1 hora a 25 °C. Apos
a agitacao, a solucao foi mantida em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente,
sendo acrescentado mais 20 mL de metanol. Repetiu-se a extragdo em agitagdo. Em
seguida, a solucéo foi filtrada em papel Whatman 40, sendo o filtrado encaminhado
ao rotaevaporador até eliminagdo completa do solvente (metanol) a partir do seu ponto
de ebulicdo em temperatura de 78, 37 °C. Por fim, o extrato seco foi eluido em agua

ultrapura estéril na concentragao final de 500 ug/mL.

Extragao B) O protocolo utilizando foi o banho de ultrassom para rompimento
das células da microalga e extragdo de compostos antimicrobianos, com protocolo
descrito por Bermejo et al (2006). Uma suspensao de 10 g de S. platensis foi feita em
100 mL de tampao acetato (pH 5,5), sequido de homogeneizagdo. A solucao foi
submetida ao congelamento por 24 h e posterior descongelamento, seguido de 10
minutos de ultrassom, com pausa de 2 minutos. A solugcdo pds sonicacido foi
submetida a centrifugagédo a 5.000 rpm a 10 °C por 10 minutos, e o sobrenadante foi

coletado para as analises antimicrobianas.

Extragcdao C) A extragdo com banho-alcool-acetona foi realizada conforme
metodologia descrita por Machu et al. (2015). Em uma solugao de 30 mL de metanol,
1 mL de acido acético e 69 mL de agua destilada estéril foi acrescentado 10 g de S.
platensis. A mistura foi submetidaa banho-maria por 4 horas a 70 °C. Apds o banho,
foi acrescentado 70 mL de metanol e submetido novamente a 70 °C por 1 hora.
Posteriormente, foi acrescentado 50 mL de acetona, homogeneizado e transferido
para estufa a 30 °C por 1 hora, seguido de acréscimo de 70 mL de metanol e 4 horas
a 20 °C. Apds esse periodo a solugao foi centrifugada por 10 minutos a 5.000 rpm,

protegidos da luz. O sobrenadante foi filtrado em papel Whatman 40, e encaminhado
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ao rotaevaporador até eliminagdo completa dos solventes. O extrato seco foi diluido

em agua ultrapura estéril na concentracéo final de 500 ug/mL.

Extracao D) A extragdo alcoolica-acido férmico-sonicagado seguiu protocolo
descrito por Martelli et al (2020), com modificagées. Uma quantidade de 10 g de S.
plantensis. foi homogeneizada em metanol-acido féormico (99-1). A solugao foi
submetida a agitagcado por 15 minutos a temperatura ambiente, seguido da etapa de
sonicagao por 15 minutos. Esta etapa foi repetida 2 vezes. A solucgéao foi centrifugada a
6.000 rpm por 15 minutos. Apos a centrifugacao, o sobrenadante foi filtrado em papel
Whatman 40, e o material retido no papel foi novamente submetido a extracao descrita
acima. Apods a centrifugacédo, ambos sobrenadantes foram misturados e levados ao
rotaevaporador até eliminagcdo completa dos solventes a partir dos pontos de ebuli¢ao,
em temperatura de 78, 37 °C e 100,5 °C respectivamente. O extrato seco foi diluido

em agua ultrapura estéril na concentragao final de 500 pg/mL.

4.4 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos de S. platensis e

nisina pelatécnica de Disco Difusao

Os testes antimicrobianos para a avaliagao dos extratos obtidos pelos métodos
A, B, C e D foram conduzidos de acordo com a CLSI (2018) e conforme descrito por
Abdalie Ajji (2015), com modifica¢des. Para tanto, 100 pL de suspensao bacteriana
ajustada a 1x10% UFC/mL foi espalhada na superficie do agar BHI. Posteriormente,
discos de papel contendo os extratos A, B, C e D e a solugdo de nisina foram
depositados na superficie do agar, seguido de incubacédo a 37 °C por 24 horas e
mensuragao dos halos de inibicdo com paquimetro.

