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RESUMO

FREITAS, Leonardo Luiz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2017.
Inativacdo de Shigella flexneri pela associagdo de nisina e ultrassom.
Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Coorientadora: Miriam Teresinha dos
Santos.

A bioconservacdo € uma das técnicas atuais utilizadas na conservagdo de
alimentos, que se baseia na utilizacdo de micro-organismos e, ou de seus
metabdlitos, como por exemplo, bacteriocinas. Nisina € uma bacteriocina produzida
por Lactococcus lactis subsp. lactis, usada na conservagao de alimentos em mais de
50 paises, incluindo o Brasil. Nisina é altamente ativa contra ampla gama de
bactérias gram-positivas, mas bactérias gram-negativas, como Shigella, sao
naturalmente resistentes a sua acdo. Esta resisténcia esta relacionada a presenca
da membrana externa, que atua como barreira impedindo a difuséo da bacteriocina
até a membrana celular, seu local de acdo. O uso de estratégias para desestabilizar
a membrana externa, como o ultrassom (US), pode favorecer a acdo 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 infusdo de cérebro e
coracao (BHI). Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) e a
metodologia de superficie de resposta (MSR) com trés variaveis independentes:
tempo de sonicacao (X1: 5 a 20 min), pH (Xz2: 4,0 a 7,0) e concentracao de nisina (Xs:
29,1 uM a 291,1 pM). A diferenca entre o logaritmo do numero de células viaveis (log
UFC/mL) no inicio e ao final de cada tratamento foi utilizada para construcdo do
modelo preditivo. Analise de variancia (ANOVA) e oito condicdes adicionais foram
usadas para validacdo do modelo. Foi avaliado a sobrevivéncia de S. flexneri apés a
sonicacdo na presenca de nisina e estocagem sob refrigeracéo (7 °C) por 120 h.
Para isso, duas condi¢des foram estabelecidas (10 min de US, pH 6,0 e 175 pM de
nisina e 20 min de US, pH 4,5 e 175 pM de nisina). O extravasamento de ATP
também foi avaliado nestas duas condi¢cdes. Para comparacbes dos dados foi
utilizado o teste Tukey para verificar a existéncia de diferengas entre o tratamento
combinado (nisina + US) e os grupos controles. O nivel de significancia adotado foi
de 5%. Os resultados indicaram que o US é uma estratégia eficaz para sensibilizar

S. flexneri & acédo da nisina. A combinacao de nisina com US resultou em sinergismo
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na inativacdo deste patdégeno, sendo que a maior inativacado foi observada em
baixos valores de pH, concentracdes altas de nisina e maior tempo de sonicacao,
com reducdo maxima de, aproximadamente, 5 ciclos logaritmicos. O modelo
preditivo da combinacéo (nisina + US) apresentou coeficiente de determinacdo (R?)
de 0,942 e ajustado de 0,916 e o modelo foi validado. A estocagem sob-refrigeracéo
apos a sonicacdo na presenca de nisina resultou no declinio da populacdo de S.
flexneri ao final do tempo de armazenamento que reduziu de 5,42 para 1,64 ciclo
logaritmico em pH 6,0 apds tratamento por 10 min de sonicacéo e 5,69 para 0,80
ciclo logaritmico em pH 4,5 quando tratada por 20 min de sonicacdo. O tratamento
de nisina com US provocou o0 maior extravasamento de ATP intracelular em ambas
as condicdes testadas. Estes resultados demonstram o potencial uso da nisina
combinada ao US como estratégia de sanitizacao e conservacao de alimentos.
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ABSTRACT

FREITAS, Leonardo Luiz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Inactivation of Shigella flexneri by the combination of nisin and ultrasound.
Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-adviser: Miriam 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 (Xi: 5 to 20 min), pH (X2: 4.0 to 7.0) and nisin
concentration (Xs: 29.1 uM to 291.1 pM). 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 °C) for 120 h was evaluated. For this, two conditions were established
(20 min of US, pH 6.0 and 175 uM nisin and 20 min of US, pH 4.5 and 175 uM 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 (R?) 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.



1. INTRODUCAO

Shigella € uma bactéria patogénica, causadora de varias doencas e que pode
ser encontrada em diversos alimentos. Esse patdgeno é de preocupacdo no setor
alimentar, sendo o seu controle um desafio a ser superado, pois nos dias atuais,
ainda sao relatados muitos surtos de infeccdo causados por esse micro-organismo.
Diversos métodos de sanitizacdo e conservacao de alimentos sdo utilizados para
inativar patdégenos, entretanto, tratamentos drasticos podem promover perda na
qualidade sensorial e nutricional dos alimentos. Assim, ao longo dos anos, métodos
de conservacdo de alimentos menos drasticos foram desenvolvidos, como a
utilizacao de alta pressao, irradiacéo, atmosfera modificada e uso de bacteriocinas.

Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas produzidas por micro-organismos
com atividade antimicrobiana sobre outros micro-organismos relacionados, a
exemplo da nisina. Bactérias gram-positivas geralmente sdo sensiveis a acdo de
nisina, por outro lado, as gram-negativas sao resistentes a ela. Essa resisténcia &
explicada pela presenca da membrana externa nas bactérias gram-negativas, que
impede a difusdo da bacteriocina até a membrana plasmatica, onde exerceria sua
acdo. Shigella flexneri é uma bactéria gram-negativa, sendo assim, possivelmente
resistente a nisina. Porém, a utilizacdo de estratégias que desestabilizem a
membrana externa e permite a difusdo da mesma até seu sitio de ligacdo na
membrana citoplasmatica, torna essa bacteriocina eficiente na inativagdo desse
patdégeno.

O ultrassom (US) € uma tecnologia de uso relativamente recente na industria
de alimentos e que possui atividade de desestabilizar a membrana externa de
bactérias gram-negativas. Essa desestabilizacdo ocorre pelo processo de cavitacédo
gue provoca um dano fisico e quimico na parede celular da célula.

Assim, a busca por novas estratégias para sanitizacdo e conservacao de
alimentos e a necessidade de se ampliar o espectro de acdo da nisina contra
bactérias gram-negativas, justificam a pesquisa com uso de nisina associado ao US,
especialmente sobre Shigella dada a sua relevancia como patégeno contaminante
de alimentos.

Os métodos estatisticos, principalmente os planejamentos experimentais sao
utilizados para minimizar custos e tempo na obtengéo de dados. A metodologia de
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superficie de resposta € uma técnica estatistica que gera modelos preditivos com
interacOes lineares ou quadraticas, e que permite observar a relacdo de uma ou
mais respostas com variaveis independentes. Neste estudo, a metodologia de
superficie de resposta foi adotada para avaliar a reducéo, em escala logaritmica de
S. flexneri em relacdo as variaveis independentes, tempo de sonicagao, pH do meio

de cultura e concentracdo de nisina.



2. REVISAO DE LITERATURA

Shigella, Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus e Campylobacter sdo algumas das bactérias associadas a
doencas causadas pela ingestao de alimentos contaminados (DOYLE et al., 2015;
NAGAR, PANSARE GODAMBE & SHASHIDHAR, 2017). O controle destes
patbgenos é de extrema importancia, pois a presenca deles em alimentos pode
colocar em risco a saude do consumidor (MUKHOPADHYAY & RAMASWAMY,
2012; D'OSTUNI et al., 2016). Embora qualquer patdégeno possa representar
problemas para a salde publica, Shigella apresenta relevancia especial, dado ao
alto nimero de pessoas atingidas e o grande numero de mortes relacionado a
doenca (BENNY et al.,, 2014; NAGAR, PANSARE GODAMBE & SHASHIDHAR,
2017). Estima-se que ocorram mais de 160 milhdes de casos de shigelose
anualmente em todo o mundo, com mais de 1 milh&do de casos fatais (BENNY et.,
2014).

Assim, as industrias buscam estratégias de conservacdo de alimentos que
atendem as novas exigéncias dos consumidores, 0s quais buscam por produtos de
alta qualidade e que ndo oferecam risco a saude (CARCEL et al., 2012; BONDI et
al., 2014). Além das exigéncias impostas pelos consumidores, as legislacbes da
area de alimentos tornaram-se mais rigorosas, 0 que resultou na elaboracdo de
novas técnicas para garantir a seguranca e a qualidade dos alimentos (Doyle et al.,
2015).

Durante anos, as industrias tém tentado implementar estratégias que
combinem a inativacdo de micro-organismos patogénicos e, a0 mesmo tempo,
preservar as caracteristicas naturais dos alimentos (BIRMPA; SFIKA &
VANTARAKIS, 2013; BONDI et al, 2014). Com este objetivo, tém sido
desenvolvidos novos processos de conservacao, com destaque para aqueles que
nao envolvem altas temperaturas e nem a utilizacdo de conservantes que podem ser
nocivos para a saude humana (Franco-Vega, Ramirez-Corona, Lopez-Malo, &
Palou, 2015).

Com base nestes fatos, a bioconservacdo €é uma estratégia de
processamento de alimentos que vem ganhando destaque atualmente (OGAKI,;
FURLANETO & MAIA, 2015). Este método refere-se a utilizacdo de
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micro-organismos e, ou de seus metabdlitos, para aumentar a vida util e a
seguranca dos produtos (VESKOVIC; DUKIC & MEMISI, 2014; TSIRAKI et al.,
2017). Dentro deste conceito, a utilizacdo de bacteriocinas em alimentos tém se
destacado por estas serem consideradas substancias naturais e algumas
apresentarem atividade antimicrobiana sobre micro-organismos patogénicos e
deterioradores (NASCIMENTO & MORENO, 2008; TSIRAKI et al., 2017).

