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RESUMO 
 

FREITAS, Leonardo Luiz, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2017. 
Inativação de Shigella flexneri pela associação de nisina e ultrassom. 
Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Coorientadora: Míriam Teresinha dos 
Santos. 
 

A bioconservação é uma das técnicas atuais utilizadas na conservação de 

alimentos, que se baseia na utilização de micro‐organismos e, ou de seus 

metabólitos, como por exemplo, bacteriocinas. Nisina é uma bacteriocina produzida 

por Lactococcus lactis subsp. lactis, usada na conservação de alimentos em mais de 

50 países, incluindo o Brasil. Nisina é altamente ativa contra ampla gama de 

bactérias gram-positivas, mas bactérias gram-negativas, como Shigella, são 

naturalmente resistentes à sua ação. Esta resistência está relacionada à presença 

da membrana externa, que atua como barreira impedindo a difusão da bacteriocina 

até a membrana celular, seu local de ação. O uso de estratégias para desestabilizar 

a membrana externa, como o ultrassom (US), pode favorecer a ação da nisina 

contra bactérias gram-negativas. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da 

nisina associada ao US contra Shigella flexneri 2a em caldo infusão de cérebro e 

coração (BHI). Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) e a 

metodologia de superfície de resposta (MSR) com três variáveis independentes: 

tempo de sonicação (X1: 5 a 20 min), pH (X2: 4,0 a 7,0) e concentração de nisina (X3: 

29,1 μM a 291,1 μM). A diferença entre o logaritmo do número de células viáveis (log 

UFC/mL) no início e ao final de cada tratamento foi utilizada para construção do 

modelo preditivo. Análise de variância (ANOVA) e oito condições adicionais foram 

usadas para validação do modelo. Foi avaliado a sobrevivência de S. flexneri após a 

sonicação na presença de nisina e estocagem sob refrigeração (7 ºC) por 120 h. 

Para isso, duas condições foram estabelecidas (10 min de US, pH 6,0 e 175 µM de 

nisina e 20 min de US, pH 4,5 e 175 µM de nisina). O extravasamento de ATP 

também foi avaliado nestas duas condições. Para comparações dos dados foi 

utilizado o teste Tukey para verificar a existência de diferenças entre o tratamento 

combinado (nisina + US) e os grupos controles. O nível de significância adotado foi 

de 5%. Os resultados indicaram que o US é uma estratégia eficaz para sensibilizar 

S. flexneri à ação da nisina. A combinação de nisina com US resultou em sinergismo 
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na inativação deste patógeno, sendo que a maior inativação foi observada em 

baixos valores de pH, concentrações altas de nisina e maior tempo de sonicação, 

com redução máxima de, aproximadamente, 5 ciclos logarítmicos. O modelo 

preditivo da combinação (nisina + US) apresentou coeficiente de determinação (R2) 

de 0,942 e ajustado de 0,916 e o modelo foi validado. A estocagem sob-refrigeração 

após a sonicação na presença de nisina resultou no declínio da população de S. 

flexneri ao final do tempo de armazenamento que reduziu de 5,42 para 1,64 ciclo 

logarítmico em pH 6,0 após tratamento por 10 min de sonicação e 5,69 para 0,80 

ciclo logarítmico em pH 4,5 quando tratada por 20 min de sonicação. O tratamento 

de nisina com US provocou o maior extravasamento de ATP intracelular em ambas 

as condições testadas. Estes resultados demonstram o potencial uso da nisina 

combinada ao US como estratégia de sanitização e conservação de alimentos.  
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ABSTRACT 
 

FREITAS, Leonardo Luiz, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2017. 
Inactivation of Shigella flexneri by the combination of nisin and ultrasound. 
Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-adviser: Míriam Teresinha dos Santos. 

 

Bioconservation is one of the current techniques used in food preservation, which is 

based on the use of microorganisms and their metabolites such as bacteriocins. 

Nisin is a bacteriocin produced by Lactococcus lactis subsp. lactis, used as a food 

preservative in more than 50 countries, including Brazil. Nisin is highly active against 

a wide range of gram-positive bacteria, but gram-negative bacteria, such as Shigella, 

are naturally resistant to its action. This resistance is related to the presence of the 

outer membrane, that acts as barrier preventing the diffusion of the bacteriocin to its 

site of action. The use of strategies to destabilize the outer membrane, such as 

ultrasound (US), can favor the action of nisin against gram-negative bacteria. This 

study aimed to evaluate the effect of nisin associated with US against Shigella 

flexneri 2a in brain and heart infusion broth (BHI). A Central Composite Rotated 

Design (CCRD) and response surface methodology (RSM) was performed with three 

parameters: sonication time (X1: 5 to 20 min), pH (X2: 4.0 to 7.0) and nisin 

concentration (X3: 29.1 µM to 291.1 µM). The difference among the logarithm of the 

viable cell number (log CFU/mL) at the beginning of the experiment and at the end of 

each treatment was used for the construction of predictive model. Analysis of 

variance (ANOVA) and eight additional conditions were used for model validation. 

The behavior of S. flexneri after sonication in the presence of nisin and storage on 

refrigeration (7 ºC) for 120 h was evaluated. For this, two conditions were established 

(10 min of US, pH 6.0 and 175 μM nisin and 20 min of US, pH 4.5 and 175 μM nisin). 

The leakage of ATP was also evaluated in these two conditions. For comparisons of 

the data, the teste Tukey was used to verify the existence of differences between the 

combined treatment (nisin + US) and the control groups. The level of significance 

was set at 5%. The results indicated that US is an efficient strategy for sensitize S. 

flexneri to the action of nisin. The combination of nisin with US resulted in synergism 

in the inactivation of this pathogen being that the higher inactivation observed was 

low pH, high nisin concentrations and longer sonication time, with a maximum 

reduction of approximately 5 logarithms cycles. The predictive model of the 

combination (nisin + US) showed coefficient of determination (R2) of 0.942 and 
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adjusted of 0.916, and the model was validated. Refrigerated storage after sonication 

in the presence of nisin resulted in the decline of the S. flexneri population at the end 

of storage time decreasing from 5.42 to 1.64 logarithm cycle at pH 6.0 treated with 10 

min of sonication and 5.69 to 0.80 logarithm cycle at pH 4.5 when treated for 20 min 

sonication. The treatment of nisin with US caused the highest leakage of intracellular 

ATP, combined with US in both conditions tested. These results demonstrate the 

potential use of nisin combined to US as strategy for sanitation and food 

preservation.
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1. INTRODUÇÃO 

 

Shigella é uma bactéria patogênica, causadora de várias doenças e que pode 

ser encontrada em diversos alimentos. Esse patógeno é de preocupação no setor 

alimentar, sendo o seu controle um desafio a ser superado, pois nos dias atuais, 

ainda são relatados muitos surtos de infecção causados por esse micro-organismo. 

Diversos métodos de sanitização e conservação de alimentos são utilizados para 

inativar patógenos, entretanto, tratamentos drásticos podem promover perda na 

qualidade sensorial e nutricional dos alimentos. Assim, ao longo dos anos, métodos 

de conservação de alimentos menos drásticos foram desenvolvidos, como a 

utilização de alta pressão, irradiação, atmosfera modificada e uso de bacteriocinas. 

Bacteriocinas são peptídeos ou proteínas produzidas por micro-organismos 

com atividade antimicrobiana sobre outros micro-organismos relacionados, a 

exemplo da nisina. Bactérias gram-positivas geralmente são sensíveis à ação de 

nisina, por outro lado, as gram-negativas são resistentes a ela. Essa resistência é 

explicada pela presença da membrana externa nas bactérias gram-negativas, que 

impede a difusão da bacteriocina até a membrana plasmática, onde exerceria sua 

ação. Shigella flexneri é uma bactéria gram-negativa, sendo assim, possivelmente 

resistente a nisina. Porém, a utilização de estratégias que desestabilizem a 

membrana externa e permite a difusão da mesma até seu sítio de ligação na 

membrana citoplasmática, torna essa bacteriocina eficiente na inativação desse 

patógeno. 

O ultrassom (US) é uma tecnologia de uso relativamente recente na indústria 

de alimentos e que possui atividade de desestabilizar a membrana externa de 

bactérias gram-negativas. Essa desestabilização ocorre pelo processo de cavitação 

que provoca um dano físico e químico na parede celular da célula. 

Assim, a busca por novas estratégias para sanitização e conservação de 

alimentos e a necessidade de se ampliar o espectro de ação da nisina contra 

bactérias gram-negativas, justificam a pesquisa com uso de nisina associado ao US, 

especialmente sobre Shigella dada a sua relevância como patógeno contaminante 

de alimentos.  

Os métodos estatísticos, principalmente os planejamentos experimentais são 

utilizados para minimizar custos e tempo na obtenção de dados. A metodologia de 
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superfície de resposta é uma técnica estatística que gera modelos preditivos com 

interações lineares ou quadráticas, e que permite observar a relação de uma ou 

mais respostas com variáveis independentes. Neste estudo, a metodologia de 

superfície de resposta foi adotada para avaliar a redução, em escala logarítmica de 

S. flexneri em relação as variáveis independentes, tempo de sonicação, pH do meio 

de cultura e concentração de nisina. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Shigella, Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, 

Staphylococcus aureus e Campylobacter são algumas das bactérias associadas à 

doenças causadas pela ingestão de alimentos contaminados (DOYLE et al., 2015; 

NAGAR, PANSARE GODAMBE & SHASHIDHAR, 2017). O controle destes 

patógenos é de extrema importância, pois a presença deles em alimentos pode 

colocar em risco a saúde do consumidor (MUKHOPADHYAY & RAMASWAMY, 

2012; D’OSTUNI et al., 2016). Embora qualquer patógeno possa representar 

problemas para a saúde pública, Shigella apresenta relevância especial, dado ao 

alto número de pessoas atingidas e o grande número de mortes relacionado à 

doença (BENNY et al., 2014; NAGAR, PANSARE GODAMBE & SHASHIDHAR, 

2017). Estima-se que ocorram mais de 160 milhões de casos de shigelose 

anualmente em todo o mundo, com mais de 1 milhão de casos fatais (BENNY et., 

2014).  

Assim, as indústrias buscam estratégias de conservação de alimentos que 

atendem às novas exigências dos consumidores, os quais buscam por produtos de 

alta qualidade e que não ofereçam risco à saúde (CÁRCEL et al., 2012; BONDI et 

al., 2014). Além das exigências impostas pelos consumidores, as legislações da 

área de alimentos tornaram-se mais rigorosas, o que resultou na elaboração de 

novas técnicas para garantir a segurança e a qualidade dos alimentos (Doyle et al., 

2015).  