De posse dos melhores resultados referentes aos métodos de extragédo de S.
platensis e bactérias alvo, foi selecionado o extrato que propiciou maior halo de

inibicdo e trés isolados bacterianos para dar continuidade com os ensaios.
4.5 Efeito Inibitério da nisina e dos Extratos da Spirulina platensis
A determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos de S.

platensis e nisina foi realizada em triplicata segundo metodologia de micro diluicdo em

placas de poliestireno de 96 pogos conforme preconizado pelo CLSI (Clinical and



32

Laboratory Standards Institute - 2018; documento M7-A). Para tanto, 100 pyL de
Mueller-Hinton caldo (MH-Himedia) foram depositadas nos pogos da placa de
microtitulagdo. Posteriormente, 100 pL da solugdo de nisina (512 pg/mL), foi
depositada no eixo X da placa, seguindo de diluicao seriada até a concentragao final
de 0,0037 pg/mL. Por fim, cada pogo recebeu 10 yL da suspensao bacteriana ajustada
a 1x10% UFC/mL.

A duas ultimas linhas constaram do controle positivo, referente ao crescimento
bacteriano sem nisina e somente o0 meio de cultura, ndo recebendo isolado de
suspensao bacteriana. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24h. Apds este
periodo, foi acrescentado 10 yL da solugdo de XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide/Sigma®) a 0,125%, e as microplacas
foram incubadas por mais duas horas a 37 °C.

Posteriormente, a DO foi mensurada em espectrofotémetro (BIOCHOROM) em
absorbancia de 595 nm. O mesmo protocolo foi realizado para o extrato de S.

platensis, nas concentragdes iniciais de 250 a 0,0015 pg/mL.
4.6 Avaliacao do efeito sinérgico entre nisina e extrato de Spirulina

Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos de S. platensis e solugdo de nisina
frente aos isolados bacterianos foi realizada a técnica de micro diluicdo para o ensaio
Checkerboard (EUCAST, 2008). A suspensao bacteriana foi padronizada apartir de
uma cultura de 24 h, até atingir turvagéo igual a suspenséao do tubo 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 1,0x108 UFC/mL).

A montagem da placa seguiu o protocolo descrito anteriormente,
acrescentando no eixo X a solug&o de nisina e no eixo Y a concentragdo de extrato D.
Em cada pocgo foi adicionado 10 yL da cultura bacteriana. As microplacas foram
incubadas a 37 °C por 24 h, e a leitura da DO foi realizada como descrito no item
anterior. Para a avaliagao da interacao entre os diferentes tratamentos foi calculado o
indice de concentragdo inibitéria fracionada (indice CIF) de acordo com
a Equacgao (1):

A B
+—— = + o
MICa = MICh CIFa + CIFb = indice CIF
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Onde A e B sdo a MIC de cada composto em combinag&o (em um unico pogo) e
CIMa eCIMb séo as CIM de cada composto individualmente.
O valor do indice ICIF foi usado para categorizar a interagdo dos dois

compostos testados conforme Tabela 2 (FADLI et al., 2012).

Tabela 2. Valores de ICIF correspondentes as diferentes interagoes.

Interagao ICIF
Sinergismo CIF<0,5
Aditivo 0,5<CIF=<1
Indiferente 1<CIF<2
Antagonismo CIF>2

Legenda. ICIF: indice de concentragao inibitéria fracionada; CIF: concentragao inibitéria fracionada.

Fonte: Autoria propria (2023)
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4.7 Curva de crescimento microbiano

Para verificar a agao do extrato de S. platensis e nisina no desenvolvimento dos
isolados selecionados, foi realizado o0 acompanhamento do crescimento celular (curva
de crescimento). Para tanto, 100 uyL de suspensdo bacteriana ajustada a 1x10°
UFC/mL foi adicionada em 4 mL de caldo BHI, seguido da adi¢do de 1 mL da solugéo
de nisina ou extrato de S. platensis na concentragdo CIM determinada.

Os tubos foram incubados a 37 °C, e nos tempos 0, 2, 6, 12 € 24 h uma aliquota
de 100uL foi retirada e realizada a leitura da densidade 6tica a 540 nm; também foi

retirada uma aliquota de 100 yL para a contagem em placas.

4.8 Citometria de Fluxo para determinagao de células mortas pelos

compostos isolados nisina e extrato de Spirulina

O ensaio de Citometria de Fluxo foi realizado a uma taxa de <15.000 mil
eventos por segundo. Sendo assim, os isolados bacterianos foram tratados com os
respectivos valores de CIM de cada composto, determinadas previamente. Os
tratamentos foram incubados a 37 °C por 18 h sob agitagdo. Apds a incubacéo, as
células foram lavadas em PBS (tampao fosfato-salino) e coradas com iodeto de
propidio (30 ug/mL) (Santa Cruz Biothecnology) para a diferenciagdo de células
viaveis e nao viaveis. O controle foi composto por células ndo tratadas e as analises
foram realizadas em triplicata. Os dados foram adquiridos empregando o citbmetro de

fluxo (BD Accuri™ 6 Plus Personal Flow Cytometer).