2.1. Bacteriocinas

Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas sintetizados ribossomicamente por
bactérias gram-negativas e gram-positivas (BALI & PANESAR, 2014). Apés a
sintese ribossomal, sdo liberadas para o meio extracelular e atuam sobre outras
bactérias estritamente relacionadas com efeito bacteriostatico 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 € bastante diversificado e complexo, onde os micro-
organismos produtores sao imunes a sua prépria bacteriocina por possuirem
proteinas de imunidade especifica (Nagao et al., 2006). Entretanto, esses peptideos
podem atuar sobre bactérias pertencentes a mesma espécie (espectro de acéo
restrito) e, ou em bactérias de diferentes géneros (amplo espectro de acéo) (CINTAS
et al., 2001; PEREZ; ZENDO & SONOMOTO, 2014).

A biossintese destes antimicrobianos ocorre durante a fase exponencial, com
pico maximo no meio ou no final desta fase ou, tardiamente, no inicio da fase
estacionaria (ZAMFIR et al., 2000; REA et al., 2011). Observa-se que a maior taxa
de producdo dessas substancias ocorre sob condi¢cdes de crescimento menos
favoraveis (Zhang, Zhang, Liu, Han, & Zhou, 2012). Em experimentos in vitro,
condicOes de estresse, tais como temperaturas sub 6timas, pH baixo, presenca de
compostos potencialmente toxicos, microbiota competidora, aumento populacional e
a escassez de nutrientes, entre outros fatores, estimulam a produgdo méaxima destes
antimicrobianos (DIEP & NES, 2002; SAAVEDRA et al., 2004; GHANBARI et al.,
2009; OGAKI; FURLANETO & MAIA, 2015).



Grande parte das bacteriocinas € sintetizada na forma de um pré-peptideo,
inicialmente inativo, que posteriormente passa por alteragdes estruturais, como por
exemplo, bacteriocinas produzidas por bactérias acido-laticas  (BAL)
(Xie et al., 2004). Apés modificacdes pos-traducionais, a bacteriocina torna-se ativa
e, em seguida, € exportada da célula produtora (COTTER; HILL & ROSS, 2005;
ZACHAROF & LOVITT, 2012). Os genes responsaveis pela regulacdo da
codificacdo e producdo destes antimicrobianos sao, geralmente, encontrados em
plasmideos, porém, podem estar presentes no cromossomo ou em elementos
genéticos moveis, como transposons (Deegan et al., 2006; Kjos et al., 2011). Esses
genes estdo 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 patogénicas contaminantes de alimentos
e, deste modo, a utilizacdo desses peptideos nos alimentos, torna-se uma estratégia
potencial na conservagdo, auxiliando na reducdo de conservantes quimicos e na
intensidade de tratamentos térmicos (KOPERMSUB; MAYEN & WARIN, 2011). Com
esta alternativa, busca-se a producdo de alimentos processados mais naturais e
com poucas alteracbes nas caracteristicas 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; VESKOVIC; DUKIC & MEMISI, 2014; TSIRAKI et al., 2017).

De todas as bacteriocinas ja caracterizadas, nisina € uma das mais estudadas
e autorizada para ser usada na industria de alimentos como bioconservador em mais
de 50 paises (KAKATKAR; GAUTAM & SHASHIDHAR, 2017).

2.2. Nisina e sua aplicacdo na industria de alimentos

Nisina € um lantibidtico, produzido por Lactococcus lactis, cujo uso na
industria de alimentos é permitido em diversos paises, desde 1988, apés a
aprovacdo do Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos,
reconhecendo-a como uma substancia segura (Substance generally recognaized as
safe - GRAS) (DEEGAN et al., 2006; SOBRINO-LOPEZ & MARTIN-BELLOSO,
2008).



Sua estrutura € elongada, composta por 34 residuos de aminoacidos, com
cinco ligacbes sulfidricas, massa molar de 3.510 Daltons e presenca de anéis de
lantionina (DAWSON & SCOTT, 2012), que sao formados em razéo da presenca de
aminoacidos raros como, lantionina e g-metilantionina (Figura 1) (NES et al., 1996;
BAUER & DICKS, 2005).

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

Sua atividade antimicrobiana esta relacionada com a formacg&o de poros pela
ligacdo ao lipideo Il na parede celular de micro-organismos alvos, que conduz a
dissipacdo da forca préton-motriz (FPM), com modificacbes no potencial de
membrana (A%¥) e no gradiente de concentracdo de H+ (ApH) (SCHULZ; PEREIRA
& BONELLI, 2003). Os poros formados ocasionam o extravasamento de eletrdlitos e
outros metabdlitos, acarretando a morte celular (Garcia, Rodriguez, Rodriguez, &
Martinez, 2010; Siroli et al., 2016). Nisina também atua interferindo na biossintese
do peptideoglicano (BROTZ & SAHL, 2000; CHUGUNOQJV et al., 2013).

As caracteristicas da nisina como solubilidade, estabilidade e atividade s&o
dependentes do pH e da temperatura, sendo que tanto a estabilidade quanto a
solubilidade aumentam com a diminui¢cdo do pH. Assim, em condi¢cfes alcalinas ou
neutras, nisina é praticamente insolavel (Penna, Jozala, Gentille, Pessoa Junior, &
Cholewa, 2006). Em relacdo a estabilidade térmica, nisina suporta temperaturas de
até 121 °C sem que ocorram modificacdes em sua estrutura (JOZALA et al., 2007).

Portanto, as opc¢des para a aplicacao deste antimicrobiano como conservante
€ bastante diversa em diferentes alimentos, como queijos, ovos liquidos, produtos de
panificacdo, maionese, molhos para salada, dentre outros, sendo que a grande
maioria das aprovacgdes € para uso em produtos lacteos 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 maximo de 12,5 mg/kg com objetivo de
inibir Clostridium (BRASIL, 1996).

As desvantagens em relagdo a utilizagdo da nisina incluem, sua baixa
solubilidade em alimentos com pH préximo a neutralidade ou basicos, sua producéo
pode ter custo alto, além da composicdo e da microbiota do alimento que podem
interferir na atividade antimicrobiana (FIELD et al., 2015; JALILZADEH; TUNCTURK
& HESARI, 2015).

De fato, nisina possui um poder inibitdrio sobre bactérias patogénicas e
deterioradoras encontradas em diversos alimentos, principalmente as bactérias
gram-positivas (WAN-NORHANA et al.,, 2012). Estudos demonstram que esse
peptideo € capaz de inativar micro-organismos gram-positivos como L.
monocytogenes em mangas minimamente processadas (Barbosa, Silva de Araujo,
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 contrario, bactérias gram-negativas geralmente sao resistentes a esse
lantibidtico em razdo da presenca 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 quimicos ou fisicos
capazes de desestruturar a membrana externa das células, tornando-as sensiveis a
acéo de nisina (ZOU et al., 2013; PRUDENCIO; DOS SANTOS & VANETTI, 2015).

A associacao da nisina com agentes quelantes, como o acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) permitiu sua acdo em Salmonella Typhimurium, com reducéo
de até 3 ciclos logaritmicos na populacdo de células viaveis (PRUDENCIO et al.,
2015a). O mecanismo de acdo do EDTA ndo estd complementarmente elucidado,
porém, sabe-se que ele atua desestabilizando a membrana externa de bactérias

gram-negativas, possivelmente pela sua ligacdo com ions estabilizadores da



membrana como calcio e magnésio, e assim, promove perturbacéo e ruptura dessa
camada (ALAKOMI; SAARELA & HELANDER, 2003; BHATIA & BHARTI, 2014).
Silva et al. (2016) avaliaram a combinacao de nisina com 6leo essencial de orégano
sobre a inativagcdo de Salmonella Enteritidis e relataram que houve sinergismo na
inibicdo do crescimento deste patdgeno quando as duas substancias foram
utilizadas em conjunto.

Outras estratégias, como acidos organicos, campo elétrico pulsado, alta
pressao e US sao 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 indastria de alimentos com capacidade de desestruturar a membrana

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

2.3. Ultrassom: definicdo e aplicacdo na industria de alimentos

Ondas de US sao ondas sonoras com frequéncias que excedem o limite de
audicdo do ouvido humano (~20 kHz) e, de acordo com sua faixa de frequéncia,
podem ser divididas em ondas de baixa energia (frequéncias superiores a 100 kHz e
intensidades abaixo de 1 W/cm?) e ondas de alta energia (frequéncias entre 20 e
500 kHz e intensidades superiores a 1 W/cm?) (KNORR et al., 2011;
ASHOKKUMAR, 2015).

Trata-se de tecnologia ndo térmica, com diversas finalidades na industria de
alimentos. Estudos recentes demonstraram que o US pode ser usado em processos
gue envolvem congelamento e cristalizacdo de alimentos (KIANI; ZHANG & SUN,
2013; ISLAM et al., 2015), secagem (MIANO; IBARZ & AUGUSTO, 2016;
NASCIMENTO et al., 2015) desgaseificacao (XU et al., 2014), filtracdo e separagao
(CHANDRAPALA et al., 2012; JAMBRAK et al., 2014) emulsificagdo (O’'SULLIVAN et
al., 2014), remocéo de biofimes (SAO JOSE et al., 2012) e inativacdo de micro-
organismos (TURANTAS; KILIC & KILIC, 2015).

