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RESUMO

Avaliou-se a multiplicacao de Listeria monocytogenes em nata, um derivado lacteo com alto teor de gordura, bem como a
atividade antilisteria do Biomax D® neste alimento. A atividade antilisteria do Biomax foi comparada com a da nisina.
Foram utilizados seis tratamentos: T1: nata + 102 UFC.g" de L. monocytogenes; T2: nata + 102 UFC.g" de L. monocytogenes
+2,5ppm de nisina; T3: nata + 102 UFC.g" de L. monocytogenes + 1,5% de Biomax; T4: nata + de 10> UFC.g" de L. monocy-
togenes; T5: nata + de 10° UFC.g"' de L. monocytogenes + 2,5ppm de nisina; T6: nata + de 105 UFC.g' de L. monocytogenes +
1,5% de Biomax. A contagem de L. monocytogenes foi realizada em trés tempos de armazenamento a 8°C (zero, 6° 14° e
20° dia), com médias variando entre 2 e 10 log UFC.g "' nos tratamentos sem adi¢ao de nisina e Biomax, entretanto, houve
eliminacao do micro-organismo nos tratamentos adicionados dos antimicrobianos. Verificou-se que L. monocytogenes se
desenvolve em nata, podendo atingir elevados niveis de contaminacao, mesmo quando apresentava baixas contagens
iniciais. Além disso, observou-se que Biomax possui atividade antilisteria semelhante a nisina neste derivado lacteo,
apresentando potencial para ser utilizado como antimicrobiano natural para o controle de L. monocytogenes em alimen-
tos gordurosos.
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ABSTRACT

The proliferation of Listeria monocytogenes in cream, a milk derivative with high fat content, was evaluated as well as
the anti-listerial activity of Biomax D® in this type of food. Antilisterial activity of Biomax was compared with nisin.
Six treatments were used: T1: Cream + 102 CFU.g" of L. monocytogenes; T2: Cream + 102 CFU.g" L. monocytogenes + 2,5ppm
nisin; T3: Cream + 102 CFU.g L. monocytogenes + 1.5% Biomax; T4: Cream + 10° CFU.g" of L. monocytogenes; T5: Cream +
10° CFU.g! L. monocytogenes + 2,5ppm nisin; T6: Cream + 10° CFU.g" L. monocytogenes + 1.5% Biomax. L. monocytogenes
counts were performed on three days storage at 8 °C (zero, 6, 14 and 20 day), with averages ranging between 2 and 10
log CFU.g'in treatments without the addition of nisin or Biomax®. However, there was elimination of the microorga-
nism when the antimicrobials were added. It was found that L. monocytogenes is able to grow in cream, reaching high
levels of contamination, even when it presents low initial counts. In this dairy derivative, Blomax D® presents antiliste-
rial activity similar to nisin and might be used as a natural antibiotic for the control of L. monocytogenes in fatty foods.
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INTRODUCAO

Atualmente, ha uma busca por alimentos mais
saudaveis, seguros, e com aspecto mais proximo
ao natural. Para atender esta demanda do mer-
cado, as industrias de alimentos tém utilizado a
bioconservagdo, que consiste na substituicao de
antimicrobianos obtidos através de sintese qui-
mica, por compostos naturais de origem micro-
biana ou vegetal, com atividade antimicrobiana
comprovada.

Um exemplo é a nisina, um peptideo antimicro-
biano sintetizado por bactérias lacticas da espé-
cie Lactococcus lactis, que tem sido utilizada como
conservante pelas industrias de laticinios, em
produtos como queijo e requeijao. Essa bacterio-
cina possui atividade antagonista contra varios
micro-organismos patogénicos, como Clostridium
botulinum, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes
(Jack et al., 1995). Além da nisina, outras substan-
cias antimicrobianas naturais tém sido descritas,
como, por exemplo, o produto a base de extrato de
pomelo e acido ascorbico, denominado comercial-
mente de Biomax D®.