Durante anos, as indústrias têm tentado implementar estratégias que 

combinem a inativação de micro-organismos patogênicos e, ao mesmo tempo, 

preservar as características naturais dos alimentos (BIRMPA; SFIKA & 

VANTARAKIS, 2013; BONDI et al., 2014). Com este objetivo, têm sido 

desenvolvidos novos processos de conservação, com destaque para aqueles que 

não envolvem altas temperaturas e nem a utilização de conservantes que podem ser 

nocivos para a saúde humana (Franco-Vega, Ramirez-Corona, Lopez-Malo, & 

Palou, 2015). 

Com base nestes fatos, a bioconservação é uma estratégia de 

processamento de alimentos que vem ganhando destaque atualmente (OGAKI; 

FURLANETO & MAIA, 2015). Este método refere-se à utilização de 
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micro‐organismos e, ou de seus metabólitos, para aumentar a vida útil e a 

segurança dos produtos (VESKOVIĆ; DUKIĆ & MEMIŠI, 2014; TSIRAKI et al., 

2017). Dentro deste conceito, a utilização de bacteriocinas em alimentos têm se 

destacado por estas serem consideradas substâncias naturais e algumas 

apresentarem atividade antimicrobiana sobre micro-organismos patogênicos e 

deterioradores (NASCIMENTO & MORENO, 2008; TSIRAKI et al., 2017). 

 

2.1. Bacteriocinas 

 

Bacteriocinas são peptídeos ou proteínas sintetizados ribossomicamente por 

bactérias gram-negativas e gram-positivas (BALI & PANESAR, 2014). Após a 

síntese ribossomal, são liberadas para o meio extracelular e atuam sobre outras 

bactérias estritamente relacionadas com efeito bacteriostático ou bactericida 

(DEEGAN et al., 2006; NISHIE; NAGAO & SONOMOTO, 2012). Além disso, as 

bacteriocinas oferecem vantagens competitivas para as espécies produtoras no 

ambiente microbiano (RILEY & WERTZ, 2002; DOBSON et al., 2012). Esse 

mecanismo de competitividade é bastante diversificado e complexo, onde os micro-

organismos produtores são imunes a sua própria bacteriocina por possuírem 

proteínas de imunidade específica (Nagao et al., 2006). Entretanto, esses peptídeos 

podem atuar sobre bactérias pertencentes à mesma espécie (espectro de ação 

restrito) e, ou em bactérias de diferentes gêneros (amplo espectro de ação) (CINTAS 

et al., 2001; PEREZ; ZENDO & SONOMOTO, 2014). 

A biossíntese destes antimicrobianos ocorre durante a fase exponencial, com 

pico máximo no meio ou no final desta fase ou, tardiamente, no início da fase 

estacionária (ZAMFIR et al., 2000; REA et al., 2011). Observa-se que a maior taxa 

de produção dessas substâncias ocorre sob condições de crescimento menos 

favoráveis (Zhang, Zhang, Liu, Han, & Zhou, 2012). Em experimentos in vitro, 

condições de estresse, tais como temperaturas sub ótimas, pH baixo, presença de 

compostos potencialmente tóxicos, microbiota competidora, aumento populacional e 

a escassez de nutrientes, entre outros fatores, estimulam a produção máxima destes 

antimicrobianos (DIEP & NES, 2002; SAAVEDRA et al., 2004; GHANBARI et al., 

2009; OGAKI; FURLANETO & MAIA, 2015). 
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Grande parte das bacteriocinas é sintetizada na forma de um pré-peptídeo, 

inicialmente inativo, que posteriormente passa por alterações estruturais, como por                  

exemplo, bacteriocinas produzidas por bactérias ácido-láticas (BAL)                  

(Xie et al., 2004). Após modificações pós-traducionais, a bacteriocina torna-se ativa 

e, em seguida, é exportada da célula produtora (COTTER; HILL & ROSS, 2005; 

ZACHAROF & LOVITT, 2012). Os genes responsáveis pela regulação da 

codificação e produção destes antimicrobianos são, geralmente, encontrados em 

plasmídeos, porém, podem estar presentes no cromossomo ou em elementos 

genéticos móveis, como transposons (Deegan et al., 2006; Kjos et al., 2011). Esses 

genes estão organizados em um ou mais operons (NES; DIEP & HOLO, 2007; 

OGAKI; FURLANETO & MAIA, 2015). 

Portanto, as bacteriocinas possuem mecanismos capazes de inativar micro-

organismos, como por exemplo, bactérias patogênicas contaminantes de alimentos 

e, deste modo, a utilização desses peptídeos nos alimentos, torna-se uma estratégia 

potencial na conservação, auxiliando na redução de conservantes químicos e na 

intensidade de tratamentos térmicos (KOPERMSUB; MAYEN & WARIN, 2011). Com 

esta alternativa, busca-se a produção de alimentos processados mais naturais e 

com poucas alterações nas características sensoriais e nutricionais, e assim, 

satisfazer a crescente demanda dos consumidores por produtos seguros, frescos, 

prontos para consumo e minimamente processados (KOPERMSUB; MAYEN & 

WARIN, 2011; VESKOVIĆ; DUKIĆ & MEMIŠI, 2014; TSIRAKI et al., 2017). 

De todas as bacteriocinas já caracterizadas, nisina é uma das mais estudadas 

e autorizada para ser usada na indústria de alimentos como bioconservador em mais 

de 50 países (KAKATKAR; GAUTAM & SHASHIDHAR, 2017). 

 

2.2. Nisina e sua aplicação na indústria de alimentos 

 

Nisina é um lantibiótico, produzido por Lactococcus lactis, cujo uso na 

indústria de alimentos é permitido em diversos países, desde 1988, após a 

aprovação do Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, 

reconhecendo-a como uma substância segura (Substance generally recognaized as 

safe - GRAS) (DEEGAN et al., 2006; SOBRINO-LÓPEZ & MARTÍN-BELLOSO, 

2008).  
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Sua estrutura é elongada, composta por 34 resíduos de aminoácidos, com 

cinco ligações sulfídricas, massa molar de 3.510 Daltons e presença de anéis de 

lantionina (DAWSON & SCOTT, 2012), que são formados em razão da presença de 

aminoácidos raros como, lantionina e β-metilantionina (Figura 1)  (NES et al., 1996; 

BAUER & DICKS, 2005). 

 

 

Figura 1  - Estrutura da nisina (HSU et al., 2004) 

 

Sua atividade antimicrobiana está relacionada com a formação de poros pela 

ligação ao lipídeo II na parede celular de micro-organismos alvos, que conduz à 

dissipação da força próton-motriz (FPM), com modificações no potencial de 

membrana (ΔΨ) e no gradiente de concentração de H+ (ΔpH) (SCHULZ; PEREIRA 

& BONELLI, 2003). Os poros formados ocasionam o extravasamento de eletrólitos e 

outros metabólitos, acarretando a morte celular (Garcia, Rodriguez, Rodriguez, & 

Martinez, 2010; Siroli et al., 2016). Nisina também atua interferindo na biossíntese 

do peptideoglicano (BROTZ & SAHL, 2000; CHUGUNOV et al., 2013). 

As características da nisina como solubilidade, estabilidade e atividade são 

dependentes do pH e da temperatura, sendo que tanto a estabilidade quanto a 

solubilidade aumentam com a diminuição do pH. Assim, em condições alcalinas ou 

neutras, nisina é praticamente insolúvel (Penna, Jozala, Gentille, Pessoa Junior, & 

Cholewa, 2006). Em relação à estabilidade térmica, nisina suporta temperaturas de 

até 121 ºC sem que ocorram modificações em sua estrutura (JOZALA et al., 2007).  

Portanto, as opções para a aplicação deste antimicrobiano como conservante 

é bastante diversa em diferentes alimentos, como queijos, ovos líquidos, produtos de 

panificação, maionese, molhos para salada, dentre outros, sendo que a grande 

maioria das aprovações é para uso em produtos lácteos e enlatados (DISCHINGER; 
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BASI CHIPALU & BIERBAUM, 2014; SIROLI et al., 2016). No Brasil, nisina é 

permitida em queijos pasteurizados no limite máximo de 12,5 mg/kg com objetivo de 

inibir Clostridium (BRASIL, 1996).  

As desvantagens em relação a utilização da nisina incluem, sua baixa 

solubilidade em alimentos com pH próximo a neutralidade ou básicos, sua produção 

pode ter custo alto, além da composição e da microbiota do alimento que podem 

interferir na atividade antimicrobiana (FIELD et al., 2015; JALILZADEH; TUNÇTÜRK 

& HESARI, 2015). 

De fato, nisina possui um poder inibitório sobre bactérias patogênicas e 

deterioradoras encontradas em diversos alimentos, principalmente as bactérias 

gram-positivas (WAN-NORHANA et al., 2012). Estudos demonstram que esse 

peptídeo é capaz de inativar micro-organismos gram-positivos como L. 

monocytogenes em mangas minimamente processadas (Barbosa, Silva de Araújo, 

Matos, Carnelossi, & Almeida de Castro, 2013) em carne de peixes picada 

(ABDOLLAHZADEH; REZAEI & HOSSEINI, 2014) ou em queijos Minas frescal 

(Pimentel-Filho, Mantovani, de Carvalho, Dias, & Vanetti, 2014), S. aureus em leite 

cru (Alves et al., 2016) ou pasteurizado (Shi et al., 2017), Bacillus cereus em leite 

refrigerado (Martinez, Alvarenga, Thomazini, F??varo-Trindade, & Sant’Ana, 2016) e 

Clostridium butyricum em molho de soja (LIU et al., 2013c). 

Ao contrário, bactérias gram-negativas geralmente são resistentes a esse 

lantibiótico em razão da presença da membrana externa, que atua como barreira 

protetora para a célula, impedindo que nisina seja adsorvida e inserida na 

membrana celular (Wan Norhana et al., 2012). Embora a atividade sobre bactérias 

gram-negativas seja baixa, estudos demonstram que nisina pode atuar sobre esses 

micro-organismos quando utilizada em conjunto com agentes químicos ou físicos 

capazes de desestruturar a membrana externa das células, tornando-as sensíveis à 

ação de nisina (ZOU et al., 2013; PRUDÊNCIO; DOS SANTOS & VANETTI, 2015).  

A associação da nisina com agentes quelantes, como o ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) permitiu sua ação em Salmonella Typhimurium, com redução 

de até 3 ciclos logarítmicos na população de células viáveis (PRUDÊNCIO et al., 

2015a). O mecanismo de ação do EDTA não está complementarmente elucidado, 

porém, sabe-se que ele atua desestabilizando a membrana externa de bactérias 

gram-negativas, possivelmente pela sua ligação com íons estabilizadores da 
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membrana como cálcio e magnésio, e assim, promove  perturbação e ruptura dessa 

camada (ALAKOMI; SAARELA & HELANDER, 2003; BHATIA & BHARTI, 2014). 