Uma das aplicacbes promissoras do US de alta energia na industria de
alimentos envolve a inativacdo de micro-organismos (CRUZ-CANSINO et al., 2015;
KHANDPUR & GOGATE, 2016). A inativagcdo microbiana ocorre por causa do
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processo de cavitacdo (intracelular e, ou extracelular), que € a formacéo,
crescimento e colapso de bolhas de gas, as quais geram energia quimica e
mecanica localizada, sendo esse o principal efeito bactericida da técnica (ZAFRA-
ROJAS et al., 2013; SAO JOSE & VANETTI, 2015; CIUFFREDA et al., 2015). Esse
fenbmeno ocorre, pois quando as ondas de som propagam-se através do meio
liquido, promovem a compressao e expansao do sistema, com liberacdo de alta
energia pelo colapso das bolhas de gas, criando ondas de choque (MASON &
LORIMER, 2002). Essas ondas de choque possuem regifes de alta temperatura e
pressdo, que atingem até 5.500 K e 1.000 MPa, respectivamente, as quais podem
danificar fisicamente a parede celular (SAO JOSE et al., 2014; KHANDPUR &
GOGATE, 2016). O processo cavitacional também gera a formacdo de radicais
livres, pela hidrolise da agua, o que pode provocar danos ao DNA da célula
(KHANDPUR & GOGATE, 2016).

Estudos como o de Cregenzan-Alberti et al. (2014) mostraram que o0 aumento
da intensidade e do tempo de tratamento com US foram os principais fatores para
aumentar a reducdo de E. coli em leite cru. Resultados semelhantes foram
observados por Gabriel (2014) na reducédo de Salmonella Typhimurium em suco de
laranja e por Alarcon-Rojo et al. (2015) e Shamila-Syuhada et al. (2016) na
inativacdo de Salmonella Typhimurium em leite.

Em carnes, por exemplo, para reduzir uma alta populacdo microbiana é
necessario a aplicacdo do US em altas intensidades ou tempo de sonicacdo muito
prolongado (PANIWNYK, 2016). Porém, essas condicdbes podem provocar
modificacdes indesejaveis na estrutura e textura dos alimentos (PANIWNYK, 2016).
Contudo, sua combinacdo com outras metodologias, permite a reducdo da
intensidade e tempo de processamento (AWAD et al., 2012).

2.4. Combinacé&o do ultrassom com outras estratégias na inativacdo de micro-

organismos

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que demonstrem o efeito da
combinacédo do US com bacteriocinas sobre patdogenos alimentares, entretanto, sua
combinagcdo com outras estratégias de sanitizacdo ja foram avaliadas sobre
diferentes micro-organismos patogénicos ou deterioradores (Tabela 1). O sinergismo
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do US com diversas outras técnicas na inativacdo de micro-organismos foi reportado
para reducédo de altas populacGes de bactérias patogénicas e de micro-organismos
deterioradores (PANIWNYK, 2016). Os resultados demonstraram que a variagdo dos
parametros do US, o micro-organismo, a matriz alimentar e o tratamento combinante
podem afetar diretamente na reducdo da populacdo microbiana.

Como observado na tabela 1, o US tem sido associado com diversas técnicas
na inativacao de diferentes micro-organismos. Sua associa¢cdo com 0leos esséncias,
ozbnio, campo elétrico pulsado, &cidos organicos, sanitizantes, dentre outros,
apresentou resultados significativos na reducéo de populacfes microbianas. Sagong
et al. (2011) avaliaram a inativacdo de Salmonella Typhimurium combinando US
com acido citrico (2%) e tal associacdo resultou em reducdo de 3,18 ciclos
logaritmicos do patégeno em alface organica. Rosério et al. (2017) tentaram inativar
S. enterica associando o US com acido acético (800 mg/L) e conseguiram uma
reducao de 1 ciclo logaritmico em morangos.

Quando US é empregado associado com agentes quimicos como, por
exemplo, peréxido de hidrogénio, o intenso gradiente de pressao gerado pelo US
potencializa a penetracdo desse sanitizante na célula microbiana, provocando a
morte celular (SHAMILA-SYUHADA et al., 2016). O sinergismo entre o US e 6leos
essenciais na inativacdo de patdgenos alimentares ja foi observado em diversos
estudos. Quando combinado com o US, os Oleos essenciais atuam em baixas
concentracbes e isso ocorre porque o US promove a sensibilizacdo da parede
celular microbiana, tornando a bactéria mais sensivel a estas substancias (OZCAN;
ZORBA, 2015; MILLAN-SANGO et al., 2016). O US também tem se mostrado
eficiente quando combinado com temperatura (termosonicacéo), pressao (mano-
sonicagcdo) ou temperatura e pressao (mano-termosonicacdo). Neste caso, a
combinacdo com a temperatura e, ou pressao, pode acelerar a taxa de inativacao
microbiana e assim, diminuir o tempo e a temperatura de tratamento, né&o
necessitando de temperaturas elevadas para atingir uma reducdo microbiana
significativa (DEMIRDOVEN & BAYSAL, 2008; ALARCON-ROJO et al., 2015).
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Tabela 1 - Associacdo do ultrassom a outros tratamentos na inativacao de micro-organismo patogénicos e deterioradores.

A . Tempo de . N° de ciclos
Frequéncia/intensidade . Micro- o a
Tratamento associado tratamento . logaritmicos Referéncia
do ultrassom . organismos .
(min) reduzidos
Salmonella 318
40 kHz e 150 W Acido citrico (2%) 5 Typhimurium ’ (SAGONG et al., 2011)
L. monocytogenes 2,34
A . (AL-HASHIMI; MASON &
612 kHz e 160 W Ozbnio 16 E. coli 5,30 JOYCE, 2015)
24 KHz e 33.31 W/mL Oleo essencial de canela 30 Sacchargmyces 281 (SANCHEZ-RUBIO et al.,
(0,02 mg/mL) cerevisiae 2016)
Oleo essencial de orégano . ] (MILLAN-SANGO et al.,
26 kHz e 200 W (0,025%) 5 E. coli 0157:H7 4,70 2016)
Did6xido de carbono
N (SARA; MARTINA &
40 W e 30 kHz acoplado a alta pressao 5 L. monocytogenes 7,5 GIOVANNA, 2014)
(12 Mpa)
Hipoclorito de sédio (50 e Cronobacter . (PARK; MIZAN & HA,
7 kH W -1 .. 4,44
3 ze 380 200 ppm) 5-100 sakazakii 0.65ate 4, 2016)
.. (FERRARIO; ALZAMORA
20 kH W L I .
0 kHz e 600 uz pulsada 30 S. cerevisiae 6,0 & GUERRERO, 2015)
40 KHz e 130 W Acido peraceético (40 10 Mesofilos 41 (SAO JOSE & VANETTI,

mg/L)

2015)
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Continuacao tabela 1

A . Tempo de : N° de ciclos
Frequéncia/intensidade . Micro- o a
Tratamento associado tratamento . logaritmicos Referéncia
do ultrassom . organismos :
(min) reduzidos
22.3kHz e 1,43 W/mL Temperatura (65 °C) 30 L. monocytogenes >5,0 (UGARTE-ROMERO;
Scott A EDGAR FENG & MARTIN,
Temperatura (40 °C) Shigella boydii >5,0 2007)
S. aureus 1,7 até 3,9
L. monocytogenes 2,1 até 4,2
Peroxido de hidrogénio
24 kHz e 65 um 0.19%) g 5 15 Tsa'im:it?n 27até49 (SHAMILA-SYUHADA et
| yp al., 2016)
E .coli 2,7 até 4,9
Pseudomonas 2.7 até 4.9
fluorescens
o . : (SALLEH-MACK &
24 KHz e 85 W/cm2 Acido malico (12g/100mL) 9 E .coli 5,06 ROBERTS, 2007)
A etrolisada (155mgL E. coli O157:H7 4,07
gua eletrolisada mg
24 KHZ e 210 W . AFARI l., 201
e 210 de cloro livre) 30 Salmonglla 5,15 ( etal,, 2016)
Typhimurium
Campo elétrico pulsado (12 .
20 KHz e 750 W KV/em, 120 ps at 35 °C) 120 S. cerevisiae 3,48 (LYU et al., 2016)
40 KHz e 500 W Acido acético (800 mg/L) 5 S. enterica 1,0 (ROSARIO et al., 2017)
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2.5. Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta (MSR) € um método estatistico
baseado na utilizacdo de delineamentos fatoriais para modelagem de diversos
processos para descrever empiricamente variaveis que afetam uma determinada
resposta (BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Esta metodologia utiliza
modelos matematicos que podem conter funcdes polinomiais lineares, quadraticas
ou de interacBes para explicar a relagdo entre as varidveis controladas (variaveis
independentes) e uma ou mais respostas (variaveis dependentes) (RODRIGUES &
LEMMA, 2014). Trata-se de uma técnica de otimizacdo, composta basicamente de
duas etapas: modelagem e deslocamento. Na modelagem ocorre o ajuste dos
modelos lineares ou quadraticos aos resultados obtidos no planejamento
experimental. J& no deslocamento, ocorre a busca para a maxima inclinagdo do
modelo, que é o caminho onde a resposta varia de forma mais pronunciada
(BEZERRA et al., 2008).