O Biomax D® nao altera a cor, sabor e odor dos
alimentos e tem sido utilizado para o controle
de bolores e leveduras na indtstria de panifica-
¢do, entretanto, também apresenta atividade an-
timicrobiana contra bactérias como C. botulinum,
Staphylococcus aureus, Streptococcus hemolyticus,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis e L. mo-
nocytogenes (Prozin, 2013). Esse produto é comer-
cializado no Brasil, e ndo necessita registro por
apresentar extratos de plantas em sua formulacao,
conforme preconiza a Resolugao n® 23, de 15 de
margo de 2000, que dispde sobre Procedimentos
basicos para registro e dispensa da obrigatorieda-
de de registro de produtos pertinentes a area de
alimentos (Brasil, 2000).

Listeria monocytogenes é uma bactéria intracelu-
lar facultativa que pode causar a listeriose, uma
doenca que ¢, principalmente, transmitida por
alimentos. Produtos lacteos tém sido identifi-
cados como fontes de surtos e casos de listerio-
se (Cossart, 2011), sendo o leite cru, um veiculo
importante de contaminagdo de laticinios por L.
monocytogenes (Tenenhaus-Aziza et al., 2014). Este
micro-organismo apresenta a capacidade de co-
lonizar superficies em plantas de processamento
de alimentos e de formar biofilmes, o que pode

contribuir para sua persisténcia em indtstrias de
beneficiamento de leite e derivados.

A nata é um produto lacteo, relativamente rico
em gordura (38-50%), que se apresenta como uma
emulsao de gordura em agua (Brasil, 2012). Apesar
de apresentar uma concentragao elevada de gordu-
ra e ser mantida sob refrigeracao, é um alimento
pronto para consumo e que pode permitir a mul-
tiplicacdo de bactérias patogénicas psicrotroficas,
como L. monocytogenes. Desta forma, a nata pode
ser veiculo de transmissao de listeriose, entre ou-
tras doengas de origem alimentar. Aliado a isso, a
composicao quimica da matriz alimenticia pode
interferir na atividade do antimicrobiano utiliza-
do, em especial alimentos com alto teor de protei-
nas ou de gorduras (Busatta et al., 2008).

Devido ao exposto, este trabalho teve como ob-
jetivo avaliar a multiplicacao de L. monocytogenes
em nata, bem como a atividade antimicrobiana de
Biomax D® contra esse patdgeno. Além disso, obje-
tivou-se comparar a atividade do Biomax D® com
a nisina, um antimicrobiano natural amplamente
utilizado em derivados lacteos.

MATERIAL E METODOS

Os antimicrobianos nisina e o produto composto
por extrato de pomelo e acido ascdrbico, comercia-
lizados com os nomes de Globalnissin® e Biomax
D?, respectivamente, foram fornecidos gentilmen-
te pelas empresas Globalfood Sistemas, Ingredien-
tes e Tecnologia para Alimentos Ltda e Prozyn In-
dustria e Comércio Ltda, respectivamente.

A cepa L. monocytogenes Scott A, utilizada neste es-
tudo, pertence a colecao do Laboratdrio de Micro-
biologia do curso de Engenharia de Alimentos da
UDESC. A cultura, mantida em Tryptic Soy Broth
Yeast Extract (TSB-YE/OXOID) adicionado de 1,5%
de agar-agar (OXOID), foi repicada em caldo Infu-
sao de Cérebro e Coracao (BHI/OXOID) e incubada
a 30°C por 24 horas. Em seguida, diluiu-se a cul-
tura em solugao salina peptonada a 0,1% (Merck)
até a concentracao de 0,5 da escala de Mac Farland,
correspondente a 108 Unidades Formadoras de Co-
lonias por mililitro (UFC mL-).

