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Resumo

Objetivo: Avaliar a influéncia de fatores ambientais sobre a sensibilidade de Salmonella
Typhimurium a atividade de nisina in vitro e em suco de laranja refrigerado.

Metodos e Resultados: Avaliou-se a viabilidade de Salmonella Typhimurium
ATCC14028 exposta a diferentes valores de pH e concentragdes de nisina incubada sob
temperatura de refrigeracdo por diferentes intervalos de tempo. Para avaliar a atividade
da bacteriocina no suco de laranja, inoculou-se Salmonella Typhimurium (5 logio
UFC/mL) em suco de laranja contendo nisina e manteve incubada sob temperatura de
refrigeracédo por 240 horas. A atividade de nisina foi observada nas diferentes condigdes,
porém a maior eficiéncia foi observada naquelas condi¢Ges de pH mais baixo (4,0) e
maior concentracdo da bacteriocina (174 uM). Além disso, sua acdo bactericida se
mostrou diretamente proporcional ao periodo de incubacdo. Quando testada em suco de
laranja, nisina se mostrou eficaz com reducéo de até 84% no nimero de células viaveis.
Conclusédo: Fatores ambientais como baixo pH e baixa temperatura favoreceram a
sensibilizagdo das células de Salmonella Typhimurium & agéo bactericida da nisina.
Importancia e Impacto do estudo: A utilizacdo de baixas temperaturas e baixo pH
podem atuar sinergicamente com nisina no controle de Salmonella Typhimurium em

alimentos refrigerados.

Palavras chave: nisina, bacteriocina, bioconservante, Salmonella, temperatura de

refrigeracdo



Abstract

Objective: To evaluate the influence of environmental factors on the sensitivity of
Salmonella Typhimurium to nisin in vitro and in refrigerated orange juice.

Methods and Results: The viability of Salmonella Typhimurium ATCC14028 exposed
to different pH values and nisin concentrations was evaluated under refrigeration
temperature for different time intervals. To assess bacteriocin activity in orange juice,
Salmonella Typhimurium cells (5 logio CFU/mL) were inoculated in orange juice
containing nisin and incubated under refrigeration temperature for 240 hours. The activity
of nisin was observed in the different conditions, however, the highest efficiency was
observed in those conditions with the lowest pH (4.0) and the highest concentration of
bacteriocin (174 pM), wherein its bactericidal action was directly proportional to the
period incubation. When tested in orange juice, nisin was shown to be effective with
reduction up to 84% in the number of viable cells.

Conclusion: Environmental factors such as low pH and low temperature favored the
sensitization of Salmonella Typhimurium cells to the bactericidal action of nisin.
Importance and Impact of the study: The use of low temperatures and low pH can act

synergistically with nisin to control Salmonella Typhimurium in refrigerated foods.

Keywords: nisin, bacteriocin, bioconservative, Salmonella, refrigeration temperature
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1. Introducéo

As Doencas Veiculadas por Alimentos (DVASs) sdo consideradas uma das causas
mais importantes de morbimortalidade, associadas ao adoecimento de uma em cada dez
pessoas no mundo anualmente (WHO 2019). Dentre essas, as doengas diarreicas sdo as
mais comuns, e responsaveis por adoecer 550 milhGes de pessoas e causar 230 mil mortes
a cada ano no mundo (WHO 2019). Neste cenario, as salmoneloses, causadas pela
ingestdo de alimentos contaminados com Salmonella, s&o as que se apresentam com
maior frequéncia e gravidade, sendo consideradas uma das quatro principais causas
globais de doengas diarreicas (WHO 2019). Ainda que, casos de salmonelose se
apresentem, geralmente, com sintomas leves e autolimitados, fatores como a carga
bacteriana, a cepa do micro-organismo infectante e o estado de saide do individuo
infectado podem favorecer o surgimento de complicacGes mais graves e até mesmo fatais
(WHO 2019).