Na industria de alimentos, por exemplo, € muito comum a existéncia de varios
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 nimero
de variaveis estdao envolvidas (RODRIGUES & LEMMA, 2014). Por exemplo, a
utilizacdo da MSR na microbiologia preditiva, permite observar a relacdo de morte
microbiana em funcdo de variaveis independentes, tais como pH, temperatura,
atividade de agua, uso de aditivos, entre outros e deste modo, verificar a condi¢cao
que promove a melhor reducdo na populacdo microbiana (SHIVHARE &
MCCREATH, 2010; RODRIGUES & LEMMA, 2014).

Segundo Mateus, Barbin e Conagin (2001), geralmente a MSR ¢é utilizada em
combinagdo com o delineamento composto central rotacional. Este planejamento

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

os eixos de cada variavel a uma distancia + a do ponto central, onde a = (2% )i.
Assim, um delineamento com trés variaveis independentes totalizaria 17 ensaios, se
o ponto central for repetido trés vezes (SARAMAGO et al., 2008).

A validacdo dos modelos matematicos gerados pode ser verificada
empregando a analise de variancia (ANOVA) por meio do coeficiente de
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determinacdo (R?) e pela distribuicdo de Fisher (teste F), considerando os graus de
liberdade e o nivel de significancia (a) escolhido para os ensaios (JUNIOR, 2012).

O R? é usado para averiguar a predicdo do modelo, sendo que quanto mais
proximo o seu valor de 1, melhor sera a predicao realizada pelo modelo. O teste F
consiste em verificar se 0 modelo matematico consegue explicar uma variagdo
significativa dos dados experimentais, na qual se baseia em comparar o F calculado
com o valor de F tabelado para a distribuicdo de referéncia usada. Para o modelo
ser considerado valido, o valor de F calculado deve ser superior ao tabelado. A
validagdo do modelo, também pode ser verificada realizando experimentos
adicionais, os quais as combina¢des ndo sdo as mesmas para a montagem do
modelo. Assim, com esses dados pode-se comparar os valores obtidos com o0s
valores gerados pelo modelo (JUNIOR, 2008; SARAMAGO et al., 2008)

As vantagens de usar este tipo de metodologia estatistica é a economia de
materiais utilizados, de recurso financeiros e tempo de execucdo, que é
proporcionado pelo delineamento que gera curvas “iso-resposta”, o que permite a
obtencao de resultados com diferentes proporc¢des entre as variaveis independentes,
sem a necessidade de se repetir exaustivamente 0S ensaios experimentais
(JUNIOR, 2012).

Constata-se que a busca por metodologias alternativas na sanitizacdo e
conservacao de alimentos aumentou ao longo dos Ultimos anos para atender as
exigéncias impostas pelos consumidores, que buscam por alimentos de alta
qualidade e com preservacdo das caracteristicas naturais, além de serem
microbiologicamente seguros para consumo. Considerando que Shigella é um
patbgeno contaminante de alimentos e oferece risco a salude do consumidor,
tornam-se importantes estudos e desenvolvimento de novas estratégias que
busquem contribuir para a seguranca microbioléogica do produto que é
disponibilizado aos consumidores.

Assim, nisina associada ao US pode ser uma estratégia a ser avaliada na
inativacao de Shigella e que futuramente podera ser aplicada na industria alimenticia

na sanitizagéo e conservagao de alimentos.
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Objetivo geral

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

em diferentes condi¢des de pH.
Objetivos especificos
e Estabelecer a melhor condicdo de tempo de sonicacdo, pH do meio e
concentracdo de nisina para reducdo de S. flexneri utilizando a metodologia

de superficie de resposta;

e Avaliar o efeito de nisina combinada com ultrassom na inativacdo de S.

flexneri em condi¢do de armazenamento em baixa temperatura

e Quantificar constituintes intracelulares extravasados apds o tratamento com

nisina e ultrassom.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Microbiologia e no laboratério de Biologia Molecular
e Filogeografia do Departamento de Bioquimica, ambos pertencentes a Universidade
Federal de Vicosa (UFV).

3.1. Micro-organismos e condi¢des de cultivo

A cultura de S. flexneri 2a (sorotipagem realizada pela Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz) (Laudo 266/17)) foi preparada inoculando uma alcada da cultura
estoque em 10 mL de caldo infusédo cérebro e coracao (BHI, Oxoid, Inglaterra), a 37
C por 22 a 24 h. Este procedimento foi realizado duas vezes antes d o inicio dos
testes.

L. lactis subsp. lactis ATCC 19435 ndo produtora de nisina, mas sensivel a
ela, foi cultivado em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Himedia, India) a37 +1 T

e foi utilizado para determinagao da atividade antimicrobiana da bacteriocina.

3.2. Preparo da solucéo de nisina

A solucdo estoque de nisina foi preparada pela diluicdo de 1 g de Nisaplin
(2,5% Nisina, Nisaplin®, Danisco Brasil) em 5 mL de solucdo fosfato de sodio (5
mM, pH 2,0). A concentracéo final do estoque foi de 1.490,73 uM. Apés o preparo, o

estoque foi armazenado sob refrigeracéo até o inicio dos experimentos.

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

Primeiramente, foi verificado se existe alteracdo 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
superficie do caldo. Utilizou-se amplitude de 100% do US e modo continuo. A cada
um minuto, a temperatura do meio foi verificada com auxilio de termémetro a laser
(Infra Red Thermo-meter, CE, Reino Unido). Este procedimento foi realizado durante

20 min de sonicacao, com os tubos em triplicata.

3.4. Andlise da atividade da nisina apds a sonicacao

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 concentracgao final de 500 uM de nisina. A sonicagdo ocorreu com a sonda
do US em altura de até 2 cm abaixo da superficie do caldo BHI. O tubo Falcon
estava dentro de uma caixa térmica com gelo. Apdés 20 min de sonicacdo, a
atividade antimicrobiana do peptideo foi avaliada pelo método de difusdo em &agar
MRS, usando L. lactis como indicador (JACK; TAGG & RAY, 1995). Aliquotas de 25
ML do caldo BHI foram pipetadas em orificios com 5 mm de didmetro em 4gar MRS
contendo, aproximadamente, 10° UFC/mL de L. lactis. Apés incubacéo a 37 °C por
24 h, mediu-se o didametro do halo de inibicdo. Um controle sem nenhum tratamento

foi realizado. Os experimentos foram repetidos trés vezes.

3.5. Delineamento experimental

O Delineamento composto central rotacional (DCCR) com trés fatores foi
utilizado para estabelecer a melhor condicao de inativacdo de S. flexneri pelo uso do
US combinado a nisina. As variaveis independentes foram tempo de sonicagao (Xui:
5 a 20 min), pH (X2: 4,0 a 7,0) e concentracdo de nisina (Xs: 29,1 uM a 291,1 pM). O
pH do meio de cultura foi ajustado utilizando uma solucdo de HCI 0,1 M. A tabela 2
apresenta os valores reais usados no DCCR. O ponto central foi repetido trés vezes

para avaliar as variacdes decorrentes das condi¢cdes experimentais.
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Tabela 2 - Variaveis independentes, niveis e valores reais utilizados no

planejamento experimental para reducao de S. flexneri

Variaveis independentes Niveis codificados e reais
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Tempo de sonicacéo (min) 5,0 8,0 12,5 17,0 20,0
pH 4,0 4,6 55 6,4 7,0

Concentragao de nisina (uM) 29,1 82,1 160,1 238,0 291,1

Com a falta de trabalhos que demonstram a inativacdo de Shigella com nisina
e ultrassom foram escolhidos valores encontrados na literatura para inativacdo de
Salmonella, assim, as variaveis independentes foram escolhidas de acordo com as
seguintes justificativas:

Tempo de sonicacdo: Shamila-Syuhada et al. (2016) utilizaram tempo de
sonicacado 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
otimo préximo 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 consideracdo sao 0s possiveis processos industriais que poderiam usar a nisina,
como por exemplo na sanitizagdo de sucos que possuem valores de pH baixo ou na
agua de sanitizacdo de carnes, frutas e hortalicas que possui pH abaixo de 7.

Concentracdo de nisina: estudos prévios realizados por Prudéncio et al.
(2016) mostraram que o crescimento de Salmonella é inibido em concentracdes
acima de 115 yM. Como a proposta deste trabalho € avaliar a combinacao de varios
fatores na reducéo da populacdo de S. flexneri, avaliou-se baixas concentragdes de
nisina associadas com os outros fatores. Além disso, concentra¢des de nisina acima
de 115 pM foram mantidas para ampliar a faixa de concentracdo que esta

bacteriocina pode ser usada na industria.

3.5.1. Tratamento de S. flexneri com nisina e ultrassom

Antes do inicio dos experimentos, a sonda do US foi sanitizada por imerséo
em alcool 70% por 15 min, seguida de lavagem com &gua 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 solug&o salina 0,85%. A
partir desta solucéo, inoculou-se, aproximadamente, 10° UFC/mL em 10 mL de caldo
BHI. A suspenséao de células foi acrescida de nisina e submetida ao tratamento com
US (amplitude de 100% e modo continuo), de acordo com o delineamento
experimental. Os resultados foram expressos em reducdo logaritmica de UFC/mL,
onde a reducdo de S. flexneri foi computada pela diferenca entre o logaritmo do
namero de células viaveis ao inicio do experimento e ao final de cada tratamento de

acordo com a equacgao 1:

Equacéo 1: Y= Log UFC/mL inicias — Log UFC/mL final

onde Y representa a variavel dependente (nimero de ciclos logaritmicos reduzidos
de S. flexneri).