Silva et al. (2016) avaliaram a combinação de nisina com óleo essencial de orégano 

sobre a inativação de Salmonella Enteritidis e relataram que houve sinergismo na 

inibição do crescimento deste patógeno quando as duas substâncias foram 

utilizadas em conjunto.  

Outras estratégias, como ácidos orgânicos, campo elétrico pulsado, alta 

pressão e US são metodologias capazes de desestabilizar a membrana externa de 

bactérias gram-negativas (TECHATHUVANAN, 2012; TURGIS et al., 2012; 

GANESAN et al., 2015). Dentro deste contexto, o US é uma tecnologia recente 

utilizada na indústria de alimentos com capacidade de desestruturar a membrana 

externa de bactérias gram-negativas (LI et al., 2016b). 

 

2.3. Ultrassom: definição e aplicação na indústria de alimentos 

 

Ondas de US são ondas sonoras com frequências que excedem o limite de 

audição do ouvido humano (~20 kHz) e, de acordo com sua faixa de frequência, 

podem ser divididas em ondas de baixa energia (frequências superiores a 100 kHz e 

intensidades abaixo de 1 W/cm2) e ondas de alta energia (frequências entre 20 e 

500 kHz e intensidades superiores a 1 W/cm2) (KNORR et al., 2011; 

ASHOKKUMAR, 2015). 

Trata-se de tecnologia não térmica, com diversas finalidades na indústria de 

alimentos. Estudos recentes demonstraram que o US pode ser usado em processos 

que envolvem congelamento e cristalização de alimentos (KIANI; ZHANG & SUN, 

2013; ISLAM et al., 2015), secagem (MIANO; IBARZ & AUGUSTO, 2016; 

NASCIMENTO et al., 2015) desgaseificação (XU et al., 2014), filtração e separação 

(CHANDRAPALA et al., 2012; JAMBRAK et al., 2014) emulsificação (O’SULLIVAN et 

al., 2014), remoção de biofilmes (SÃO JOSÉ et al., 2012) e inativação de micro-

organismos (TURANTAS; KILIÇ & KILIÇ, 2015). 

Uma das aplicações promissoras do US de alta energia na indústria de 

alimentos envolve a inativação de micro-organismos (CRUZ-CANSINO et al., 2015; 

KHANDPUR & GOGATE, 2016). A inativação microbiana ocorre por causa do 
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processo de cavitação (intracelular e, ou extracelular), que é a formação, 

crescimento e colapso de bolhas de gás, as quais geram energia química e 

mecânica localizada, sendo esse o principal efeito bactericida da técnica (ZAFRA-

ROJAS et al., 2013; SÃO JOSÉ & VANETTI, 2015; CIUFFREDA et al., 2015). Esse 

fenômeno ocorre, pois quando as ondas de som propagam-se através do meio 

líquido, promovem a compressão e expansão do sistema, com liberação de alta 

energia pelo colapso das bolhas de gás, criando ondas de choque (MASON & 

LORIMER, 2002). Essas ondas de choque possuem regiões de alta temperatura e 

pressão, que atingem até 5.500 K e 1.000 MPa, respectivamente, as quais podem 

danificar fisicamente a parede celular (SÃO JOSÉ et al., 2014; KHANDPUR & 

GOGATE, 2016). O processo cavitacional também gera a formação de radicais 

livres, pela hidrólise da água, o que pode provocar danos ao DNA da célula 

(KHANDPUR & GOGATE, 2016).  

Estudos como o de Cregenzán-Alberti et al. (2014) mostraram que o aumento 

da intensidade e do tempo de tratamento com US foram os principais fatores para 

aumentar a redução de E. coli em leite cru. Resultados semelhantes foram 

observados por Gabriel (2014) na redução de Salmonella Typhimurium em suco de 

laranja e por Alarcón-Rojo et al. (2015) e Shamila-Syuhada et al. (2016) na 

inativação de Salmonella Typhimurium em leite. 

Em carnes, por exemplo, para reduzir uma alta população microbiana é 

necessário a aplicação do US em altas intensidades ou tempo de sonicação muito 

prolongado (PANIWNYK, 2016). Porém, essas condições podem provocar 

modificações indesejáveis na estrutura e textura dos alimentos (PANIWNYK, 2016). 

Contudo, sua combinação com outras metodologias, permite a redução da 

intensidade e tempo de processamento (AWAD et al., 2012).  

 

2.4. Combinação do ultrassom com outras estratégias na inativação de micro-

organismos 

 

Na literatura não foram encontrados trabalhos que demonstrem o efeito da 

combinação do US com bacteriocinas sobre patógenos alimentares, entretanto, sua 

combinação com outras estratégias de sanitização já foram avaliadas sobre 

diferentes micro-organismos patogênicos ou deterioradores (Tabela 1). O sinergismo 
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do US com diversas outras técnicas na inativação de micro-organismos foi reportado 

para redução de altas populações de bactérias patogênicas  e de  micro-organismos 

deterioradores (PANIWNYK, 2016). Os resultados demonstraram que a variação dos 

parâmetros do US, o micro-organismo, a matriz alimentar e o tratamento combinante 

podem afetar diretamente na redução da população microbiana. 

Como observado na tabela 1, o US tem sido associado com diversas técnicas 

na inativação de diferentes micro-organismos. Sua associação com óleos essências, 

ozônio, campo elétrico pulsado, ácidos orgânicos, sanitizantes, dentre outros, 

apresentou resultados significativos na redução de populações microbianas. Sagong 

et al. (2011) avaliaram a inativação de Salmonella Typhimurium combinando US 

com ácido cítrico (2%) e tal associação resultou em redução de 3,18 ciclos 

logarítmicos do patógeno em alface orgânica. Rosário et al. (2017) tentaram inativar 

S. enterica associando o US com ácido acético (800 mg/L) e conseguiram uma 

redução de 1 ciclo logarítmico em morangos.   

Quando US é empregado associado com agentes químicos como, por 

exemplo, peróxido de hidrogênio, o intenso gradiente de pressão gerado pelo US 

potencializa a penetração desse sanitizante na célula microbiana, provocando a 

morte celular (SHAMILA-SYUHADA et al., 2016). O sinergismo entre o US e óleos 

essenciais na inativação de patógenos alimentares já foi observado em diversos 

estudos. Quando combinado com o US, os óleos essenciais atuam em baixas 

concentrações e isso ocorre porque o US promove a sensibilização da parede 

celular microbiana, tornando a bactéria mais sensível à estas substâncias (OZCAN; 

ZORBA, 2015; MILLAN-SANGO et al., 2016). O US também tem se mostrado 

eficiente quando combinado com temperatura (termosonicação), pressão (mano-

sonicação) ou temperatura e pressão (mano-termosonicação). Neste caso, a 

combinação com a temperatura e, ou pressão, pode acelerar a taxa de inativação 

microbiana e assim, diminuir o tempo e a temperatura de tratamento, não 

necessitando de temperaturas elevadas para atingir uma redução microbiana 

significativa (DEMIRDÖVEN & BAYSAL, 2008; ALARCÓN-ROJO et al., 2015).  
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Tabela 1  - Associação do ultrassom a outros tratamentos na inativação de micro-organismo patogênicos e deterioradores. 

Frequência/intensidade 
do ultrassom 

Tratamento associado 
Tempo de 
tratamento 

(min) 

Micro-
organismos 

Nº de ciclos 
logarítmicos 

reduzidos 
Referência 

40 kHz e 150 W Ácido cítrico (2%) 5 

Salmonella 
Typhimurium 

3,18 
(SAGONG et al., 2011) 

L. monocytogenes 2,34 

612 kHz e 160 W Ozônio 16 E. coli 5,30 
(AL-HASHIMI; MASON & 

JOYCE, 2015) 

24 kHz e 33.31 W/mL 
Óleo essencial de canela 

(0,02 mg/mL) 
30 

Saccharomyces 
cerevisiae 

2,81 
(SÁNCHEZ-RUBIO et al., 

2016) 

26 kHz e 200 W 
Óleo essencial de orégano 

(0,025%) 
5 E. coli 0157:H7 4,70 

(MILLAN-SANGO et al., 
2016) 

40 W e 30 kHz 
Dióxido de carbono 

acoplado a alta pressão 
(12 Mpa) 

5 L. monocytogenes 7,5 
(SARA; MARTINA & 
GIOVANNA, 2014) 

37 kHz e 380 W 
Hipoclorito de sódio (50 e 

200 ppm) 
5 – 100 

Cronobacter 
sakazakii 

0,65 até 4,44 
(PARK; MIZAN & HA, 

2016) 

20 kHz e 600 W Luz pulsada 30 S. cerevisiae 6,0 
(FERRARIO; ALZAMORA 

& GUERRERO, 2015) 

40 KHz e 130 W 
Ácido peracético (40 

mg/L) 
10 Mesófilos 4,1 

(SÃO JOSÉ & VANETTI, 
2015) 
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Continuação tabela 1 

Frequência/intensidade 
do ultrassom  

Tratamento associado  
Tempo de 
tratamento 

(min)  

Micro-
organismos  

Nº de ciclos 
logarítmicos 

reduzidos 
Referência  

22.3 kHz e 1,43 W/mL 

 

Temperatura (65 ºC) 30  

 

L. monocytogenes 
Scott A 

>5,0 (UGARTE-ROMERO; 
EDGAR FENG & MARTIN, 

2007) Temperatura (40 ºC)  Shigella boydii  > 5,0 

24 kHz e 65 μm 

 

Peróxido de hidrogênio     
(0,1%) 

 

5- 15  

 

S. aureus 1,7 até 3,9 

(SHAMILA-SYUHADA et 
al., 2016) 

L. monocytogenes 2,1 até 4,2 

Salmonella 
Typhimurium 

2,7 até 4,9 

E .coli 2,7 até 4,9 

Pseudomonas  
fluorescens 

2,7 até 4,9 

24 KHz e 85 W/cm2 Ácido málico (12g/100mL) 9  E .coli 5,06 
(SALLEH-MACK & 
ROBERTS, 2007) 

24 KHZ e 210 W 
Água eletrolisada (155mg/L 

de cloro livre) 
30  

E. coli O157:H7 4,07 

(AFARI et al., 2016) Salmonella 
Typhimurium 

5,15 

20 KHz e 750 W 
Campo elétrico pulsado (12 

kV/cm, 120 μs at 35 °C) 120  S. cerevisiae 3,48 (LYU et al., 2016) 

40 KHz e 500 W Ácido acético (800 mg/L) 5  S. enterica 1,0 (ROSÁRIO et al., 2017) 
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2.5. Metodologia de superfície de resposta 

 

A metodologia de superfície de resposta (MSR) é um método estatístico 

baseado na utilização de delineamentos fatoriais para modelagem de diversos 

processos para descrever empiricamente variáveis que afetam uma determinada 

resposta (BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Esta metodologia utiliza 

modelos matemáticos que podem conter funções polinomiais lineares, quadráticas 

ou de interações para explicar a relação entre as variáveis controladas (variáveis 

independentes) e uma ou mais respostas (variáveis dependentes) (RODRIGUES & 

LEMMA, 2014). Trata-se de uma técnica de otimização, composta basicamente de 

duas etapas: modelagem e deslocamento. Na modelagem ocorre o ajuste dos 

modelos lineares ou quadráticos aos resultados obtidos no planejamento 

experimental. Já no deslocamento, ocorre a busca para a máxima inclinação do 

modelo, que é o caminho onde a resposta varia de forma mais pronunciada 

(BEZERRA et al., 2008).  