Utilizou-se nata de leite bovino, adquirida no co-
mércio, procedente de dois lotes distintos, a qual
foi avaliada microbiologicamente pela contagem
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total de micro-organismos aerdbios mesdfilos, de
acordo com a Instrucao Normativa N° 62, do Mi-
nistério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(Brasil, 2003).

Para avaliar a atividade antimicrobiana de Biomax
D® contra L. monocytogenes em nata, foram utiliza-
dos seis tratamentos contendo 200g de nata cada:
Tratamento 1: nata + 102 UFC.g! de L. monocytogenes;
Tratamento 2: nata + 10> UFC.g de L. monocytogenes
+2,5ppm de nisina; Tratamento 3: nata + 102 UFC.g"!
de L. monocytogenes + 1,5% de Biomax D®; Tratamen-
to 4: nata + de 10° UFC.g' de L. monocytogenes; Tra-
tamento 5: nata + de 105 UFC.g* de L. monocytogenes
+2,5ppm de nisina; Tratamento 6: nata + de 10> UF-
C.g'de L. monocytogenes +1,5% de Biomax D®. Cada
tratamento foi homogeneizado em Stomacher (Logen
Scientific), e a nata foi fracionada em embalagens
plasticas esterilizadas, as quais foram armazenadas
a 8°C. O experimento foi realizado em duplicata,
com natas fabricadas em datas diferentes. A con-
tagem de L. monocytogenes foi realizada logo apds
o preparo dos tratamentos (tempo zero), no sexto,
14° e 20° dia de armazenamento a 8°C. Para isto, de
cada tratamento foram transferidas, assepticamen-
te, 10 g de amostra para sacos plasticos esterilizados
tipo stomacher e adicionou-se 90 mL de solugao sali-
na peptonada a 0,1%. Foram inoculados 0,1 mL das
dilui¢des apropriadas na superficie das placas de
Petri contendo dgar Oxford (Oxoid) as quais foram
incubadas a 37+1°C por 48 h. As placas que apresen-
taram colonias pequenas, com aproximadamente 2
mm, acinzentadas, com halos enegrecidos e centro
concavo, foram contadas e o resultado foi expresso
em log UFC.g.

Os dados experimentais referentes as contagens
de L. monocytogenes, obtidas em cada tratamento,
foram ajustados por fun¢des matematicas pelo Mé-
todo de Minimos Quadrados utilizando o software
Excel 2007.

Os resultados das contagens foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
Tukey, com nivel de 95% de confiabilidade. Utili-
zou-se o software livre Assistat 7.7beta.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

No Quadro 1 podem ser visualizadas as contagens
de L. monocytogenes em nata submetidas aos tra-
tamentos com e sem os antimicrobianos nisina e
Biomax D® nos tempos zero (logo apds o preparo),
sexto, 14° e 20° dia de armazenamento a 8°C.

Os Tratamentos 1, 4, 5 e 6 foram ajustados pelas
fungdes polinomiais de grau 2 (dois), pois apresen-
taram os melhores coeficientes de determinagao
(R?), mais proximos de 1, que estdo representadas
nas equagoes 1 a 4, respectivamente:

y=0,042x> +0,2885x +2,0848 R* =0,9968
(Eq.1)
y=0,0131x*> —0,0188x+ 5,129 R* =0,9977
(Eq.2)
y=0,0131x> —0,0188x + 5,129 R* =0,9884
(Eq.3)

Quadro 1 - Médias das contagens (log,, UFC.g?) na nata apds os tratamentos com L. monocytogenes e os antimicrobianos du-
rante 20 dias de armazenamento a 8° C. Tratamento 1: nata + 102 UFC.g* de L. monocytogenes; Tratamento 2: nata +
102 UFC.g* de L. monocytogenes + 2,5ppm de nisina; Tratamento 3: nata + 102 UFC.g* de L. monocytogenes + 1,5%
de Biomax D®; Tratamento 4: nata + de 105 UFC.g* de L. monocytogenes; Tratamento 5: nata + de 105 UFC.g de L.
monocytogenes + 2,5ppm de nisina; Tratamento 6: nata + de 105 UFC.g* de L. monocytogenes + 1,5% de Biomax D®