3.5.2. Construcao e validacdo do modelo preditivo

Neste estudo, tempo de sonicagdo, pH e concentracdo de nisina foram as
variaveis independentes, sendo que a variavel dependente o numero de ciclos
logaritmicos reduzidos na populacdo de S. flexneri. As respostas obtidas nos 17
ensaios do DCCR foram ajustadas por regressdo linear multipla utilizando-se o

modelo polinomial quadratico descrito na equacéo 2:

Equacdo 2: Y=o + BT+ BypH + B3Nis+ [, T.T + fspH.pH + fgNis.Nis +
B,T.pH + BgT.Nis + LopH.Nis

Onde Y é a variavel dependente (reducdo de S. flexneri), Bo a B9 s&o 0s
coeficientes do modelo estimados pelo ajuste dos dados experimentais com
probabilidade de 0,05, T € o tempo de sonicagdo e Nis € a concentracdo de nisina

em uM.
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Para verificar a existéncia de significancia do modelo matemético utilizou-se a
analise de variancia (ANOVA) e teste F para estimar os parametros estatisticos de
predicdo do modelo. O nivel de probabilidade usado foi de 0,05. Os dados foram
gerados usando o programa Minitab, versao 17.0.

Os gréaficos de superficie de resposta foram construidos usando os valores
preditos dos modelos ajustados pelo programa Sigmaplot versédo 12.0.

Além disso, posteriormente para avaliar a predicdo do modelo obtido, oito
condi¢cbes experimentais foram escolhidas aleatoriamente. Estas condi¢cdes foram
diferentes das condi¢des 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 equacdo matematica do modelo, nos quais 0s
valores foram correlacionados com os valores observados em testes in vitro. Os

testes de validagao foram repetidos trés vezes.

3.6. Sobrevivéncia de S. flexneri apds a sonicacdo na presenca de nisina e

incubagao em baixa temperatura

Duas condi¢des (10 min de sonicacéo, pH 6,0 e 175 uM de nisina e 20 min de
sonicacdo, pH 4,5 e 175 pM de nisina) foram escolhidas para avaliacdo do
comportamento de S. flexneri apds a sonicacdo na presenca 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 apoés
a sonicacao, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo, a 7 + 1 °C. A cada
24 h foi realizada a determinacdo do numero de células viaveis durante cinco dias
(120 h). Os testes foram repetidos trés vezes.

3.7. Contagem de células viaveis

A contagem de células viaveis de S. flexneri citada nos subitens: 3.5.1; 3.5.2 e
3.6 foi feita apOs cada tratamento, pela técnica de plagueamento em microgotas
(MORTON, 2001) e, ou pela técnica de espalhamento em superficie em agar padrao

para contagem (PCA, Himedia, india). As placas foram incubadas a 37 + 1 °C por 8
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a 12 h, quando o plagueamento foi por microgotas e por 48 h, quando as placas

foram feitas por espalhamento do in6éculo em superficie.

3.8. Quantificagédo de ATP

Apés cada tratamento descrito no item 3.6, aliquotas da cultura foram
retiradas para a analise de extravasamento de conteudo intracelular. As células
foram coletadas por centrifugagédo a 2500 g por 10 min. O sobrenadante foi filtrado
em membranas com poros de 0,22 um (Millipore®, Merck , Darmstadt, Alemanha) e
armazenado a -20 °C para avaliacéo de constituinte extravasado.

A andlise de ATP foi realizada com o kit Bac Titer-Glo™ Microbial Cell
Viability Assay Reagent (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), em que a
concentracédo de ATP é determinada pela mensuracédo dos niveis de luminescéncia,
conforme o protocolo descrito pelo fabricante. Primeiramente, pipetaram-se 50 pL do
sobrenadante com 50 uL do reagente contendo a enzima luciferase. A curva padréo
foi preparada, pipetando-se o ATP em caldo BHI na concentragao final de 100 uM e,
a partir desta, realizaram-se diluicdes seriadas até 1 pM. Em placa escura de 96
pocos, pipetaram-se 50 pL de cada diluicdo e 50 pL do reagente contendo a enzima.
Apds 15 min de reacado, as leituras foram realizadas em leitor de luminescéncia
(SpectraMax M5, Molecular Device, Sunnyvale, California, EUA), com emissdo em
560 nm.

A curva padrdo obtida apresentou R? de 0,995 e a equacédo gerada para

calcular a concentracdo de ATP esta descrita em equacéao 3:

Equacéo 3: Y =693,97x + 774,18
onde: Y = concentragcéo de ATP em uM

X = niveis de luminescéncia

21


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

3.9. Andlise estatistica

O teste Tukey foi usado para verificar a existéncia de diferenca estatistica
entre o tratamento combinado (nisina + US) e os grupos controles na andlise das
oito condicdes da validacdo e na analise de ATP. O nivel de significancia adotado foi
de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Temperatura do meio de cultura durante a sonicacao

A variacéo da temperatura do caldo BHI causada pelo US ao longo do tempo
de sonicacdo em banho de gelo foi determinada e aumentou abruptamente nos

primeiros minutos de sonicacdo a 20 kHz, 130 W e amplitude de 100% (Figura 2).

60 1
50 A
40 A

30 A

Temperatura °C

20 A

10 A

0 5 10 15 20

Tempo (min)

Figura 2 - Variacdo 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 sonicacao.

A temperatura maxima de 52 °C obtida ao longo de 20 min de sonicagédo €&
préxima ao valor de 55 °C observado por Kirimli e Kunduhoglu (2016). Esses autores
avaliaram o aumento da temperatura provocada pelo US (20 kHz), em tampéo
citrato, ao longo de 20 min em sistema de refrigeracdo fechado. De fato, o fenémeno
de cavitagcdo gera aumento da temperatura do meio sonicado, pois sao formadas
regides com alta temperatura, que sao produzidas durante a propagacdo das ondas
de som (ZAFRA-ROJAS et al., 2013). Entretanto, como 0s tratamentos ocorreram
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em banho de gelo, esta variagdo da temperatura foi parcialmente controlada apos 9
min de sonicacao (Figura 2).

Varios autores utilizaram estratégias para aplicacdo da sonicacdo em um
sistema de refrigeracao, no intuito de minimizar o aumento da temperatura, uma vez
gue temperaturas elevadas podem provocar morte microbiana e assim, confundir a
andlise dos dados (GOMEZ-LOPEZ et al., 2014; GANESAN et al., 2015; LI et al.,
2016b).

4.2. Atividade da nisina ap6s a sonicacdo

O US néo interferiu na atividade inibitoria de nisina sobre L. lactis nos valores
de pH avaliados, ndo sendo obtidos diametros de halos de inibicdo
significativamente diferente dos controles (p>0,05) (Tabela 3). Isto indica que nisina
foi resistente ao processo de sonicagcdo por 20 min nas condigcbes usadas nos
experimentos. De acordo com Awad et al. (2012), o US produz energia suficiente
para promover mudancas conformacionais em proteinas, além de alterar atividade
enzimatica. Entretanto, o tempo maximo de tratamento usado neste estudo foi de 20
min, ndo sendo possivel inferir se a sonicacdo prejudica a atividade desse

antimicrobiano em um tempo maior de tratamento.

Tabela 3 - Diametro (mm) dos halos de inibicdo do crescimento de L. latis em agar
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 inibicdo (mm)
Nisina + US 11,52+ 0,5 11,82+0,8 11,22+ 0,8
Nisina (temperatura ambiente) 12,52+ 0,5 12,32+ 0,6 11,82+0,3

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

A falta de informacdo sobre a influéncia do US sobre a atividade de

bacteriocinas, especificamente nisina, torna dificil a comparacdo deste resultado
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com outros trabalhos. Diversos estudos mostraram que nisina € resistente a
tratamento térmico de 121 °C por 30 min, a tratamentos com alta presséao e dioxido
de carbono (10 Mpa, 32 €, 15 min), a radiacao (5 kGy) e ao campo eletro pulsado
(30 kV/cm, 99 ps, pulso 0,5 Hz) (JOZALA et al., 2007; SALDANA et al., 2010; LI et
al., 2016a; KAKATKAR; GAUTAM & SHASHIDHAR, 2017).

4.3. Construcdo do modelo preditivo para inativacéo de S. flexneri e validacéo

A tabela 4 apresenta os valores das combina¢des dos diferentes tempos de
sonicacado, pH e concentracdes de nisina utilizados no planejamento experimental,
acompanhados das respostas registradas em termos de numero de ciclos

logaritmicos reduzidos (log de UFC/mL).

Tabela 4 - CondicGes experimentais e resultados obtidos do planejamento fatorial

por DCCR na reducéo de S. flexneri.

Ensaio Variaveis independentes Variavel 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 55 160,1 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 55 2911 3,15
15 12,5 55 160,1 2,41
16 12,5 55 160,1 2,11
17 12,5 55 160,1 2,21

X1 = Tempo de sonicacdo em min, X2 = pH do meio, Xs = concentracdo de nisina em pM,

Y = reducgao logaritmica (UFC/mL) de S. flexneri.
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De acordo, com os resultados obtidos no planejamento experimental,
observou-se que a maior reducdo de células viaveis de S. flexneri (3,81 ciclos
logaritmicos) foi obtida nas condi¢cfes do ensaio 6: 17 min de sonicacdo, pH do meio
4,6 e concentragéo de nisina de 238 uM e o menor valor (0,57 ciclos logaritmicos) na
condicao 3: 8 min de sonicagao, pH do meio 6,4 e concentracdo de nisina de 82,1 yM.