Na indústria de alimentos, por exemplo, é muito comum a existência de vários 

fatores que afetam a qualidade final do produto, assim, a MSR associada com 

metodologia de planejamento experimental é considerado como uma estratégia 

eficaz para o desenvolvimento de processos, principalmente quando grande número 

de variáveis estão envolvidas (RODRIGUES & LEMMA, 2014). Por exemplo, a 

utilização da MSR na microbiologia preditiva, permite observar a relação de morte 

microbiana em função de variáveis independentes, tais como pH, temperatura, 

atividade de água, uso de aditivos, entre outros e deste modo, verificar a condição 

que promove a melhor redução na população microbiana (SHIVHARE & 

MCCREATH, 2010; RODRIGUES & LEMMA, 2014). 

Segundo Mateus, Barbin e Conagin (2001), geralmente a MSR é utilizada em 

combinação com o delineamento composto central rotacional. Este planejamento 

consiste de um fatorial completo 2k, repetição do ponto central e dois pontos sobre 

os eixos de cada variável a uma distância ± α do ponto central, onde α = ሺ2� ሻ14. 

Assim, um delineamento com três variáveis independentes totalizaria 17 ensaios, se 

o ponto central for repetido três vezes (SARAMAGO et al., 2008). 

A validação dos modelos matemáticos gerados pode ser verificada 

empregando a análise de variância (ANOVA) por meio do coeficiente de 
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determinação (R2) e pela distribuição de Fisher (teste F), considerando os graus de 

liberdade e o nível de significância (α) escolhido para os ensaios (JUNIOR, 2012).  

O R2 é usado para averiguar a predição do modelo, sendo que quanto mais 

próximo o seu valor de 1, melhor será a predição realizada pelo modelo. O teste F 

consiste em verificar se o modelo matemático consegue explicar uma variação 

significativa dos dados experimentais, na qual se baseia em comparar o F calculado 

com o valor de F tabelado para a distribuição de referência usada. Para o modelo 

ser considerado válido, o valor de F calculado deve ser superior ao tabelado. A 

validação do modelo, também pode ser verificada realizando experimentos 

adicionais, os quais as combinações não são as mesmas para a montagem do 

modelo. Assim, com esses dados pode-se comparar os valores obtidos com os 

valores gerados pelo modelo (JÚNIOR, 2008; SARAMAGO et al., 2008) 

As vantagens de usar este tipo de metodologia estatística é a economia de 

materiais utilizados, de recurso financeiros e tempo de execução, que é 

proporcionado pelo delineamento que gera curvas “iso-resposta”, o que permite a 

obtenção de resultados com diferentes proporções entre as variáveis independentes, 

sem a necessidade de se repetir exaustivamente os ensaios experimentais 

(JÚNIOR, 2012). 

Constata-se que a busca por metodologias alternativas na sanitização e 

conservação de alimentos aumentou ao longo dos últimos anos para atender às 

exigências impostas pelos consumidores, que buscam por alimentos de alta 

qualidade e com preservação das características naturais, além de serem 

microbiologicamente seguros para consumo. Considerando que Shigella é um 

patógeno contaminante de alimentos e oferece risco à saúde do consumidor, 

tornam-se importantes estudos e desenvolvimento de novas estratégias que 

busquem contribuir para a segurança microbiológica do produto que é 

disponibilizado aos consumidores. 

Assim, nisina associada ao US pode ser uma estratégia a ser avaliada na 

inativação de Shigella e que futuramente poderá ser aplicada na indústria alimentícia 

na sanitização e conservação de alimentos. 
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Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da nisina associada com ultrassom na inativação de S. flexneri 

em diferentes condições de pH. 

 

Objetivos específicos 

 

• Estabelecer a melhor condição de tempo de sonicação, pH do meio e 

concentração de nisina para redução de S. flexneri utilizando a metodologia 

de superfície de resposta; 

 

• Avaliar o efeito de nisina combinada com ultrassom na inativação de S. 

flexneri em condição de armazenamento em baixa temperatura 

 

• Quantificar constituintes intracelulares extravasados após o tratamento com 

nisina e ultrassom.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratório de Microbiologia de 

Alimentos do Departamento de Microbiologia e no laboratório de Biologia Molecular 

e Filogeografia do Departamento de Bioquímica, ambos pertencentes à Universidade 

Federal de Viçosa (UFV).  

 

3.1. Micro-organismos e condições de cultivo 

  

A cultura de S. flexneri 2a (sorotipagem realizada pela Fundação Oswaldo 

Cruz (Fiocruz) (Laudo 266/17)) foi preparada inoculando uma alçada da cultura 

estoque em 10 mL de caldo infusão cérebro e coração (BHI, Oxoid, Inglaterra), a 37 

°C por 22 a 24 h. Este procedimento foi realizado duas vezes antes d o início dos 

testes.  

L. lactis subsp. lactis ATCC 19435 não produtora de nisina, mas sensível a 

ela, foi cultivado em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Himedia, Indía) a 37 ± 1 °C 

e foi utilizado para determinação da atividade antimicrobiana da bacteriocina. 

 

3.2. Preparo da solução de nisina 

 

A solução estoque de nisina foi preparada pela diluição de 1 g de Nisaplin 

(2,5% Nisina, Nisaplin®, Danisco Brasil) em 5 mL de solução fosfato de sódio (5 

mM, pH 2,0). A concentração final do estoque foi de 1.490,73 µM. Após o preparo, o 

estoque foi armazenado sob refrigeração até o início dos experimentos. 

 

3.3. Acompanhamento da temperatura do meio de cultura durante a sonicação 

 

  Primeiramente, foi verificado se existe alteração na temperatura do meio de 

cultura provocada pelo US durante os experimentos. Para isto, pipetou-se 10 mL de 

caldo BHI em tubos Falcon de 50 mL (Sarstedt, Alemanha) acondicionado em caixa 
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térmica com gelo. Uma sonda de 06 mm do US (20 kHz,Vibra Cell, VCX 130 W, 

Newtown, Estados Unidos) foi inserida em uma altura de até 2 cm abaixo da 

superfície do caldo. Utilizou-se amplitude de 100% do US e modo contínuo. A cada 

um minuto, a temperatura do meio foi verificada com auxílio de termômetro a laser 

(Infra Red Thermo-meter, CE, Reino Unido). Este procedimento foi realizado durante 

20 min de sonicação, com os tubos em triplicata.  

 

3.4. Análise da atividade da nisina após a sonicação 

 

O efeito do tratamento de US sobre a atividade antimicrobiana de nisina foi 

verificada em 10 mL de caldo BHI, com diferentes valores de pH (4,0; 5,5 e 7) 

contendo concentração final de 500 µM de nisina. A sonicação ocorreu com a sonda 

do US em altura de até 2 cm abaixo da superfície do caldo BHI. O tubo Falcon 

estava dentro de uma caixa térmica com gelo. Após 20 min de sonicação, a 

atividade antimicrobiana do peptídeo foi avaliada pelo método de difusão em ágar 

MRS, usando L. lactis como indicador (JACK; TAGG & RAY, 1995). Alíquotas de 25 

μL do caldo BHI foram pipetadas em orifícios com 5 mm de diâmetro em ágar MRS 

contendo, aproximadamente, 105 UFC/mL de L. lactis. Após incubação a 37 oC por 

24 h, mediu-se o diâmetro do halo de inibição. Um controle sem nenhum tratamento 

foi realizado. Os experimentos foram repetidos três vezes.  

 

3.5. Delineamento experimental 

 

O Delineamento composto central rotacional (DCCR) com três fatores foi 

utilizado para estabelecer a melhor condição de inativação de S. flexneri pelo uso do 

US combinado a nisina. As variáveis independentes foram tempo de sonicação (X1: 

5 a 20 min), pH (X2: 4,0 a 7,0) e concentração de nisina (X3: 29,1 µM a 291,1 µM). O 

pH do meio de cultura foi ajustado utilizando uma solução de HCl 0,1 M. A tabela 2 

apresenta os valores reais usados no DCCR. O ponto central foi repetido três vezes 

para avaliar as variações decorrentes das condições experimentais.  
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Tabela 2 - Variáveis independentes, níveis e valores reais utilizados no 

planejamento experimental para redução de S. flexneri 

Variáveis independentes Níveis codificados e reais 

 - 1,68 -1 0 + 1 + 1,68 

Tempo de sonicação (min) 5,0 8,0 12,5 17,0 20,0 

pH 4,0 4,6 5,5 6,4 7,0 

Concentração de nisina (μM) 29,1 82,1 160,1 238,0 291,1 

 

Com a falta de trabalhos que demonstram a inativação de Shigella com nisina 

e ultrassom foram escolhidos valores encontrados na literatura para inativação de 

Salmonella, assim, as variáveis independentes foram escolhidas de acordo com as 

seguintes justificativas: 

Tempo de sonicação: Shamila-Syuhada et al. (2016) utilizaram tempo de 

sonicação de 5 a 15 min enquanto Afari et al. (2016) usaram o US por 30 min.  

pH do meio: Shigella cresce na faixa de pH que varia entre 4,5 e 8, com pH 

ótimo próximo de 7. Entretanto, foram descartados valores acima de 7, pois a nisina 

possui melhor atividade em valores de pH abaixo de 5. Outro ponto que foi levado 

em consideração são os possíveis processos industriais que poderiam usar a nisina, 

como por exemplo na sanitização de sucos que possuem valores de pH baixo ou na 

água de sanitização de carnes, frutas e hortaliças que possui pH abaixo de 7. 

 Concentração de nisina: estudos prévios realizados por Prudêncio et al. 

(2016) mostraram que o crescimento de Salmonella é inibido em concentrações 

acima de 115 μM. Como a proposta deste trabalho é avaliar a combinação de vários 

fatores na redução da população de S. flexneri, avaliou-se baixas concentrações de 

nisina associadas com os outros fatores. Além disso, concentrações de nisina acima 

de 115 μM foram mantidas para ampliar a faixa de concentração que esta 

bacteriocina pode ser usada na indústria.   