Embora os produtos de origem animal, como ovos, leite e carnes sejam
considerados os principais veiculos de Salmonella, diversos produtos de origem vegetal,
tais como brotos de feijao, tomates, amendoim e sucos de fruta ndo pasteurizados também
ja foram relacionados a contaminagdo com o patégeno (Guo et al. 2002; Sivapalasingam
et al. 2004; Berger et al. 2010; Callejon et al. 2015). Dentre estes, o suco de laranja se
destaca por sua alta producéo e consumo mundial (Shahbaz et al. 2018). Diversos surtos
envolvendo contaminacdo com Salmonella através do consumo de suco de laranja
minimamente processado ja foram reportados (Castillo et al. 2006; Jain et al. 2009; Lee
et al. 2012; Aneja et al. 2014; Shahbaz et al. 2018). Ainda que, devido ao seu baixo pH,
0 suco de laranja pareca um alimento seguro com baixo risco para contaminacdo

microbiologica, Parish et al. (1997) demonstraram que Salmonella é capaz de sobreviver



por até 27 dias em pH 3,5 e por mais de 60 dias em pH 4,1, mesmo sob condic¢Ges de
refrigeracéo, o que pode tornar este alimento uma importante fonte de contaminacao.

Por outro lado, 0 aumento da demanda por produtos minimamente processados e
com baixa quantidade de conservantes tem se tornado um desafio para a producdo de
alimentos, o que impulsiona a busca por técnicas alternativas de conservagédo capazes de
garantir a seguranga microbioldgica dos alimentos sem comprometer sua qualidade
sensorial e nutricional (Yusuf 2018). Neste cenério, a bioconservacdo ganha evidéncia
como técnica alternativa, pois, envolve a utilizacdo de micro-organismos e/ou seus
metabolitos antimicrobianos na inibi¢do ou inativacdo de outros micro-organismos, o que
apresenta pouco ou nenhum efeito sobre as propriedades nutricionais e sensoriais dos
alimentos (Oluk e Karaca 2018).

Dentre os bioconservantes ja identificados, as bacteriocinas se destacam como
compostos seguros, com eficacia comprovada contra importantes agentes deterioradores
e patogénicos (Chikindas et al. 2017). Bacteriocinas sao peptideos de origem ribossomal
produzidos por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que possuem acao bactericida
e/ou bacteriostatica sobre outros micro-organismos (Ahmad et al. 2017). Na area de
bioconservacdo de alimentos, nisina € a bacteriocina mais conhecida e utilizada
(Chikindas et al. 2017). Suas caracteristicas de baixa toxicidade e alta resisténcia térmica
favorecem sua ampla utilizacéo, principalmente na conservacao de laticinios e embutidos
carneos (Chikindas et al. 2017). Além disso, nisina é a Unica bacteriocina liberada pelo
Food and Drug Administration (FDA) para uso em alimentos com aprovacdo em mais de
80 paises (Chikindas et al. 2017). No Brasil, sua utilizacdo é autorizada na conservacgado
de queijos desde 1996 (Brasil 1996).

Devido a presenca da membrana externa, que atua como uma barreira de protecéo,

nisina, geralmente, ndo demonstra efeito antimicrobiano contra micro-organismos Gram-



negativos, como Salmonella (Cleveland et al. 2001). Todavia, apesar desta resisténcia
natural, evidéncias demonstram que a aplicacdo de métodos fisicos e quimicos, como o
uso de compostos quelantes, e de tratamentos térmicos, como o uso de calor e de baixas
temperaturas, pode ser capaz de desestabilizar a membrana externa das células Gram-
negativas e, assim, torna-las suscetiveis a acdo de antimicrobianos, como as bacteriocinas
(Prudéncio et al. 2015). Este comportamento foi demonstrado por Adams e Boziaris
(2001) ao observarem que a adigdo de nisina durante o tratamento aumentou o efeito
bactericida de tratamentos com baixas temperaturas contra micro-organismos Gram-
negativos (Adams e Boziaris 2001). Dessa forma, este trabalho tem por objetivo avaliar
a atividade de nisina contra Salmonella Typhimurium em diferentes condi¢des de pH in

vitro e seu uso em suco de laranja mantido sob refrigeracéo.