A tabela 5 mostra o resultado da analise de regressdo para a reducdo da
populacdo de células viaveis de S. flexneri utilizando as trés variaveis analisadas. Foi
observado, que todos os termos lineares, o termo quadratico do pH e a interagédo
tempo de sonicacao x pH foram significativos (p<0,05).

Tabela 5 - Coeficientes de regressao para reducéo de S. flexneri.

Fatores Coeficiente de Erro t p*
regressao padrao
Constante -15,15 0,085 27,75 0,000
Tempo de sonicacgéo 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 sonicagdo? 0,0022 0,215 0,58 0,575
pH? 0,4659 0,203 -5,16 0,000
Nisina? 0,00001 0,230 0,77 0,460
Tempo de sonicacéo x pH -0,0540 0,255 -2,38 0,036
Tempo de sonicacgéo 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 reducdo da populacdo de S. flexneri em ciclos logaritmicos em
relacdo a variacdo do tempo de sonicacdo, do pH do meio e da concentracédo de

nisina esta expresso na equacao 4:

Equacéo 4: Y =-15,15+ 0,424 T + 5,293 pH + 0,005796 Nis - 0,4659 pH*pH -
0,0540 T*pH

26



onde:
Y =reducéo logaritmica (UFC/mL) de S. flexneri;
T = tempo de sonicacao;

Nis = concentracio de nisina em uM.
O modelo obtido pode ser considerado estatisticamente significativo, ao nivel
de confianca de 95%, uma vez que o teste F indicou um valor de F calculado

superior ao F tabelado (Tabela 6).

Tabela 6 - Analise de variancia da reducao da populacéo de S. flexneri.

GL SQ MQ Feal p
Regressao 5 12,2139 2,44 36,19 <0,0001
Residuos 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; R? = 0,942 e R?
ajustado =0,916; Fup: 3,20.

Observa-se que o modelo de inativacao de S. flexneri utilizando a combinacao
de nisina e US, associada a alteracdo do pH, em um nivel de confianca de 95%,
apresentou falta de ajuste ndo significativo (p<0,05), além de um coeficiente de
determinacdo estatisticamente significativo (R? de 0,942 e R? ajustado de 0,916)
(Tabela 6). Este valor é considerado satisfatorio para obtencdo de um modelo valido
e, possivelmente, util para fins preditivos, pois 91,6% da varidvel dependente
(reducdo de ciclos logaritmicos de UFC/mL) conseguem ser explicadas pelas
alteracbes das variaveis independentes presentes no modelo ajustado
(RODRIGUES & LEMMA, 2014). De acordo com Granato e Masson (2010), valores
baixos do R? ajustado (abaixo de 0,7) sdo indicadores de ndo adequacdo dos
modelos para descrever a influéncia das variaveis independentes nas respostas.

Usando modelos preditivos, Nafar et al. (2013) encontraram R? de 0,996 na
inativacdo de S. cerevisiae em suco de uvas vermelhas, usando as variaveis
frequéncia do US (0 a 135 kHz), temperatura (25 a 50 °C) e tempo de sonicacgao (20
a 40 min). Cregenzan-Alberti et al. (2014) utilizaram o delineamento composto
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central (DCC) com 20ensaios para encontrar a melhor condi¢cao de inativacdo de E.
coli e S. aureus no leite, combinando a termosonicacéo (20 a 52 °C) com tempo de
tratamento (40 a 240 s) e intensidade da sonicagdo (60 a 120 W/cm?). Os autores
encontraram um modelo preditivo com R? de 0,90 nos dados de E. coli e 0,73 nos de
S. aureus. Os autores concluiram que os valores previstos pelos modelos preditivos
apresentaram correlacdo significativa com os valores observados. Gholami et al.
(2014) avaliaram a inativacdo de E. coli em &agua, utilizando o delineamento
experimental Box-Behnken, que também origina um modelo preditivo. Esses autores
utilizaram as variaveis, ciclo de pulso do US (2, 6 e 10 min), tempo de sonicacao (5,
7 e 9 min) e indculo inicial (3, 6 e 9 ciclos logaritmicos de UFC/mL). O R? encontrado
foi de 0,99 e, embora os autores ndo tenham validado o modelo, eles consideraram
que a validacdo é uma etapa importante no planejamento de modelos preditivos,
pois confirmam os resultados previstos pelo modelo.

Os graficos de superficies de resposta foram gerados de acordo com o
modelo ajustado (Equacao 4). Para fins comparativos, foram construidos modelos de
superficies de resposta fixando os valores minimos (tempo de sonicagdo 5 min, pH 4
e concentracdo de nisina de 29,1 yM) e maximos (tempo de sonicagédo de 20 min, pH
7 e concentracdo de nisina 291,1 yM) das variaveis independentes (Figura 3).

Assim, mantendo o tempo de sonicacdo fixo de 5 min (Figura 3A), a
inativacdo maxima obtida foi de, aproximadamente, 2 ciclos logaritmicos na faixa de
pH entre 5,0 e 5,5 e em concentracao de nisina maior que 250 yM. Porém, quando foi
fixado o tempo de sonicacdo de 20 min (Figura 3B) observou-se que a mesma
reducdo de 2 ciclos logaritmicos ocorreu entre o pH 4,0 e 6,0 e concentracdo de
nisina acima de 50 uM. Este resultado demonstra que o tempo de sonicagao de 20
min, contribui para o aumento da inativagao de S. flexneri em baixa concentracao de
nisina, sendo alcancada reducdo de, aproximadamente, 5 ciclos logaritmicos na

populacao de células viaveis.
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Figura 3 - Superficie de resposta para reducdo de S. flexneri, usando as
variaveis independentes: tempo de sonicacdo, pH e concentracdo de nisina.
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A figura 3C e 3D apresentam a relagdo entre a concentracdo de nisina e 0
tempo de sonicacdo, com os valores de pH fixados em 4 e 7, respectivamente. O pH
foi a variavel de maior impacto na reducédo de células de S. flexneri, uma vez que
guando o pH foi 4 (Figura 3C), observou-se que 0 aumento no tempo de sonicacao e
na concentracdo de nisina, acarretou o aumento do namero de inativagdo de células
de S. flexneri, ultrapassando 4 ciclos logaritmicos. Ao contrario, foi observado que,
guando o pH do meio foi 7,0 o nimero de ciclos logaritmicos reduzidos foi de,
aproximadamente, 1,5 (Figura 3D).

A relacdo entre o pH e o tempo de sonicacao esta apresentada nas figuras 3E
e 3F. A concentracédo fixa de 29,1 uyM de nisina reduziu, no maximo, 3 ciclos
logaritmicos quando o pH variou entre 4,0 e 5,0 (Figura 3E). Entretanto, 0 aumento
de 10 vezes na concentracdo de nisina provocou reducdo méxima de 4,5 ciclos
logaritmicos (Figura 3F). Embora a diferenca entre as concentracbes de nisina
avaliadas ndo seja muito grande, observou-se que 291,1 yM de nisina permitiu a
reducdo do numero de células viaveis de S. flexneri em pH préximo de 7.

De maneira geral, analisando simultaneamente os graficos de superficies de
resposta, percebe-se que maior reducdo de células viaveis de S. flexneri foram
possiveis em regides com tempo de sonicacdo de 20 min, pH do meio abaixo de 5 e
concentracao de nisina acima de 250 uM.

Apbs estabelecer o modelo de inativacdo com a combinacdo das trés
variaveis independentes, foram escolhidas aleatoriamente, oito condi¢cbes para
validacdo do modelo preditivo obtido. As oito combinacfes formadas séo diferentes
daqueles usadas na confeccdo do modelo descritos na tabela 4. Os valores
preditivos foram calculados de acordo com a equacéo 4 com a finalidade de verificar
se existe correlacao significativa entre os valores obtidos pelo modelo preditivo e o
observado na reducdo do namero de ciclos logaritmicos de células viaveis in vitro.

A tabela 7 apresenta os valores obtidos pelo modelo preditivo e os
observados nos experimentos de validacdo. Nao existe diferenca estatistica entre o
valor do numero de ciclos logaritmicos reduzidos previstos e 0s observados
(p>0,05), com coeficiente de determinacéo (R?) de 0,94 (Figura 4). Baseado nesses
dados, pode-se sugerir que os valores preditivos apresentam 6tima correlagdo com
os valores observados e que o modelo da combinacdo descrito na equacao 4 foi

validado.
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Tabela 7 - Condi¢bes para validagcdo do modelo preditivo de reducdo de numero de
ciclos logaritmicos na populacdo de S. flexneri acompanhado dos resultados dos

valores observados e preditivos.

Ensaio Fatores Reducgéo (log UFC/mL)

Tempo de sonicagao o Valor Valor
. pH Nisina (uUM) N

(min) observado * 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 50 93,16 3,25+0,32 2,98
4 6 50 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

*ndo significativo (p>0,05).
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Figura 4 - Correlagdo entre os valores de reducdo de ciclos logaritmicos na

populacao de S. flexneri preditivo e observado das oito condi¢cdes para validacéo do

modelo do ultrassom associado com nisina.
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Assim, o comportamento previsto pelo modelo na redugédo da populagao
viavel de S. flexneri utilizando os fatores tempo de sonicacéo, pH e concentracao de
nisina, representa significativamente o comportamento observado no teste in vitro. O
DCCR pertencente a familia de delineamentos eficientes, 0os quais requerem poucos
ensaios para sua realizacdo (BARROS NETO; SCARMINIO & BRUNS, 2001). Além
disso, possui caracteristicas interessantes para a busca do ponto que dé a resposta
Otima. Essa necessidade de otimizacdo dos experimentos minimiza custos e tempos
operacionais (MATEUS; BARBIN & CONAGIN, 2001).