4.9 Analise morfolégica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As alteragcdes morfolégicas nos microrganismos nao tratados e tratados com
nisina e extrato de S. platensis foram avaliadas por Microscopia de Varredura (MEV)
(FEI Quanta 200 Scanning Electron Microscope). A cultura celular foi incubada com
as substancias antimicrobianas da CIM e sinergismo a 37 °C por 18 h. Antes da
observacdo, as células foram tamponadas com tampdo cacodilato pH 7,2 e
glutaraldeido a 3% por 30 min, depois lavadas duas vezes com tampéao e tratadas com
1% tetréxido de 6smio de Zetterquist por 30 minutos.

As amostras fixadas foram desidratadas com uma série ascendente de etanol
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(50, 60, 70, 80, 90 e 100%) por 10 minutos em cada concentragdo. Todos os
espécimes foram secos sob vacuo e revestidos com uma fina pelicula de ouro. O

material foi visualizado em modo de altovacuo a 5 kv.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/thin-films
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito Inibitério da nisina e Extratos de S. platensis

Os halos de inibicdo formados para as bactérias teste mais afetadas pelos

extratos de S. platensis e nisina estdo apresentados na Figura 3.

Figura 3 - Técnica de disco difusao dos extratos de S. platensis, sendo A
(extracao alcodlica, B (ultra-som-centrifugagao), C (banho-alcool-acetona), D

(alcoolica-acido férmico- sonicagao), e N (nisina), destacando o halo de

inibicao formado (seta).

S. aureus ATCC 25923 L monocytogenes ATCC 2049 E. coli ATCC 25922

Fonte: Autoria prépria (2023)

Na Tabela 3 estdo apresentados os microrganismos que foram inibidos pelos
extratos de S. platensis, bem como o tamanho dos halos de inibigdo formados. Nos
extratos obtidos pelos protocolos A (alcodlico), B (ultra-som-centrifugacdo) e C
(banho-alcool-acetona), nao houve a formagcdo de halo de inibigao visivel, para
nenhuma bactéria testada; para alguns isolados, observou-se uma zona de inibigao
difusa, ndo claramente delimitada e com presenca de muitas colénias ao redor do
extrato testado. Para o extrato D (alcéolica-acido férmico- sonicagéo) obteve-se um
nitido halo de inibicdo em 91% das cepas testadas.

O extrato de S. platensis apresentou maior eficiéncia antimicrobiana no controle
de bactérias Gram-negativas quando comparado com a nisina; ja para as bactérias
Gram-positivas a eficiéncia variou de acordo com o isolado; a cepa L. monocytogenes

CLIST 2042 apresentou maior halo de inibicdo com o extrato D de S. platensis.



Tabela 3 - Valores de halos de inibicao de bactérias Gram-positivas (+) com

extratos de S. platensis e nisina.
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Bactérias Gram

Positivas (+) Extrato A  Extrato B Extrato C Extrato D Nisina
Enterococcus faecium
ATCC - 6569 ) ) ) ) )
Listeria innocua CLIST 18
2050 ) ) ) )
Listeria innocua CLIST
2052 - - - 18 13
Listeria ivanovii CLIST
2056 - - - 15 18
Listeria monocytogenes 15 17
CLIST 2032 ) ) )
Listeria monocytogenes 18 17
CLIST 2048 ) ) )
Listeria monocytogenes 16 18
CLIST 2049 ) ) )
Listeria monocytogenes 30 19
CLIST 2042 3b ) ) )
Listeria monocytogenes 14 14
CLIST 2044 ) ) .
Listeria monocytogenes 10 15
CLIST 2044 1/2° ) . )
Listeria seeligeri CLIST
2067 - - - 14 17
Staphylococcus aureus i i i 15 18
ATCC-25923
Staphylococcus aureus ) ) ) 15 16

P2306

Legenda. (—) auséncia de halo de inibi¢ao.

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Tabela 4 - Valores de halos de inibicdo de bactérias Gram-negativas.