2. Material e Métodos

2.1.  Micro-organismos e condigdes de cultivo

Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 foi cultivada em caldo

Luria Bertani (LB) segundo Lenox (Acumedia, E.U.A.) a 37 £ 1 °C por um periodo de

20 a 24 h. As células foram centrifugadas a 2500 g e lavadas com solucdo salina 0,85 %.

2.2.  Preparo da bacteriocina

A solucédo estoque de nisina (Global Food, Alemanha) foi preparada diluindo o

composto em solucdo de fosfato de sodio (5 mM, pH 2,0). Solucéo de fosfato de sddio

(pH 2,0) também foi utilizada como controle.



23.  Determinacdo das condiges ambientais para a avaliagdo da sensibilidade de

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a nisina

Para avaliar o efeito das condi¢des ambientais sobre a sensibilidade de Salmonella
Typhimurium a nisina foi utilizada a temperatura de refrigeracdo (10 £ 1 °C). Um
delineamento central de composto rotacional (DCCR) com trés fatores foi elaborado para
se verificar a influéncia das condi¢des de pH, tempo de incubagdo e concentracdo de
nisina sobre a viabilidade do patdgeno (Tabela 1). As variaveis independentes foram pH
(4,0 a 7,2), tempo (2 a 120 h) e concentracdes de nisina (14,5 a 290 pM). Para
determinacdo do valor minimo de pH, levou-se em conta aquele relatado por Jay et al.
(2005) como a faixa minima de crescimento do patdgeno. J& para determinacao do valor
méaximo de pH levou-se em conta o fato de que em pH neutro, nisina tem sua atividade
reduzida (Harris et al. 1992). Diferentes intervalos de tempo foram utilizados para
permitir a avaliagdo da sensibilidade de Salmonella a bacteriocina em baixa temperatura.
Além disso, foi avaliada uma ampla faixa de concentragao da bacteriocina, na qual foram
incluidas concentracOes ja estabelecidas como antimicrobianas para o patégeno quando

associadas a tratamentos que desestabilizem a membrana externa (Prudéncio et al. 2016).



Tabela 1. Delineamento de composto central rotacional (DCCR) com trés variaveis
independentes (pH, periodo de incubacdo e concentracdo de nisina) para avaliacdo da

viabilidade de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 sob condigdes de refrigeracao.

Y1 Y2 Y3
ENSAIO pH Tempo Concentracéao de nisina
(horas) (uM)
1 4,65 25,9 70,24
2 6,25 25,9 70,24
3 4,65 84,9 70,24
4 6,25 84,9 70,24
5 4,65 25,9 207,99
6 6,25 25,9 207,99
7 4,65 84,9 207,99
8 6,25 84,9 207,99
9 4,0 61,0 152,25
10 7,2 61,0 152,25
11 5,6 2,0 152,25
12 5,6 120,0 152,25
13 5,6 61,0 14,50
14 5,6 61,0 290,00
15 5,6 61,0 152,25
16 5,6 61,0 152,25
17 5,6 61,0 152,25




24.  Avaliagdo da viabilidade das céelulas de Salmonella Typhimurium expostas a nisina

em diferentes condi¢bes ambientais

Para avaliagdo da viabilidade das células expostas a bacteriocina, a cultura foi
inoculada em concentracgéo inicial de 5 logio UFC/mL, em caldo LB (Acumedia, E.U.A)
com valores de pH e concentragdes de nisina definidas de acordo com o delineamento
experimental (Tabela 1). Os tubos foram incubados a 10 = 1 °C por diferentes intervalos
de tempo (Tabela 1). Como controle, as células foram cultivadas nas mesmas condic¢Ges
ambientais, sem a presenca de nisina.

Para quantificacdo de celulas viaveis, as amostras foram coletadas, diluidas e
plaqueadas em triplicata pela técnica de microgotas em &gar padréo de contagem (Kasvi,
Italia). As placas foram incubadas a 37 £ 1 °C durante 8 a 12 h.

A quantificacdo das col6nias foi obtida a partir de contagem realizada em contador
de col6nias (Quimis, Brasil) e convertidas em UFC/mL. Para analise dos dados, utilizou-
se a variacdo do nimero de células viaveis, obtida pela diferenca entre o logaritmo do
numero de células final e inicial. Para cada condigdo, foram realizadas trés repeticOes

independentes.