Assim pode-se afirmar que o modelo foi adequado para predizer a reducao do
namero de células viaveis de S. flexneri expostas ao tratamento de US em diferentes
valores de pH e diferentes concentracdes de nisina.

O presente estudo mostra que o aumento da concentracéo de nisina promoveu
maior reducao da viabilidade de S. flexneri em pH baixo. Condi¢des subletais de pH
também promovem sensibilizacdo 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 sensibilizagdo permite a acado de bacteriocinas sobre
as células, culminando em morte celular (GALVAO; PRUDENCIO & VANETTI, 2015;
MEIRA; JARDIM & BRANDELLI, 2015). Além disso, como mostrado em analises de
microscopia eletrénica de E. coli (LI et al., 2016b), o US promove desestruturacdo na
membrana externa de bactérias gram-negativas, tornando a célula mais sensivel a
acao de outros agentes bactericidas.

Com base nesses dados, as trés variaveis estudadas resultaram na
inativacdo de S. flexneri. O aumento no tempo de sonicacdo, além de aumentar a
temperatura do meio, também promove o acumulo de regides de alta pressdo no
meio liquido, que sdo geradas durante a propagacdo das ondas de som
(KHANDPUR & GOGATE, 2016). As bolhas de gas presentes no meio, ao
encontrarem regides de alta pressao, explodem e formam ondas de choque com alta
pressdo 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
50 a inativagdo de S. flexneri aumenta. Uma hipGtese para explicar esse
comportamento é que, apos o US sensibilizar a membrana externa da célula, nisina
conseguiu atingir a membrana citoplasmatica e se ligou ao lipideo Il da membrana

por ligacdo eletrostatica, o que ocasiona a dissipacdo da forca proton-motriz
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(GARCIA et al.,, 2010). Essa dissipacdo altera o potencial de membrana e o
gradiente de concentracdo de protons, provocando a formacdo de poros na
membrana (SIROLI et al., 2016). Os poros permitem o extravasamento de contetdo
intracelular e, consequentemente, provoca a morte da bactéria, sendo que em pH
abaixo de 5, nisina possui maior atividade bactericida do que em meio préximo da
neutralidade (CHUGUNOV et al., 2013).

Estes resultados mostraram que nisina € um aditivo potencialmente eficaz na
inativacao de S. flexneri, dependendo das condi¢cdes em que é usado. O fato deste
patébgeno ser resistente a acdo de nisina instiga a utilizacdo de ferramentas que
permitem a aplicacdo desse peptideo na inativacdo de S. flexneri e, anteriormente,
outros estudos reforcaram a necessidade da associacdo de nisina com outras
tecnologias para obtencdo de resultados satisfatérios. Govaris et al. (2010)
mostraram que o 6leo essencial de orégano e nisina atuaram de forma sinérgica na
reducdo de Salmonella Enteritidis em carne de ovelha, no qual a combinacédo
reduziu mais de 4 ciclos logaritmicos deste patdgeno. Galvao, Prudéncio e Vanetti
(2015) avaliaram diferentes condicoes de estresse para sensibilizar Salmonella
Typhimurium antes do tratamento com nisina (500 AU), as condi¢cbes utilizadas
foram, estresse acido (pH 4,5 por 2 h) frio (-26 °C por 2 h), térmico (55 °C por 10
min) e quimico (EDTA por 30 min). Os resultados obtidos revelaram que apés 6 h de
armazenamento, células pré estressadas com &cido e EDTA na presenca de nisina,
foram reduzidas em 2,9 e 4,1 ciclos logaritmicos, respectivamente. Células pré
estressadas pelo frio reduziram 3,5 ciclos logaritmicos e pelo tratamento térmico em
4,0 ciclos logaritmicos depois de 1 h de armazenamento. Esses resultados indicaram
que diferentes condicdes de tratamento podem tornar Salmonella sensivel a acao de
nisina e assim, ocasionar morte celular o que ira resultar na reducdo no nimero de
células viaveis .

Ndoti-Nembe et al. (2015) mostraram que a combinacdo da radiagdo com
nisina reduziu significativamente a populacdo de Salmonella Typhimurium em
relacdo aos controles em mini cenouras. Nisina combinada com radiagdo gama
também foi a estratégia adotada por Zahran (2015) na inativacao de E. coli em carne
de frango e 0 efeito sinérgico na associacao desses tratamentos foi observado. Li et
al. (2016a) utilizaram um sistema de alta pressdo com dioxido de carbono com a
adicdo de nisina na inativacdo de E. coli. Os resultados demonstraram que essa

combinacgéao reduziu 2,7 ciclos logaritmicos, enquanto que o controle, s6 com nisina,
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reduziu 0,16 ciclo logaritmico. Estes estudos demonstraram efeito sinérgico na
combinacdo de nisina com outras estratégias na inativacdo de patdégenos gram-

negativos, principalmente aquelas que atuam sobre a membrana externa.

4.4. Sobrevivéncia de S. flexneri ap6s a sonicacdo na presenca de nisina e

incubacdo em baixa temperatura

Duas condi¢des usadas na validagcdo foram escolhidas para avaliacdo do
comportamento de S. flexneri apdés a sonicagdo na presenca de nisina e incubacéo
sob refrigeracéo (7 °C) por 120 h. A curva de inativacao obtida com o tratamento na
primeira condi¢do (10 min, em pH 6,0 e 175 uM de nisina) encontra-se na figura 5.
Observa-se que a combinacdo de nisina com US, promoveu uma reducgédo de 1,48
ciclo logaritmico apés os 10 min de sonicacdo com nisina (0 h), enquanto que 0s
tratamentos, isoladamente, ndo promoveram reducdo na populacdo de S. flexneri.
Este comportamento também foi observado no tratamento com a segunda condi¢ao
(20 min, pH 4,5 e 175 pM de nisina) (Figura 6), porém, o numero ciclos logaritmicos
reduzidos foi de 3,46. Este resultado estd de acordo com o previsto pelo modelo
preditivo, que estabeleceu reducdo maior de S. flexneri quando o tempo de
sonicacao € maior e o pH do meio é baixo.

Os tratamentos controles, que consistiram de 175 pM de nisina em ambas as
condicbes de pH, promoveram diferentes valores de redugcéo da populacdo de S.
flexneri. Observa-se que em pH 6,0 o controle somente com nisina (Figura 5) ndo
promoveu reducao inicial no namero de células (0 h), ao contrario do que observado
em pH 4,5 (Figura 6) onde a reducéo foi de, aproximadamente, 1,3 ciclo logaritmico.
Deve ser ressaltado que estes controles foram mantidos na temperatura de 52 °C
em tempos diferentes (10 min na primeira condicdo e 20 min na segunda), sendo
gue somente na segunda condicdo (20 min, pH 4,5 e 175 pM de nisina) foi
observada reducéo inicial no nimero de células viaveis.

A manutencao da cultura de S. flexneri a 7 T apds a sonicagcdo mostrou que a
inativacao deste patdgeno continua a ocorrer na presenca de nisina. De acordo com
as figuras 5 e 6, nisina atuou sobre a inativacdo de S. flexneri quando armazenada a

7 °C em ambas as condic¢des de pH (4,5 e 6,0).
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Em pH 6,0 nisina reduziu o nimero de células vidveis de 5,42 para 3,53
logaritmicos, enquanto que em pH 4,5 a reducdo foi de 5,69 para 2,88 ciclos
logaritmicos ao final do armazenamento. Estes resultados mostram que nisina pode
atuar sobre S. flexneri, em condi¢des de refrigeracdo e que, em pH baixo, a reducao
€ mais significativa. Estes resultados concordam com as observagfes de Galvéo,
Prudéncio e Vanetti (2015) e Prudéncio et al. (2016), que mostraram que a atividade
bactericida da nisina é afetada pela alteracdo da temperatura e pH do meio, e que
esta bacteriocina possui maior atividade contra este patdgeno em pH baixo e
temperatura de refrigeracgéo.
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Figura 5 - Logaritmo do numero de células viaveis de S. flexneri em caldo BHI, pH
6,0 acrescido de nisina 175 pM apoés sonicacdo de 10 min e armazenado a 7 <C por
120 h.
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Figura 6 - Logaritmo do numero de células viaveis de S. flexneri em caldo BHI, pH
4,5 acrescido de nisina 175 uM apos sonicacao de 20 min e armazenado a 7 T por
120 h.

De forma geral, a redugdo do niumero de células viaveis 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 logaritmicos (Figura 5) e em pH 4,5 apés tratamento por 20 min, esta reducao
foi de 4,9 ciclos logaritmicos (Figura 6) ao final de 120 h de estocagem a 7 °C.
Assim, a combinag&o de nisina com US em ambas as condi¢gdes mostrou ser eficaz
na reducdo de S. flexneri, entretanto, o efeito do US ndo é acumulativo e sim
pontual, uma vez que a reducdo mais acentuada foi constatada logo apds a
sonicacéo (0 h) nas duas condi¢des. Esse resultado indica que a combinagéao de US
e nisina pode ser uma estratégia de sanitizacdo para eliminar S. flexneri em
alimentos, sendo que, se estes alimentos forem armazenados sob refrigeracéo, a
inativagdo aumenta com o tempo.