Bactérias Gram

Negativas (-)

Extrato A Extrato B Extrato C Extrato D

Nisina

Escherichia coli ATCC
25922

19

16

Escherichia coli ATCC
43888

20

11

Escherichia coli ETEC Bac
17ST

Klebsiella pneumoniae
ATCC 2378

13

Klebsiella pneumonie
ATCC-10031

15

Pseudomonas aeruginosa
P2381

17

Pseudonomas aeruginosa
ATCC - 9027

Salmonella choleraesuis
ATCC 292013

15

13

Salmonella enteretides
P3116

16

Salmonella Typhimurium
ATCC 24028

14

Escherichia coli ATCC
25922

19

16

Escherichia coli ATCC
43888

20

11

Escherichia coli ETEC Bac
17ST

Klebsiella pneumoniae
ATCC 2378

13

Yersinia enterocolitica clist
3447

19

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Muitos estudos confirmaram e relataram que a nisina se liga ao lipidio Il (o
precursor do peptidoglicano), levando a formag¢ao de poros e inibigdo da biossintese
da parede celular (SUGANTHI et al., 2012; BAG e CHATTOPADHYAY,2017). Relatos
do impacto do efeito da nisina em bactérias Gram-negativas podem apresentar
resultados variaveis que variam de efeitos ineficazes a significativos.

Essa variagcao de acao tem limitado a utilizacdo deste peptideo antimicrobiano
no controle de patégenos alimentares (SUGANTHI et al., 2012; BAG e
CHATTOPADHYAY, 2017; GALVAN MARQUEZ et al., 2020). Os dados abordados
por estes autores corroboram com os obtidos neste trabalho, mostrandoa baixa
eficiéncia da nisina comercial contra isolados de E. coli, Klebsiella spp, Pseudomonas
spp e Salmonella spp.

O extrato de S. platensis extraido no protocolo D mostrou-se mais eficaz no
controle de E. coli, Klebsiella spp, Pseudomonas spp e Salmonella spp, Listeria spp,
Staphylococcus e Yersina. S. platensis € uma excelente fonte de metabdlitos
secundarios bioativos, além de carboidratos, vitaminas proteicas, mineiras, acidos
graxos essenciais ou fibras alimentares (MACHU et al., 2015).

Os metabdlitos secundarios bioativos incluem polifendis, acidos fendlicos,
tocoferdise acido linolénico que exibem diversas atividades, tais como
anticancerigenas, anti-inflamatérias, antioxidantes, neuroprotetoras, hepatoprotetoras
e antimicrobianas (MAZUR et al., 2015; MOHAMMAD et al., 2021).

O protocolo e solventes evaporados e utilizados no processo de extracao
desses metabodlitos influenciam muito a atividade antimicrobiana (TUNEY et al., 2006;
ABEDIN et al., 2008). Neste estudo, o protocolo mais responsivo para a extragao de
compostos bioativos foi a utilizagdo de alcool e acido formico, seguido de sonicacgao.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo sido destacados por
Mohammad et al. (2021); segundo estes autores, os solventes utilizados na extragao
foram evaporados a partir do seu ponto de ebulicdo e até secagem completa dos
mesmos, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho. A atividade
antimicrobiana da S. platensis se deve a presenca de compostos fendlicos,
constituidos por grandes moléculas de cadeia aromatica com um grupo hidroxila.
Estes compostos podem ser influenciados por diversos fatores, como origem
geografica, variagdes ambientais, fisiolégicas e nutricionais da alga (MARINHO-
SORIANO et al., 2006). Além destes compostos, os acidos y-linolénico, graxo, laurico e

palmitoléico também podem estar relacionados com a atividade antimicrobiana desta


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phenolic-compound
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microalga (MENDIOLA et al., 2007). Todos estes fatores associados podem indicar o
potencial para utilizar esses compostos em agéo sinérgica com outras substancias
antimicrobianas.

Para os testes de sinergismo, citometria e MEV foram selecionados os
microrganismos E. coli ATCC 25922, L. monocytogenes ATCC 2049 e S. aureus
ATCC 25923, por apresentarem sensibilidade a nisina e extrato de Spirulina, e serem

representativas de bactérias Gram-positivas e negativas.

5.2 Efeito Inibitorio e Teste de Checkerboard

Foram determinados os valores da CIM da nisina e do extrato D de S. platensis,
isoladas e em combinacao. Os dados estdao apresentados na Tabela 5. Observou-se
qgue a nisina e o extrato de S. platensis apresentaram valores de CIM variados sendo
destacado o menor valor de CIM para L. monocytogenes com S. platensis.