 

3.5.1. Tratamento de S. flexneri com nisina e ultrassom 

 

Antes do início dos experimentos, a sonda do US foi sanitizada por imersão 

em álcool 70% por 15 min, seguida de lavagem com água esterilizada por duas 

vezes e seca com papel manteiga esterilizado. Células de S. flexneri foram 
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centrifugadas a 10.000 g por 10 min e ressuspendidas em solução salina 0,85%. A 

partir desta solução, inoculou-se, aproximadamente, 105 UFC/mL em 10 mL de caldo 

BHI. A suspensão de células foi acrescida de nisina e submetida ao tratamento com 

US (amplitude de 100% e modo contínuo), de acordo com o delineamento 

experimental. Os resultados foram expressos em redução logarítmica de UFC/mL, 

onde a redução de S. flexneri foi computada pela diferença entre o logaritmo do 

número de células viáveis ao início do experimento e ao final de cada tratamento de 

acordo com a equação 1:  

 

Equação 1: Y= Log UFC/mL inicial – Log UFC/mL final 

 

onde Y representa a variável dependente (número de ciclos logarítmicos reduzidos 

de S. flexneri). 

 

3.5.2. Construção e validação do modelo preditivo 

 

Neste estudo, tempo de sonicação, pH e concentração de nisina foram as 

variáveis independentes, sendo que a variável dependente o número de ciclos 

logarítmicos reduzidos na população de S. flexneri. As respostas obtidas nos 17 

ensaios do DCCR foram ajustadas por regressão linear múltipla utilizando-se o 

modelo polinomial quadrático descrito na equação 2: 

 

 

Equação 2:  � =  �0 + �ଵ� + �ଶ�� + �ଷ��� + �ସ �. � + �ହ ��. �� + �଺���. ��� +                                  �଻�. �� + �଼ �. ��� +  �ଽ��. ��� 
 
 
 

Onde Y é a variável dependente (redução de S. flexneri), β0 a β9 são os 

coeficientes do modelo estimados pelo ajuste dos dados experimentais com 

probabilidade de 0,05, T é o tempo de sonicação e Nis é a concentração de nisina 

em μM. 
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Para verificar a existência de significância do modelo matemático utilizou-se a 

análise de variância (ANOVA) e teste F para estimar os parâmetros estatísticos de 

predição do modelo. O nível de probabilidade usado foi de 0,05. Os dados foram 

gerados usando o programa Minitab, versão 17.0.  

Os gráficos de superfície de resposta foram construídos usando os valores 

preditos dos modelos ajustados pelo programa Sigmaplot versão 12.0.  

Além disso, posteriormente para avaliar a predição do modelo obtido, oito 

condições experimentais foram escolhidas aleatoriamente. Estas condições foram 

diferentes das condições previstas no delineamento experimental. Os experimentos 

foram realizados de acordo com o descrito no subitem 3.5.1. Os valores preditivos 

foram determinados conforme a equação matemática do modelo, nos quais os 

valores foram correlacionados com os valores observados em testes in vitro. Os 

testes de validação foram repetidos três vezes.  

 

3.6. Sobrevivência de S. flexneri após a sonicação na presença de nisina e 

incubação em baixa temperatura 

 

Duas condições (10 min de sonicação, pH 6,0 e 175 µM de nisina e 20 min de 

sonicação, pH 4,5 e 175 µM de nisina) foram escolhidas para avaliação do 

comportamento de S. flexneri após a sonicação na presença de nisina. Controles 

com células tratadas com US, com nisina e células sem tratamento foram realizados. 

Os experimentos foram conduzidos conforme descrito no subitem 3.5.1, porém após 

a sonicação, as amostras foram armazenadas sob refrigeração, a 7 ± 1 ºC. A cada 

24 h foi realizada a determinação do número de células viáveis durante cinco dias 

(120 h). Os testes foram repetidos três vezes. 

 

3.7. Contagem de células viáveis  

 

A contagem de células viáveis de S. flexneri citada nos subitens: 3.5.1; 3.5.2 e 

3.6 foi feita após cada tratamento, pela técnica de plaqueamento em microgotas 

(MORTON, 2001) e, ou pela técnica de espalhamento em superfície em ágar padrão 

para contagem (PCA, Himedia, Índia). As placas foram incubadas a 37 ± 1 ºC por 8 
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a 12 h, quando o plaqueamento foi por microgotas e por 48 h, quando as placas 

foram feitas por espalhamento do inóculo em superfície.  

 

3.8. Quantificação de ATP 

 

Após cada tratamento descrito no item 3.6, alíquotas da cultura foram 

retiradas para a análise de extravasamento de conteúdo intracelular. As células 

foram coletadas por centrifugação a 2500 g por 10 min. O sobrenadante foi filtrado 

em membranas com poros de 0,22 µm (Millipore®, Merck , Darmstadt, Alemanha) e 

armazenado a -20 ºC para avaliação de constituinte extravasado. 

A análise de ATP foi realizada com o kit Bac Titer-Glo™ Microbial Cell 

Viability Assay Reagent (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), em que a 

concentração de ATP é determinada pela mensuração dos níveis de luminescência, 

conforme o protocolo descrito pelo fabricante. Primeiramente, pipetaram-se 50 µL do 

sobrenadante com 50 µL do reagente contendo a enzima luciferase. A curva padrão 

foi preparada, pipetando-se o ATP em caldo BHI na concentração final de 100 µM e, 

a partir desta, realizaram-se diluições seriadas até 1 pM. Em placa escura de 96 

poços, pipetaram-se 50 µL de cada diluição e 50 µL do reagente contendo a enzima. 

Após 15 min de reação, as leituras foram realizadas em leitor de luminescência 

(SpectraMax M5, Molecular Device, Sunnyvale, California, EUA), com emissão em 

560 nm. 

A curva padrão obtida apresentou R2 de 0,995 e a equação gerada para 

calcular a concentração de ATP está descrita em equação 3: 

 

Equação 3: Y = 693,97x + 774,18 

onde: Y = concentração de ATP em µM    

          x = níveis de luminescência 

 

 

 

https://www.google.com.br/search?biw=1341&bih=602&q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi02c7MhI3SAhXIEpAKHRXfBN8QmxMIkAEoATAN
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3.9. Análise estatística 

 

O teste Tukey foi usado para verificar a existência de diferença estatística 

entre o tratamento combinado (nisina + US) e os grupos controles na análise das 

oito condições da validação e na análise de ATP. O nível de significância adotado foi 

de 5%.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Temperatura do meio de cultura durante a sonicação 

 

A variação da temperatura do caldo BHI causada pelo US ao longo do tempo 

de sonicação em banho de gelo foi determinada e aumentou abruptamente nos 

primeiros minutos de sonicação a 20 kHz, 130 W e amplitude de 100% (Figura 2).  
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Figura 2  - Variação da temperatura de 10 mL do caldo BHI em banho de gelo 

causada pelo tratamento de ultrassom de 20 kHz, 130 W e amplitude de 100% ao 

longo de 20 min de sonicação. 

A temperatura máxima de 52 ºC obtida ao longo de 20 min de sonicação é 

próxima ao valor de 55 ºC observado por Kirimli e Kunduhoglu (2016). Esses autores 

avaliaram o aumento da temperatura provocada pelo US (20 kHz), em tampão 

citrato, ao longo de 20 min em sistema de refrigeração fechado. De fato, o fenômeno 

de cavitação gera aumento da temperatura do meio sonicado, pois são formadas 

regiões com alta temperatura, que são produzidas durante a propagação das ondas 

de som (ZAFRA-ROJAS et al., 2013). Entretanto, como os tratamentos ocorreram 
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em banho de gelo, esta variação da temperatura foi parcialmente controlada após 9 

min de sonicação (Figura 2). 

Vários autores utilizaram estratégias para aplicação da sonicação em um 

sistema de refrigeração, no intuito de minimizar o aumento da temperatura, uma vez 

que temperaturas elevadas podem provocar morte microbiana e assim, confundir a 

análise dos dados (GÓMEZ-LÓPEZ et al., 2014; GANESAN et al., 2015; LI et al., 

2016b). 

 

4.2. Atividade da nisina após a sonicação 

  

O US não interferiu na atividade inibitória de nisina sobre L. lactis nos valores 

de pH avaliados, não sendo obtidos diâmetros de halos de inibição 

significativamente diferente dos controles (p>0,05) (Tabela 3). Isto indica que nisina 

foi resistente ao processo de sonicação por 20 min nas condições usadas nos 

experimentos. De acordo com  Awad et al. (2012), o US  produz energia suficiente 

para promover mudanças conformacionais em proteínas, além de alterar atividade 

enzimática. Entretanto, o tempo máximo de tratamento usado neste estudo foi de 20 

min, não sendo possível inferir se a sonicação prejudica a atividade desse 

antimicrobiano em um tempo maior de tratamento. 

 

Tabela 3 - Diâmetro (mm) dos halos de inibição do crescimento de L. latis em ágar 

MRS provocada pela nisina tratada com ultrassom durante 20 min e em diferentes 

valores de pH. 

Tratamento pH 

 4,0       5,5 7,0 

 Halo de inibição (mm) 

Nisina + US 11,5a ± 0,5  11,8a ± 0,8  11,2a ± 0,8 

Nisina (temperatura ambiente) 12,5a ± 0,5  12,3a ± 0,6  11,8a ± 0,3  

US = ultrassom; as médias seguidas de uma mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo 
teste de Tukey (p<0,05). 
 

A falta de informação sobre a influência do US sobre a atividade de 

bacteriocinas, especificamente nisina, torna difícil a comparação deste resultado 
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com outros trabalhos. Diversos estudos mostraram que nisina é resistente a 

tratamento térmico de 121 ºC por 30 min, a tratamentos com alta pressão e dióxido 

de carbono (10 Mpa, 32 °C, 15 min) , a radiação (5 kGy) e ao campo eletro pulsado 

(30 kV/cm, 99 µs, pulso 0,5 Hz) (JOZALA et al., 2007; SALDAÑA et al., 2010; LI et 

al., 2016a; KAKATKAR; GAUTAM & SHASHIDHAR, 2017). 

 

4.3. Construção do modelo preditivo para inativação de S. flexneri e validação 

 

A tabela 4 apresenta os valores das combinações dos diferentes tempos de 

sonicação, pH e concentrações de nisina utilizados no planejamento experimental, 

acompanhados das respostas registradas em termos de número de ciclos 

logarítmicos reduzidos (log de UFC/mL). 

 

Tabela 4 - Condições experimentais e resultados obtidos do planejamento fatorial 

por DCCR na redução de S. flexneri. 