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

nisina e sem tratamento) em ambas as condicbes no final do tempo de
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armazenamento, observa-se diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05). Isso
indica que a combinacdo dos fatores avaliados promoveu reducéo significativa na
populacao de S. flexneri em relacdo aos controles.

A refrigeragdo é uma das principais estratégias na conservacgdo de alimentos
(FERNANDES et al.,, 2014). Deste modo, a adicdo de nisina nos alimentos
refrigerados pode ser uma alternativa na reducéao de S. flexneri e outros patégenos
alimentares e, quando associada ao US, pode promover reducao significativa na
populacao inicial destes micro-organismos. De acordo com Cao-Hoang et al. (2008)
e Galvao, Prudéncio & Vanetti (2015), a refrigeragdo pode provocar danos nos
lipidios da membrana e ocasionar alteracfes na permeabilidade dessa barreira, além
de gerar a formacdo de canais transitérios. Possivelmente, nisina utilizou esses
canais para conseguir ultrapassar a membrana externa e se ligar ao lipideo II,
durante o periodo do armazenando a 7 °C, visto que, em ambas as condi¢cdes onde
nisina estava presente, houve reducéo de S. flexneri.

Varios estudos mostraram que a refrigeracao pode influenciar na atividade da
nisina sobre patdégenos alimentares. Pajohi et al. (2011) verificaram que
concentracdes de 0,25 e 0,5 pg/mL de nisina inibiram completamente o crescimento
de B. cereus em sopa de cevada apos 5 dias de refrigeracdo a 8 °C. Em condi¢cfes
de 25 °C, estes autores ndo observaram a inibicdo deste patdégeno, pelo contrario,
esse micro-organismo manteve o crescimento mesmo na presenca de nisina. Um
resultado contrario foi o observado por Wan Norhana et al. (2012) onde 500 AU/mL
(Unidade Arbitrarias por mililitro) de nisina ndo reduziu a populacdo de L.
monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Salmonella Senftenberg em camardes
armazenados a 4 °C por 7 dias. Ao final do tempo de armazenamento os autores
observaram o crescimento dos patdgenos 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 inativacdo de L. monocytogenes em
queijo Minas frescal armazenado a 4 °C e relataram que este patdégeno nao foi
detectado em 25 g do alimento usando a técnica de enriguecimento seletivo apds 9
dias de estocagem. Galvao, Prudéncio e Vanetti (2015) concluiram que condi¢cdes

de estresses usadas na industria de alimentos como temperatura, pH e agentes
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quelantes sensibilizaram células de Salmonella Typhimurium & acdo de
bacteriocinas

Em contrapartida, apdés as 120 h de armazenamento ainda houve contagem
de células vidveis desse patdgeno. Quando mantidos em temperatura baixa 0s
micro-organismos podem apresentar modificacdes fisiolégicas que permitem sua
sobrevivéncia nesta condicdo (BOZIARIS & ADAMS, 2000). Em bactérias gram-
negativas podem ocorre modificacbes na membrana externa, que influenciam na
resisténcia a essas condi¢cdes adversas. Tais alteragdes possivelmente ocorrem no
lipideo A, no dissacarideo N-acetilglicosamina, na cadeia carbdnica ou nos
fofolipideos que, de uma maneira geral, alteram a carga negativa da membrana
externa e assim diminuem a interacdo da bacteriocina com a célula (PRUDENCIO;
VANETTI & PRIETO, 2015). Em condicbes de estresse acido e presenca de
peptideos antimicrobianos, o sistema PhoP-PhoQ de bactérias gram-negativas é
ativo, e assim, sinaliza a transcricdo de mais de 40 genes em resposta a esses
estimulos (KAWASAKI, 2012). Tais proteinas codificadas por esses genes atuam na
alteracdo das cargas dos polissacarideos, dos acidos graxos e de proteinas de
membrana, que resulta nesse fenotipo de resisténcia (KAWASAKI, 2012).

Entretanto, o mecanismo exato de resisténcia 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 condi¢cdes testadas
anteriormente (10 min de sonicacdo, em pH 6,0 e 175 uM de nisina e 20 min de
sonicacdo, em pH 4,5 e 175 uM de nisina) e nos devidos tratamentos controles. O
tratamento de S. flexneri somente com US n&o promoveu perda significativa de ATP
para o0 meio externo, mas, a presenca de nisina ocasionou o extravasamento de ATP
das células, principalmente com a combinacdo com US (Figuras 7 e 8). Os
resultados encontrados reforcam a ocorréncia do mecanismo de ac¢ao da nisina, que
age formando poros na membrana plasmatica da célula alvo, promovendo o
extravasamento de material intracelular. Além do ATP, os poros formados permitem

a passagem de moléculas e ions esséncias para a sobrevivéncia da célula.
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Como discutido anteriormente, sugere-se que a sonicacdo promoveu a
ruptura ou sensibilizacdo da membrana externa, tornando as células sensiveis a
acado da nisina. Este efeito culmina com a morte de células de S. flexneri como
verificado nas condi¢des de tratamento avaliadas quando nisina foi adicionada no
caldo BHI.
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Figura 7 - Extravasamento de ATP intracelular de células de S. flexneri em caldo
BHI, pH 6,0 acrescido de nisina 175 uM apdés sonicacdo de 10 min e armazenado a
7 C por 120 h. Tratamentos indicados com a mesma letra ndo 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 uM apoés sonicacao de 20 min e armazenado a
7 C por 120 h. Tratamentos indicados com a mesma letra ndo diferiram (p>0,05)

entre si.

A maior concentragédo de ATP (0,15 uM) ocorreu logo apés o tratamento com
nisina e US em pH 4,5 (0 h) e, como avaliado anteriormente, esta condicéo foi a que
resultou na maior inativacao de S. flexneri (Figura 6).

Foi observado que o extravasamento de ATP ao longo do armazenamento da
cultura de S. flexneri sob refrigeracdo diminuiu, embora o nimero de células viaveis
tenha continuado a reduzir, como constatado anteriormente (Figuras 5 e 6). Isso
sugere que, além do extravasamento de ATP, outros mecanismos estao envolvidos
na morte deste patdégeno na presenca de nisina, como por exemplo, a inibicdo da
biossintese da parede celular e, ou 0 extravasamento de outros constituintes
intracelulares.

De acordo com as figuras 7 e 8, observa-se que a maior concentracao de
ATP no meio extracelular ocorreu logo apds 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

concentracdo de ATP extracelular de 12% em relacdo ao controle sem tratamento.
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Liu et al. (2016b) observaram perda de ATP intracelular apos 1,5 h de tratamento de
células de L. monocytogenes com bifidocina A. Em E. coli, bifidocina A também
induziu a perda de ATP apds 30 min de tratamento ( LIU et al., 2016c).

Além do ATP, ions como potassio ja foram avaliados no meio extracelular
apos tratamentos com bacteriocinas. Minahk et al. (2000) observaram aumento na
concentracdo de potassio extracelular apos tratar células de L. monocytogenes com
enterocina CRL35. Mantovani & Russell (2003) observaram reducdo na
concentracdo de potassio intracelular em células L. monocytogenes tratadas com
bovicina HC5. Zhou et al. (2008) estudaram este mesmo micro-organismo e
obtiveram o mesmo padrdo de resposta apOs tratamento com pentocina 31-1.
Prudéncio et al. (2015b) mostraram que a presenca de bovicina HC5 ocasiona danos
no envelope celular das células de Salmonella Typhimurium, provocando o
extravasamento de potassio.

Embora ainda nado tenha sido relatado na literatura, a associacdo de nisina
com US mostrou ser uma estratégia com potencial para ser utilizada na industria, de
preferéncia para alimentos de baixo pH, sendo que nessa condi¢cdo ocorreu a maior
inativacdo de S. flexneri. De forma geral, caracteristicas como, degradacdo por
proteases intestinais e ndo alteracdo das propriedades sensoriais dos alimentos
(GHARSALLAOUI et al., 2016) tornam a nisina uma estratégia de interesse na
inativacdo de patdégenos contaminantes de alimentos. Entretanto, avancos
tecnolégicos devem ser alcancados 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. CONCLUSOES

A metodologia de superficie de resposta permitiu verificar a condicdo que
melhor promove a inativacdo de S. flexneri e o modelo matematico foi validado.

A combinacdo de nisina com ultrassom promoveu reducdo de,
aproximadamente, 5 ciclos logaritmicos na populacdo de S. flexneri inoculada em
caldo BHI. Esta associagcao mostrou ser mais eficiente quando o tempo de sonicacéo
foi de 20 min e o pH do meio de cultura abaixo de 5 e concentragdes de nisina acima
de 250 uM.

O armazenamento a 7 °C contribui para a inativacdo de S. flexneri na
presenca de nisina, isso indica que nisina pode ser usada em alimentos que sao
mantidos sob refrigeragéo.

O tratamento com nisina provoca o0 extravasamento de ATP intracelular,
principalmente quando combinada com ultrassom.

Deve-se considerar que o0s experimentos conduzidos no presente estudo
foram realizados em meio de cultura (caldo BHI) e, experimentos em matrizes
alimentares sdo necessarios para confirmar esse efeito bactericida, uma vez, que a
matriz alimentar pode influenciar na propagacdo das ondas do US e na atividade da

nisina.
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