Por outro lado, os valores de CIM dos componentes em combinag¢ao diminuiram
para todas as bactérias testadas, e os valores apresentados mostraraminteragcao
antibacteriana sinérgica entre os compostos. O ICIF variou de 0,18 a 0,302, mostrando
interagdo sinérgica para todos isolados selecionados.

A combinacao de nisina com compostos naturais e suas possiveis interacdes
sinérgicas facilitam seu uso como conservantes naturais de alimentos, aumentando
seu espectro de acdo. Neste estudo, selecionou-se o isolado de E. coli ATCC 25922
sensivel a acado de nisina e extrato de S. platensis e foi mostrado que a agao sinérgica
reduziu consideravelmente a CIM. Ja os isolados de L. monocytogenes ATCC 2049 e
S. aureus ATCC 25923 foram selecionados por apresentaram sensibilidade maior a
nisina quando comparado aos compostos bioativos da S. platensis; em ambos os
casos o sinergismo foi avaliado, com reducao no valor de CIM para nisina. Estes dados
revelam que uma quantidade minima de nisina (0,12 e 0,5 ug/mL) combinada com S.
platensis tem eficiéncia antimicrobiana contra os patégenos mencionados acima.

Ainda sao escassos os relatos de agao sinérgica entre nisina e S. platensis. A
combinagao sinérgica de nisina ja foi determinada com antimicrobianos (KITAZAKI et
al., 2017), 6leos essenciais (LI et al., 2022), polifendis de plantas (GRENIER et al.,
2020), e peptideos antimicrobianos (ROSHANAK et al., 2020), destacando as
principais vantagens do sinergismo (i) aumento da atividade dos antimicrobianos por

meio de seu uso em combinagdo, (ii) diminuicdo das doses necessarias dos
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compostos e (iii) aumento o espectro de atividade (SZABO et al., 2010; BAG e
CHATTOPADHYAY, 2017).

Tabela 5 - Valores de concentragao inibitdria fracionada (CIF) da nisina com
extrato de S. platensis em combinag¢ao contra células planctonicas de

bactérias de origem alimentar.

Substancia CIM (pg/mL)
Bactéria ICIF Efeito
Teste Isolados Combinados
S. aureus ATCC Nisina 0,12 0,0078
0,302  Sinergismo
25923 S. Platensis 0,5 0,12
L monocytogenes Nisina 0,5 0,0078
0,25 Sinergismo
ATCC 2049 S. Platensis 0,06 0,015
Nisina 0,5 0,03
E. coli ATCC 25922 0,18 Sinergismo
S. Platensis 0,5 0,062

Legenda. CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; ICIF: indice de Concentragaolnibitéria fracionada.
Fonte: Autoria prépria (2023)

O efeito da nisina e do extrato de S. platensis foi avaliado individualmente e em
combinacao no crescimento das bactérias teste através da construcdo de uma curva,
nos tempos 0, 2, 6, 12 e 24 horas (Grafico 1). Os dados mostram que a nisinaisolada e
em combinagao com o extrato de S. platensis, apresentam efeito bactericida, ja nas
primeiras 2 h de incubacgao. E evidente que o efeito inibitério coma a¢do combinada de
ambas substancias foi contundente, mesmo apds 24 h de incubagado, chegando a
cargas microbianas baixas para todos os microrganismos testados, corroborando com
os dados de sinergismo. Esses resultados sdo importantes quando se trata de
controlar o crescimento de bactérias patogénicas veiculadas por alimentos, uma vez
que torna possivel utilizar quantidades reduzidas desses compostos antimicrobianos e

ter um bom efeito em relagdo a inocuidade desejada nos alimentos.
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Grafico 1 - Curvas de crescimento de Escherichia coli na presenga de nisina e

Log UFC mL"

extrato de S. platensis, isoladamente e em combinacao.

10 5
— '-.
&l =
~ p
“ -
- N
-~
e [ e =0 —
2 ———0
€ 4 i
o
4 - Nt
VT P P
2 - P B * *
t+r 77777
o 2 4 L= g 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)

Fonte: Autoria prépria (2023)

B Controle —2— Extrato —<»— Nisina —<— Extrato/Nisina

Grafico 2 - Curvas de crescimento de S. aureus na presenga de nisina e extrato

Log UFC mL™

de S. platensis, isoladamente e em combinagao.
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Grafico 3 - Curvas de crescimento de L. monocytogeneses na presenga de

nisina e extrato de S. platensis, isoladamente e em combinagao.
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5.3 Citometria de Fluxo e Analise por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV)

A analise de citometria de fluxo foi realizada para obter uma indicacao do local de
lesdo das bactérias teste apds tratamento com nisina e extrato de S. platensis,
isoladamente. Os graficos 6, 7 e 8 representam a citometria das bactérias E. coli, L.
monocytogenes e S. aureus, respectivamente.