Tempo (dias)
Tratamento 0 5 14 20
1 2,004 + 0,00 4,182+ 0,57 6,74 + 0,04 9,639+ 0,61
2 1,16+ 0,15 2,148+ 0,99 1,00°®+ 0,00 1,00+ 0,00
3 1,44*® + 0,40 1,778 + 0,68 1,16+ 0,15 1,005+ 0,00
4 5,084+ 0,17 5,61°%+ 0,22 7,314+ 0,33 10,04%+ 0,12
5 4,23*+ 0,76 4,06+ 1,05  3,19°%+ 1,09 1,00°2+ 0,00
6 4,24*+ 0,02 3,74°5£ 0,018  3,08""+ 0,58 1,00+ 0,00

8L etras maidisculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos. *Letras mindsculas diferentes nas linhas
indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05) entre o tempos de armazenamento. Letras iguais nao diferem entre si significativamente.
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y= —0,094x* +0,0371x+4,1303 R* =0,9714
(Eq4)

Ja os Tratamentos 2 e 3, foram ajustados pelas fun-
¢Oes polinomiais de grau 3 (trés), estando repre-
sentadas pelas equagdes 5 e 6, respectivamente:

y= 0,0016x° —0,0539x* +0,4289x +1,16 R=1
(Eq.5)
y= 0,0006x” —0,0223x° +0,1655x + 1,44 R2=1
(Eq.6)

Observa-se que nos Tratamentos 1 e 4, onde foi
adicionado a nata somente L. monocytogenes, nas
concentragdes de 102 e 105 UFC.g, respectivamen-
te, as médias das contagens no 20° dia de armaze-
namento foram de 9,63 log UFC.g'no Tratamento
1 e 10 log UFC.g' no Tratamento 4, nao havendo
diferenca significativa (p<0,05) entre essas con-
tagens (Quadro 1). Este resultado demonstra que
L. monocytogenes pode se desenvolver em nata
durante o periodo de armazenamento e chegar a
concentragdes celulares elevadas, mesmo quando
o produto apresenta baixas concentra¢des iniciais
(102 UFC.g") do micro-organismo. Resultado seme-
lhante foi relatado por Pimentel-Filho et al. (2014),
que inocularam L. monocytogenes em queijo Minas
Frescal, numa concentragao inicial de 10 UFC.g e,
apos 12 dias de armazenamento a 8-10°C, a concen-
tragao desse micro-organismo atingiu 108 UFC.g.

Quando foram adicionados nisina ou Biomax D®a
nata (Tratamentos 2, 3, 5 e 6) observou-se que hou-
ve uma rapida agao das substancias antimicrobia-
nas, havendo reducdo de aproximadamente 1 log
UFC.g'na contagem de L. monocytogenes logo apds
o preparo dos Tratamentos (tempo zero) em com-
paragao aos Tratamentos 1 e 4, sem adicao dos an-
timicrobianos (Quadro 1). Comportamento similar
foi relatado por Bhatti ef al. (2004), os quais verifi-
caram uma reducao de 1 a 2 log na concentragao
de L. monocytogenes logo apos a adicao de 3 ppm de
nisina em leite pasteurizado adicionado de 4 log do
micro-organismo.

Alguns autores, como Aasen et al. (2003) e Busatta
et al. (2008), relatam que o teor de gordura pode
influenciar a eficacia dos antimicrobianos. Porém,
neste trabalho, verificou-se que a nisina, bem como
o Biomax D®, apresentaram atividade antimicro-
biana contra L. monocytogenes em nata, que € um

derivado lacteo que apresenta uma concentragao
alta de gordura (38 - 50%).