Ensaio Variáveis independentes  Variável dependente 
 X1 X2 X3 Y 
1 8 4,6 82,1 0,80 
2 17 4,6 82,1 2,76 
3 8 6,4 82,1 0,57 
4 17 6,4 82,1 1,62 
5 8 4,6 238 2,44 
6 17 4,6 238 3,81 
7 8 6,4 238 1,56 
8 17 6,4 238 2,09 
9 5 5,5 160,1 1,70 

10 20 5,5 160,1 3,40 
11 12,5 4 160,1 2,07 
12 12,5 7 160,1 0,74 
13 12,5 5,5 29,1 1,95 
14 12,5 5,5 291,1 3,15 
15 12,5 5,5 160,1 2,41 
16 12,5 5,5 160,1 2,11 
17 12,5 5,5 160,1 2,21 

X1 = Tempo de sonicação em min, X2 = pH do meio, X3 = concentração de nisina em µM,                   

Y = redução logarítmica (UFC/mL) de S. flexneri. 
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De acordo, com os resultados obtidos no planejamento experimental, 

observou-se que a maior redução de células viáveis de S. flexneri (3,81 ciclos 

logarítmicos) foi obtida nas condições do ensaio 6: 17 min de sonicação, pH do meio 

4,6 e concentração de nisina de 238 μM e o menor valor (0,57 ciclos logarítmicos) na 

condição 3: 8 min de sonicação, pH do meio 6,4 e concentração de nisina de 82,1 μM. 

A tabela 5 mostra o resultado da análise de regressão para a redução da 

população de células viáveis de S. flexneri utilizando as três variáveis analisadas. Foi 

observado, que todos os termos lineares, o termo quadrático do pH e a interação 

tempo de sonicação x pH foram significativos (p<0,05).  

 

Tabela 5 - Coeficientes de regressão para redução de S. flexneri. 

Fatores Coeficiente de 

regressão 

Erro 

padrão 

t p * 

Constante -15,15 0,085 27,75 0,000 

Tempo de sonicação  0,4242 0,118 8,09 0,000 

pH 5,2931 0,118 -6,47 0,000 

Nisina 0,0058 0,118 6,42 0,000 

Tempo de sonicação2 0,0022 0,215 0,58 0,575 

pH2 0,4659 0,203 -5,16 0,000 

Nisina2 0,00001 0,230 0,77 0,460 

Tempo de sonicação x pH -0,0540 0,255 -2,38 0,036 

Tempo de sonicação x nisina 0,0004 0,215 -1,81 0,114 

pH x nisina  -0,0022 0,244 -1,77 0,115 

 *Significativo p<0,05 
 
 

O modelo de segunda ordem somente com os termos significativos (p<0,05) 

que descreve a redução da população de S. flexneri em ciclos logarítmicos em 

relação à variação do tempo de sonicação, do pH do meio e da concentração de 

nisina está expresso na equação 4: 

 

Equação 4: Y = -15,15 + 0,424 T + 5,293 pH + 0,005796 Nis - 0,4659 pH*pH -  

                   0,0540 T*pH 
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onde: 

Y = redução logarítmica (UFC/mL) de S. flexneri; 

T = tempo de sonicação; 

Nis = concentração de nisina em μM. 

 

O modelo obtido pode ser considerado estatisticamente significativo, ao nível 

de confiança de 95%, uma vez que o teste F indicou um valor de F calculado 

superior ao F tabelado (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Análise de variância da redução da população de S. flexneri. 

 GL SQ MQ Fcal p 

Regressão 5 12,2139 2,44 36,19  <0,0001 

Resíduos 11 0,7425 0,0675   

Falta de ajuste 9 0,6959 0,0773 3,31 0,253 

Erro puro 2 0,0467 0,233   

Total 16 12,9564    

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; MQ: médias dos quadrados; R2 = 0,942 e R2 
ajustado =0,916; Ftab: 3,20. 

 

Observa-se que o modelo de inativação de S. flexneri utilizando a combinação 

de nisina e US, associada à alteração do pH, em um nível de confiança de 95%, 

apresentou falta de ajuste não significativo (p<0,05), além de um coeficiente de 

determinação estatisticamente significativo (R2 de 0,942 e R2 ajustado de 0,916) 

(Tabela 6). Este valor é considerado satisfatório para obtenção de um modelo válido 

e, possivelmente, útil para fins preditivos, pois 91,6% da variável dependente 

(redução de ciclos logarítmicos de UFC/mL) conseguem ser explicadas pelas 

alterações das variáveis independentes presentes no modelo ajustado 

(RODRIGUES & LEMMA, 2014). De acordo com Granato e Masson (2010), valores 

baixos do R2 ajustado (abaixo de 0,7) são indicadores de não adequação dos 

modelos para descrever a influência das variáveis independentes nas respostas. 

Usando modelos preditivos, Nafar et al. (2013) encontraram R2 de 0,996 na 

inativação de S. cerevisiae em suco de uvas vermelhas, usando as variáveis 

frequência do US (0 a 135 kHz), temperatura (25 a 50 ºC) e tempo de sonicação (20 

a 40 min). Cregenzán-Alberti et al. (2014) utilizaram o delineamento composto 
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central (DCC) com 20ensaios para encontrar a melhor condição de inativação de E. 

coli e S. aureus no leite, combinando a termosonicação (20 a 52 ºC) com tempo de 

tratamento (40 a 240 s) e intensidade da sonicação (60 a 120 W/cm2). Os autores 

encontraram um modelo preditivo com R2 de 0,90 nos dados de E. coli e 0,73 nos de 

S. aureus. Os autores concluíram que os valores previstos pelos modelos preditivos 

apresentaram correlação significativa com os valores observados. Gholami et al. 

(2014) avaliaram a inativação de E. coli em água, utilizando o delineamento 

experimental Box-Behnken, que também origina um modelo preditivo. Esses autores 

utilizaram as variáveis, ciclo de pulso do US (2, 6 e 10 min), tempo de sonicação (5, 

7 e 9 min) e inóculo inicial (3, 6 e 9 ciclos logarítmicos de UFC/mL). O R2 encontrado 

foi de 0,99 e, embora os autores não tenham validado o modelo, eles consideraram 

que a validação é uma etapa importante no planejamento de modelos preditivos, 

pois confirmam os resultados previstos pelo modelo.  

Os gráficos de superfícies de resposta foram gerados de acordo com o 

modelo ajustado (Equação 4). Para fins comparativos, foram construídos modelos de 

superfícies de resposta fixando os valores mínimos (tempo de sonicação 5 min, pH 4 

e concentração de nisina de 29,1 μM) e máximos (tempo de sonicação de 20 min, pH 

7 e concentração de nisina 291,1 μM) das variáveis independentes (Figura 3).  

Assim, mantendo o tempo de sonicação fixo de 5 min (Figura 3A), a 

inativação máxima obtida foi de, aproximadamente, 2 ciclos logarítmicos na faixa de 

pH entre 5,0 e 5,5 e em concentração de nisina maior que 250 μM. Porém, quando foi 

fixado o tempo de sonicação de 20 min (Figura 3B) observou-se que a mesma 

redução de 2 ciclos logarítmicos ocorreu entre o pH 4,0 e 6,0 e concentração de 

nisina acima de 50 μM. Este resultado demonstra que o tempo de sonicação de 20 

min, contribui para o aumento da inativação de S. flexneri em baixa concentração de 

nisina, sendo alcançada redução de, aproximadamente, 5 ciclos logarítmicos na 

população de células viáveis.  
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Figura 3 - Superfície de resposta para redução de S. flexneri, usando as três 

variáveis independentes: tempo de sonicação, pH e concentração de nisina. 3A: 

tempo de sonicação fixo de 5 min; 3B: tempo de sonicação fixo de 20 min; 3C: pH 

fixo 4; 3D: pH fixo 7; 3E: concentração de nisina fixo de 29, 1 μM; 3E: concentração 

de nisina fixo de 291,1 μM. 
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A figura 3C e 3D apresentam a relação entre a concentração de nisina e o 

tempo de sonicação, com os valores de pH fixados em 4 e 7, respectivamente. O pH 

foi a variável de maior impacto na redução de células de S. flexneri, uma vez que 

quando o pH foi 4 (Figura 3C), observou-se que o aumento no tempo de sonicação e 

na concentração de nisina, acarretou o aumento do número de inativação de células 

de S. flexneri, ultrapassando 4 ciclos logarítmicos. Ao contrário, foi observado que, 

quando o pH do meio foi 7,0 o número de ciclos logarítmicos reduzidos foi de, 

aproximadamente, 1,5 (Figura 3D).  

A relação entre o pH e o tempo de sonicação está apresentada nas figuras 3E 

e 3F. A concentração fixa de 29,1 μM de nisina reduziu, no máximo, 3 ciclos 

logarítmicos quando o pH variou entre 4,0 e 5,0 (Figura 3E).  Entretanto, o aumento 

de 10 vezes na concentração de nisina provocou redução máxima de 4,5 ciclos 

logarítmicos (Figura 3F). Embora a diferença entre as concentrações de nisina 

avaliadas não seja muito grande, observou-se que 291,1 μM de nisina permitiu a 

redução do número de células viáveis de S. flexneri em pH próximo de 7. 

De maneira geral, analisando simultaneamente os gráficos de superfícies de 

resposta, percebe-se que maior redução de células viáveis de S. flexneri foram 

possíveis em regiões com tempo de sonicação de 20 min, pH do meio abaixo de 5 e 

concentração de nisina acima de 250 μM. 

Após estabelecer o modelo de inativação com a combinação das três 

variáveis independentes, foram escolhidas aleatoriamente, oito condições para 

validação do modelo preditivo obtido. As oito combinações formadas são diferentes 

daqueles usadas na confecção do modelo descritos na tabela 4. Os valores 

preditivos foram calculados de acordo com a equação 4 com a finalidade de verificar 

se existe correlação significativa entre os valores obtidos pelo modelo preditivo e o 

observado na redução do número de ciclos logarítmicos de células viáveis in vitro. 

A tabela 7 apresenta os valores obtidos pelo modelo preditivo e os 

observados nos experimentos de validação. Não existe diferença estatística entre o 

valor do número de ciclos logarítmicos reduzidos previstos e os observados 

(p>0,05), com coeficiente de determinação (R2) de 0,94 (Figura 4). Baseado nesses 

dados, pode-se sugerir que os valores preditivos apresentam ótima correlação com 

os valores observados e que o modelo da combinação descrito na equação 4 foi 

validado.  
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Tabela 7 - Condições para validação do modelo preditivo de redução de número de 

ciclos logarítmicos na população de S. flexneri acompanhado dos resultados dos 

valores observados e preditivos.   