A coloragao fluorescente com iodeto de propidio (IP) foi usada para visualizar
a populacdo morta e/ou comprometida, pois o IP entra nas células que perderam a
integridade da membrana e se liga aos acidos nucléicos. Os pontos deslocados para
0 quadrante a esquerda sao indicativos de morte celular.

A citometria de fluxo possibilita a obtencao de informagdes sobre o numero e
a viabilidade de microrganismos e perturbacdes resultantes da agcao de agentes fisicos

€ quimicos,em um periodo mais curto de tempo (SHAPIRO, 2001).
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Grafico 4 - Graficos de intensidade de fluorescéncia de células de Escherichia

coli coradas com IP; (A) células controle, sem tratamento com antimicrobianos;

(B) células tratadas com extrato de Spirulina platensis; (C)células tratadas com
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Grafico 5 - Graficos de intensidade de fluorescéncia de células de Listeria

monocytogenes coradas com IP; (A) células controle, sem tratamento com

antimicrobianos; (B) células tratadas com extrato de Spirulina platensis; (C)
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Grafico 6 - Graficos de intensidade de fluorescéncia de células de
Staphylococcus aureus coradas com IP; (A) células controle, sem tratamento
com antimicrobianos; (B) células tratadas com extrato de Spirulina platensis;

(C) células tratadas com nisina.
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Foi observado em todos os tratamentos que as células de E. coli, L.
monocytogenes e S.aureus foram mais afetadas pelo extrato de S. platensis do que a
nisina, indicando assim a acao deletéria dos compostos antimicrobianos da S.
platensis. Os dados de citometria corroboram com os valores de UFC obtidos. Os
resultados sugeriram que, apds o tratamento dos isolados com nisina e extrato de S.
platensis, houve alteragdo da membrana celular dos microrganismos utilizados,
aumentando a permeabilidade da membrana e facilitando a penetracdo do iodeto de
propidio, assim indicando lesao celular.

A investigagao das alteracbes morfologicas da atividade antimicrobiana contra
L. monocytogenes tratados por nisina, extrato de S. platensis e a combinagao de ambas
substancias foram investigadas por MEV (Figura 4). As células ndo tratadas mostraram
suas formas unicas (forma de bastonetes) (Figura 4 A). As células tratadas com os
compostos antimicrobianos, apés 18 h de incubacdo, apresentaram a superficie
celular com aspecto rugoso, indicando a disruptura da parede celular e formagao de
vesiculas (Figuras 4 B, C e D setas verdes). Algumas células foram completamente
destruidas, sendo observada apenas uma massa amorfa, sugerindo restos celulares
(Figuras 4 B, C e D - setas amarelas).

A nisina forma poros na membrana celular que acarreta na desintegragao
celular em diversas pequenas sec¢oes, explicando assim as presentes observacdes de
disruptura da integridade da parede celular (ZHOU et al., 2014). O mesmo efeito foi

observado com o extrato de S. platensis. Assim, propde-se que, além do dano terminal
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a parede e membrana celular, o extrato pode ter propiciado o rompimento celular,

corroborando com os dados obtidos pela citometria.

Figura 4 - Efeito do tratamento de Listeria monocytogenes; em (A) células
controle, sem tratamento; (B) células tratadas com nisina; (C) células tratadas
com extrato de S. platensis; (D) células tratadas com nisina e extrato de
Spirulina platensis; seta: massa amorfa; aumento de 30.000x.

Fonte: Autoria prépria (2023)



47

6 CONCLUSOES

Foram testados 4 protocolos de extracdo de compostos antimicrobianos da
biomassa de S. platensis, sendo o metodo de extragdo alcoolica-acido férmico-
sonicagao o que apresentou agao antimicrobiana contra as bactérias testadas.

Dos 24 isolados testados, o extrato de S. platensis apresentou atividade
antimicrobiana contra 21 isolados, compreendendo bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

Foi confirmada a agéo sinérgica de nisina com extrato de Spirulina platensis
contra as bactérias E. coli, L. monocytogenes e S. aureus.

As técnicas de citometria de fluxo e MEV corroboraram os testes de
mensuracido de UFC, confirmando a alteracdo da membrana citoplasmatica e morte

bacteriana.
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