Neste estudo utilizou-se a nata que passou pelo
processo de homogeneizacao da gordura. De acor-
do com Bhatti ef al. (2004), a atividade antilisteria
da nisina esta diretamente relacionada com a for-
ma que se encontra o glébulo de gordura no leite:
utilizando 125 UL mL" nisina, o que corresponde a
3 ppm de nisina, contra 4 log de L. monocytogenes
em leite in natura com 3,5% de gordura, o micro-or-
ganismo permaneceu viavel na concentragao de 3
log UFC.mL" no 15° dia de armazenamento a 5°C,
porém, em leite homogeneizado e pasteurizado,
houve eliminagao de L. monocytogenes no sexto dia
de armazenamento a 5°C. A atividade antimicro-
biana da nisina pode variar de acordo com a ab-
sor¢ao na superficie a qual foi incorporada. Isso
ocorre pela diferenca no tamanho do globulo de
gordura, tendo em vista que este apresenta tama-
nho de 3 um no leite in natura e, no leite homoge-
neizado, apresenta 0,5 pm.

Avaliando-se o Quadro 1, observa-se que quando
se utilizou a interagado entre 2,5 ppm de nisina e L.
monocytogenes na concentragao de 10> UFC.g' (Tra-
tamento 2), houve a redugao para 1 log UFC.g'do
micro-organismo no 14° dia de armazenamento. Ja
no Tratamento 3, onde foi testado 1,5% de Biomax
D®em L. monocytogenes, também na concentragao
de 102 UFC.g, a concentra¢dao microbiana reduziu
para 1,16 log UFC.g', no mesmo periodo de tempo.
No entanto, comparando-se as médias, verifica-se
que nao houve diferenca significativa (p<0,05) nas
contagens de L. monocytogenes entre estes dois tra-
tamentos no 14° dia de armazenamento, demons-
trando que a nisina e o Biomax D® apresentaram o
mesmo comportamento.

Avaliando-se a acdo do Biomax D® contra 105 UF-
C.g'de L. monocytogenes (Tratamento 6), verifica-se
que a contagem celular, que foi de 4,24 log UFC.g"*
no tempo zero, passou a 3,74 log UFC.g'no sexto
dia e 3,08 log UFC.g" no 14°dia de armazenamento
a 8°C (Quadro 1). Ja no tratamento 5 (nisina contra
105 UFC.g' de L. monocytogenes), a contagem de L.
monocytogenes, que no tempo zero foi de 4,23 log
UFC.g1, passou a 4,06 log UFC.g' no sexto dia ea
3,19 log UFC.g' no 14° de armazenamento a 8°C
(Quadro 1). Este resultado poderia sugerir que
o Biomax D® (Tratamento 6) ¢ mais eficaz contra
L. monocytogenes do que a nisina (Tratamento 5)
no sexto dia de armazenamento, no entanto, nao
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houve diferenca significativa (p<0,05) nas conta-
gens do micro-organismo entre os Tratamentos 5
e 6, demonstrando que ambos apresentaram efi-
cacia semelhante. Ao se comparar a atividade dos
antimicrobianos nisina e Biomax D® contra uma
mesma concentragao de L. monocytogenes em nata
(Tratamentos 2 e 3 e Tratamentos 5 e 6), observa-se
que as contagens do micro-organismo nao apre-
sentaram diferenga significativa entre si (p<0,05)
nos tempos zero, 6° 14° e 20° dia de armazenamen-
to. Estes resultados demonstram que a nisina e o
Biomax D®, nas concentra¢des de 2,5 ppm e 1,5%,
respectivamente, apresentaram desempenho se-
melhante contra L. monocytogenes, tanto na concen-
tracao inicial de 102, quanto de 105 UFC.g.

A atividade antimicrobiana do extrato de pomelo
também foi relatada por outros autores. Gerhardt
et al. (2012) avaliaram diversos extratos de frutas
citricas, inclusive extrato de pomelo, e verificaram
atividade antimicrobiana destes extratos contra as
bactérias Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmo-
nella Enteritidis, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa.
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