Ensaio Fatores Redução (log UFC/mL)  

 
Tempo de sonicação 

(min) 
pH Nisina (µM) 

Valor 

observado * 

 Valor 

preditivo 

1 15 4,5 145,54 2,64 ± 0,17 2,79 

2 15 6,5 145,54 1,21 ± 0,24 1,50 

3 18 5,0 93,16 3,25 ± 0,32 2,98 

4 6 5,0 93,16 1,00 ± 0,27 1,13 

5 12 4,8 46,57 1,47 ± 0,29 1,77 

6 12 4,8 279,43 3,50 ± 0,17 3,11 

7 10 6,0 174,65 1,48 ± 0,23 1,84 

8 20 4,5 174,65 3,46 ± 0,06 3,86 

*não significativo (p>0,05). 

 

 

 

Figura 4 -  Correlação entre os valores de redução de ciclos logarítmicos na 

população de S. flexneri preditivo e observado das oito condições para validação do 

modelo do ultrassom associado com nisina.     
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Assim, o comportamento previsto pelo modelo na redução da população 

viável de S. flexneri utilizando os fatores tempo de sonicação, pH e concentração de 

nisina, representa significativamente o comportamento observado no teste in vitro. O 

DCCR pertencente à família de delineamentos eficientes, os quais requerem poucos 

ensaios para sua realização (BARROS NETO; SCARMINIO & BRUNS, 2001). Além 

disso, possui características interessantes para a busca do ponto que dê a resposta 

ótima. Essa necessidade de otimização dos experimentos minimiza custos e tempos 

operacionais (MATEUS; BARBIN & CONAGIN, 2001).     

Assim pode-se afirmar que o modelo foi adequado para predizer a redução do 

número de células viáveis de S. flexneri expostas ao tratamento de US em diferentes 

valores de pH e diferentes concentrações de nisina.  

O presente estudo mostra que o aumento da concentração de nisina promoveu 

maior redução da viabilidade de S. flexneri em pH baixo. Condições subletais de pH 

também promovem  sensibilização da membrana externa de bactérias gram-

negativas, que atua como uma barreira protetora para a célula (WUYTACK et al., 

2003; ZOU et al., 2013). Essa sensibilização permite a ação de bacteriocinas sobre 

as células, culminando em morte celular (GALVÃO; PRUDÊNCIO & VANETTI, 2015; 

MEIRA; JARDIM & BRANDELLI, 2015). Além disso, como mostrado em análises de 

microscopia eletrônica de E. coli (LI et al., 2016b), o US promove desestruturação na 

membrana externa de bactérias gram-negativas, tornando a célula mais sensível a 

ação de outros agentes bactericidas.  

Com base nesses dados, as três variáveis estudadas resultaram na 

inativação de S. flexneri. O aumento no tempo de sonicação, além de aumentar a 

temperatura do meio, também promove o acúmulo de regiões de alta pressão no 

meio líquido, que são geradas durante a propagação das ondas de som 

(KHANDPUR & GOGATE, 2016). As bolhas de gás presentes no meio, ao 

encontrarem regiões de alta pressão, explodem e formam ondas de choque com alta 

pressão e temperatura, que colidem diretamente com a parede celular da bactéria 

(CIUFFREDA et al., 2015). De acordo com os dados obtidos neste estudo, observa-

se que, se o tratamento com o US ocorrer em meios com valores de pH abaixo de 

5,0 a inativação de S. flexneri aumenta. Uma hipótese para explicar esse 

comportamento é que, após o US sensibilizar a membrana externa da célula, nisina 

conseguiu atingir a membrana citoplasmática e se ligou ao lipídeo II da membrana 

por ligação eletrostática, o que ocasiona a dissipação da força próton-motriz 
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(GARCIA et al., 2010). Essa dissipação altera o potencial de membrana e o 

gradiente de concentração de prótons, provocando a formação de poros na 

membrana (SIROLI et al., 2016). Os poros permitem o extravasamento de conteúdo 

intracelular e, consequentemente, provoca a morte da bactéria, sendo que em pH 

abaixo de 5, nisina possui maior atividade bactericida do que em meio próximo da 

neutralidade (CHUGUNOV et al., 2013).  

 Estes resultados mostraram que nisina é um aditivo potencialmente eficaz na 

inativação de S. flexneri, dependendo das condições em que é usado. O fato deste 

patógeno ser resistente à ação de nisina instiga a utilização de ferramentas que 

permitem a aplicação desse peptídeo na inativação de S. flexneri e, anteriormente, 

outros estudos reforçaram a necessidade da associação de nisina com outras 

tecnologias para obtenção de resultados satisfatórios. Govaris et al. (2010) 

mostraram que o óleo essencial de orégano e nisina atuaram de forma sinérgica na 

redução de Salmonella Enteritidis em carne de ovelha, no qual a combinação 

reduziu mais de 4 ciclos logarítmicos deste patógeno. Galvão, Prudêncio e Vanetti 

(2015) avaliaram diferentes condiçoes de estresse para sensibilizar Salmonella 

Typhimurium antes do tratamento com nisina (500 AU), as condições utilizadas 

foram, estresse ácido (pH 4,5 por 2 h) frio (-26 ºC por 2 h), térmico (55 ºC por 10 

min) e químico (EDTA por 30 min). Os resultados obtidos revelaram que após 6 h de 

armazenamento, células pré estressadas com ácido e EDTA na presença de nisina, 

foram reduzidas em 2,9 e 4,1 ciclos logarítmicos, respectivamente. Células pré 

estressadas pelo frio reduziram 3,5 ciclos logarítmicos e pelo tratamento  térmico em 

4,0 ciclos logarítmicos depois de 1 h de armazenamento. Esses resultados indicaram 

que diferentes condições de tratamento podem tornar Salmonella sensível à ação de 

nisina e assim, ocasionar morte celular o que irá resultar na redução no número de 

células viaveis . 

 Ndoti-Nembe et al. (2015) mostraram que a combinação da radiação com 

nisina reduziu significativamente a população de Salmonella Typhimurium em 

relação aos controles em mini cenouras. Nisina combinada com radiação gama 

também foi a estratégia adotada por Zahran (2015) na inativação de E. coli em carne 

de frango e o  efeito sinérgico na associação desses tratamentos foi observado. Li et 

al. (2016a) utilizaram um sistema de alta pressão com dióxido de carbono com a 

adição de nisina na inativação de E. coli. Os resultados demonstraram que essa 

combinação reduziu 2,7 ciclos logarítmicos, enquanto que o controle, só com nisina, 
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reduziu 0,16 ciclo logarítmico. Estes estudos demonstraram efeito sinérgico na 

combinação de nisina com outras estratégias na inativação de patógenos gram-

negativos, principalmente aquelas que atuam sobre a membrana externa.  

  

4.4. Sobrevivência de S. flexneri após a sonicação na presença de nisina e 

incubação em baixa temperatura 

 

Duas condições usadas na validação foram escolhidas para avaliação do 

comportamento de S. flexneri após a sonicação na presença de nisina e incubação 

sob refrigeração (7 ºC) por 120 h. A curva de inativação obtida com o tratamento na 

primeira condição (10 min, em pH 6,0 e 175 µM de nisina) encontra-se na figura 5. 

Observa-se que a combinação de nisina com US, promoveu uma redução de 1,48 

ciclo logarítmico após os 10 min de sonicação com nisina (0 h), enquanto que os 

tratamentos, isoladamente, não promoveram redução na população de S. flexneri. 

Este comportamento também foi observado no tratamento com a segunda condição 

(20 min, pH 4,5 e 175 µM de nisina) (Figura 6), porém, o número ciclos logarítmicos 

reduzidos foi de 3,46. Este resultado está de acordo com o previsto pelo modelo 

preditivo, que estabeleceu redução maior de S. flexneri quando o tempo de 

sonicação é maior e o pH do meio é baixo. 

Os tratamentos controles, que consistiram de 175 µM de nisina em ambas as 

condições de pH, promoveram diferentes valores de redução da população de S. 

flexneri. Observa-se que em pH 6,0 o controle somente com nisina (Figura 5) não 

promoveu redução inicial no número de células (0 h), ao contrário do que observado 

em pH 4,5 (Figura 6) onde a redução foi de, aproximadamente, 1,3 ciclo logarítmico. 

Deve ser ressaltado que estes controles foram mantidos na temperatura de 52 ºC 

em tempos diferentes (10 min na primeira condição e 20 min na segunda), sendo 

que somente na segunda condição (20 min, pH 4,5 e 175 µM de nisina) foi 

observada redução inicial no número de células viáveis.  

A manutenção da cultura de S. flexneri a 7 °C após a sonicação mostrou que a 

inativação deste patógeno continua a ocorrer na presença de nisina. De acordo com 

as figuras 5 e 6, nisina atuou sobre a inativação de S. flexneri quando armazenada a 

7 ºC em ambas as condições de pH (4,5 e 6,0).  
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Em pH 6,0 nisina reduziu o número de células viáveis de 5,42 para 3,53 

logarítmicos, enquanto que em pH 4,5 a redução foi de 5,69 para 2,88 ciclos 

logarítmicos ao final do armazenamento. Estes resultados mostram que nisina pode 

atuar sobre S. flexneri, em condições de refrigeração e que, em pH baixo, a redução 

é mais significativa. Estes resultados concordam com as observações de Galvão, 

Prudêncio e Vanetti (2015) e Prudêncio et al. (2016), que mostraram que a atividade 

bactericida da nisina é afetada pela alteração da temperatura e pH do meio, e que 

esta bacteriocina possui maior atividade contra este patógeno em pH baixo e 

temperatura de refrigeração.  

 

Tempo de armazenamento (h)

    0 24 48 72 96 120 

Lo
g 

(U
F

C
/m

L)

0

1

2

3

4

5

6

7

Nisina + US
US 
Nisina 
Células sem tratamento

 

Figura 5 -  Logaritmo do número de células viáveis de S. flexneri em caldo BHI, pH 

6,0 acrescido de nisina 175 µM após sonicação de 10 min e armazenado a 7 °C por 

120 h. 
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Figura 6 -  Logaritmo do número de células viáveis de S. flexneri em caldo BHI, pH 

4,5 acrescido de nisina 175 µM após sonicação de 20 min e armazenado a 7 °C por 

120 h. 

 

De forma geral, a redução do número de células viáveis de S. flexneri em caldo 

BHI com o pH 6,0 combinando o tratamento de US com nisina por 10 min foi de 3,78 

ciclos logarítmicos (Figura 5) e em pH 4,5 após tratamento por 20 min, esta redução 

foi de 4,9 ciclos logarítmicos (Figura 6) ao final de 120 h de estocagem a     7 ºC. 

Assim, a combinação de nisina com US em ambas as condições mostrou ser eficaz 

na redução de S. flexneri, entretanto, o efeito do US não é acumulativo e sim 

pontual, uma vez que a redução mais acentuada foi constatada logo após a 

sonicação (0 h) nas duas condições. Esse resultado indica que a combinação de US 

e nisina pode ser uma estratégia de sanitização para eliminar S. flexneri em 

alimentos, sendo que, se estes alimentos forem armazenados sob refrigeração, a 

inativação aumenta com o tempo.  

Comparando o tratamento combinado (nisina + US) com os controles (US, 

nisina e sem tratamento) em ambas as condições no final do tempo de 
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armazenamento, observa-se diferença estatística entre os tratamentos (p<0,05). Isso 

indica que a combinação dos fatores avaliados promoveu redução significativa na 

população de S. flexneri em relação aos controles.  

A refrigeração é uma das principais estratégias na conservação de alimentos  

(FERNANDES et al., 2014). Deste modo, a adição de nisina nos alimentos 

refrigerados pode ser uma alternativa na redução de S. flexneri e outros patógenos 

alimentares e, quando associada ao US, pode promover redução significativa na 

população inicial destes micro-organismos. De acordo com Cao-Hoang et al. (2008) 

e Galvão, Prudêncio & Vanetti (2015), a refrigeração pode provocar danos nos 

lipídios da membrana e ocasionar alterações na permeabilidade dessa barreira, além 

de gerar a formação de canais transitórios. Possivelmente, nisina utilizou esses 

canais para conseguir ultrapassar a membrana externa e se ligar ao lipídeo II, 

durante o período do armazenando a 7 ºC, visto que, em ambas as condições onde 

nisina estava presente, houve redução de S. flexneri.  

Vários estudos mostraram que a refrigeração pode influenciar na atividade da 

nisina sobre patógenos alimentares. Pajohi et al. (2011) verificaram que 

concentrações de 0,25 e 0,5 µg/mL de nisina inibiram completamente o crescimento 

de B. cereus em sopa de cevada após 5 dias de refrigeração a 8 ºC. Em condições 

de 25 ºC, estes autores não observaram a inibição deste patógeno, pelo contrário, 

esse micro-organismo manteve o crescimento mesmo na presença de nisina. Um 

resultado contrário foi o observado por Wan Norhana et al. (2012) onde 500 AU/mL 

(Unidade Arbitrárias por mililitro) de nisina não reduziu a população de L. 

monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Salmonella Senftenberg em camarões 

armazenados a 4 ºC por 7 dias. Ao final do tempo de armazenamento os autores 

observaram o crescimento dos patógenos no alimento. Os mesmos ressaltaram que 

esse comportamento pode ter sido influenciado pelo pH do alimento que variou de 

6,0 até 7,0. Como descrito na literatura, nisina possui maior atividade antimicrobiana 

em alimentos com baixo pH. Pimentel-Filho et al. (2014) combinaram nisina e 

bovicina HC5 (600 AU de cada bacteriocina) na inativação de L. monocytogenes em 

queijo Minas frescal armazenado a 4 ºC e relataram que este patógeno não foi 

detectado em 25 g do alimento usando a técnica de enriquecimento seletivo após 9 

dias de estocagem. Galvão, Prudêncio e Vanetti (2015) concluíram que condições 

de estresses usadas na indústria de alimentos como temperatura, pH e agentes 
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quelantes sensibilizaram células de Salmonella Typhimurium à ação de 

bacteriocinas 

Em contrapartida, após as 120 h de armazenamento ainda houve contagem 

de células viáveis desse patógeno. Quando mantidos em temperatura baixa os 

micro-organismos podem apresentar modificações fisiológicas que permitem sua 

sobrevivência nesta condição (BOZIARIS & ADAMS, 2000). Em bactérias gram-

negativas podem ocorre modificações na membrana externa, que influenciam na 

resistência a essas condições adversas. Tais alterações possivelmente ocorrem no 

lipídeo A, no dissacarídeo N-acetilglicosamina, na cadeia carbônica ou nos 

fofolipídeos que, de uma maneira geral, alteram a carga negativa da membrana 

externa e assim diminuem a interação da bacteriocina com a célula (PRUDÊNCIO; 

VANETTI & PRIETO, 2015). Em condições de estresse ácido e presença de 

peptídeos antimicrobianos, o sistema PhoP-PhoQ de bactérias gram-negativas é 

ativo, e assim, sinaliza a transcrição de mais de 40 genes em resposta a esses 

estímulos (KAWASAKI, 2012). Tais proteínas codificadas por esses genes atuam na 

alteração das cargas dos polissacarídeos, dos ácidos graxos e de proteínas de 

membrana, que resulta nesse fenótipo de resistência (KAWASAKI, 2012). 

Entretanto, o mecanismo exato de resistência a nisina é pouco conhecido. 

 

4.5. Perda de ATP de células de S. flexneri tratadas com nisina e ultrassom  

 

 O extravasamento de ATP foi avaliado nas duas condições testadas 

anteriormente (10 min de sonicação, em pH 6,0 e 175 µM de nisina e 20 min de 

sonicação, em pH 4,5 e 175 µM de nisina) e nos devidos tratamentos controles. O 

tratamento de S. flexneri somente com US não promoveu perda significativa de ATP 

para o meio externo, mas, a presença de nisina ocasionou o extravasamento de ATP 

das células, principalmente com a combinação com US (Figuras 7 e 8). Os 

resultados encontrados reforçam a ocorrência do mecanismo de ação da nisina, que 

age formando poros na membrana plasmática da célula alvo, promovendo o 

extravasamento de material intracelular. Além do ATP, os poros formados permitem 

a passagem de moléculas e íons essências para a sobrevivência da célula. 
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Como discutido anteriormente, sugere-se que a sonicação promoveu a 

ruptura ou sensibilização da membrana externa, tornando as células sensíveis a 

ação da nisina. Este efeito culmina com a morte de células de S. flexneri como 

verificado nas condições de tratamento avaliadas quando nisina foi adicionada no 

caldo BHI.  

  

 

 

 

Figura 7 - Extravasamento de ATP intracelular de células de S. flexneri em caldo 

BHI, pH 6,0 acrescido de nisina 175 µM após sonicação de 10 min e armazenado a 

7 °C por 120 h. Tratamentos indicados com a mesma letra não diferiram  (p>0,05) 

entre si. 
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Figura 8 - Extravasamento de ATP intracelular de células de S. flexneri em caldo 

BHI, pH 4,5 acrescido de nisina 175 µM após sonicação de 20 min e armazenado a 

7 °C por 120 h. Tratamentos indicados com a mesma letra não diferiram  (p>0,05) 

entre si. 

 

A maior concentração de ATP (0,15 μM) ocorreu logo após o tratamento com 

nisina e US em pH 4,5 (0 h) e, como avaliado anteriormente, esta condição foi a que 

resultou na maior inativação de S. flexneri (Figura 6). 

Foi observado que o extravasamento de ATP ao longo do armazenamento da 

cultura de S. flexneri sob refrigeração diminuiu, embora o número de células viáveis 

tenha continuado a reduzir, como constatado anteriormente (Figuras 5 e 6). Isso 

sugere que, além do extravasamento de ATP, outros mecanismos estão envolvidos 

na morte deste patógeno na presença de nisina, como por exemplo, a inibição da 

biossíntese da parede celular e, ou o extravasamento de outros constituintes 

intracelulares.  

De acordo com as figuras 7 e 8, observa-se que a maior concentração de 

ATP no meio extracelular ocorreu logo após o tratamento de nisina associada ao US. 

A perda de ATP para o meio externo causada por bacteriocinas também foi 

registrada por outros autores. Sonsa-Ard et al. (2015) avaliaram células de L. 

monocytogenes Scott A tratadas com nisina e verificaram um aumento na 

concentração de ATP extracelular de 12% em relação ao controle sem tratamento. 
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Liu et al. (2016b) observaram perda de ATP intracelular após 1,5 h de tratamento de 

células de L. monocytogenes com bifidocina A. Em E. coli, bifidocina A também 

induziu a perda de ATP após 30 min de tratamento ( LIU et al., 2016c).  

Além do ATP, íons como potássio já foram avaliados no meio extracelular 

após tratamentos com bacteriocinas. Minahk et al. (2000) observaram aumento na 

concentração de potássio extracelular após tratar células de L. monocytogenes com 

enterocina CRL35. Mantovani & Russell (2003) observaram redução na 

concentração de potássio intracelular em células L. monocytogenes tratadas com 

bovicina HC5. Zhou et al. (2008) estudaram este mesmo micro‐organismo e 

obtiveram o mesmo padrão de resposta após tratamento com pentocina 31‐1. 

Prudêncio et al. (2015b) mostraram que a presença de bovicina HC5 ocasiona danos 

no envelope celular das células de Salmonella Typhimurium, provocando o 

extravasamento de potássio. 

Embora ainda não tenha sido relatado na literatura, a associação de nisina 

com US mostrou ser uma estratégia com potencial para ser utilizada na indústria, de 

preferência para alimentos de baixo pH, sendo que nessa condição ocorreu a maior 

inativação de S. flexneri. De forma geral, características como, degradação por 

proteases intestinais e não alteração das propriedades sensoriais dos alimentos 

(GHARSALLAOUI et al., 2016) tornam a nisina uma estratégia de interesse na 

inativação de patógenos contaminantes de alimentos. Entretanto, avanços 

tecnológicos devem ser alcançados na tentativa de expandir o uso desta 

bacteriocina sobre diversos grupos de micro-organismos, uma vez, que bactérias 

gram-negativas apresentam-se resistentes a ela.  
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5. CONCLUSÕES 

 

A metodologia de superfície de resposta permitiu verificar a condição que 

melhor promove a inativação de S. flexneri e o modelo matemático foi validado. 

A combinação de nisina com ultrassom promoveu redução de, 

aproximadamente, 5 ciclos logarítmicos na população de S. flexneri inoculada em 

caldo BHI. Esta associação mostrou ser mais eficiente quando o tempo de sonicação 

foi de 20 min e o pH do meio de cultura abaixo de 5 e concentrações de nisina acima 

de 250 µM.  

O armazenamento a 7 ºC contribui para a inativação de S. flexneri na 

presença de nisina, isso indica que nisina pode ser usada em alimentos que são 

mantidos sob refrigeração.   

O tratamento com nisina provoca o extravasamento de ATP intracelular, 

principalmente quando combinada com ultrassom. 

Deve-se considerar que os experimentos conduzidos no presente estudo 

foram realizados em meio de cultura (caldo BHI) e, experimentos em matrizes 

alimentares são necessários para confirmar esse efeito bactericida, uma vez, que a 

matriz alimentar pode influenciar na propagação das ondas do US e na atividade da 

nisina. 
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