25.  Ensaios de validacéo dos resultados

A partir dos resultados do delineamento de composto central rotacional (Tabela
1), foram escolhidas doze condi¢Ges ndo utilizadas no DCCR para validacéo da influéncia
das variaveis analisadas sobre a viabilidade de Salmonella Typhimurium (Tabela 2). Para
isso, em cada condicao, foram desenvolvidos ensaios para avaliacdo e quantificacdo da

viabilidade como descrito no item anterior. Foram realizadas trés repeticOes



independentes e diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5% e auxilio do programa AgroEstat, versdo 1.1.0.712.

Tabela 2. Condic¢oes para validacéo da influéncia das variaveis pH, periodo de incubacao
e concentragdo da nisina sobre a viabilidade de Salmonella Typhimurium ATCC 14028

incubada sob refrigeracéo.

Ensaio pH Tempo Concentragéo de
(horas) nisina (uM)
1 4,0 60,0 87,01
2 4,0 60,0 174,00
3 4,0 60,0 261,01
4 5,5 24,0 145,00
5 55 36,0 145,00
6 5,5 48,0 145,00
7 5,5 60,0 145,00
8 55 90,0 145,00
9 6,5 24,0 87,01
10 6,5 48,0 87,01
11 6,5 60,0 87,01
12 6,5 90,0 87,01

2.6.  Avaliacdo da atividade de nisina contra Salmonella Typhimurium em suco de laranja

O suco de laranja foi escolhido como matriz alimentar para analise por ser um
alimento relatado como veiculo para surtos de salmonelose (Castillo et al. 2006; Jain et
al. 2009; Lee et al. 2012; Aneja et al. 2014; Shahbaz et al. 2018) e apresentar faixa de pH

similar (4,0 — 5,0) aguela em que foi observada maior atividade da bacteriocina.



Para obtencéo do suco, laranjas do tipo Péra Rio (Citrus sinensis) em adequado
estagio de maturacdo, foram higienizadas com hipoclorito de sédio (Sumaveg, Jonhson
Diversey, Brasil - 200 ppm por 15 minutos) e espremidas. Em seguida, coou-se 0 sumo
para separa¢do do suco e da polpa. Para garantir a qualidade microbioldgica e inativacao
da enzima pectinesterase, o suco foi submetido a pasteurizacdo sob temperatura de 92 °C
durante 60 segundos conforme proposto por Brugos et al. (2018) e armazenado em
temperatura de refrigeracdo (10 £ 1 °C) por 72 horas (Brugos et al. 2018).

O pH do suco foi avaliado em potenciometro (Yoke, China), e apresentou valor
de 4,85. Ja a acidez titulavel, mensurada através de teste de titulacdo volumétrica com
indicador como proposto por IAL (2008), foi de 0,26% (1AL 2008).

Para avaliar a atividade antimicrobiana de nisina no suco, foi inoculado
aproximadamente 5 logio UFC/mL de células de Salmonella Typhimurium em suco de
laranja contendo 174 uM de nisina, o qual foi incubado sob temperatura de 10 = 1 °C por
até 240 horas (10 dias).

Para avaliacdo da viabilidade, amostras coletadas a cada 24 horas de incubacéo
foram diluidas e plagueadas em triplicata pela técnica de microgotas em agar padréo de
contagem (Kasvi, Italia). As placas foram incubadas a 37 £ 1 °C por um periodo de 8 a
12 h. Para o controle, foram utilizadas amostras com inoculagdo do patégeno em mesma
concentracdo, mas sem a adicdo de nisina.

Como forma de controlar a qualidade microbioldgica do suco, uma porcdo do
mesmo, sem adicdo de nisina e do micro-organismo foi estocada pelo mesmo tempo e
temperatura e, avaliada a cada 24 horas em agar Xilose lisina Deoxilato (XLD) (Kasvi,
Italia) pela técnica de espalhamento em superficie. As placas foram incubadas a 37 £ 1

°C por tempo de 24 h.



Foram realizadas trés repeti¢des independentes para cada ensaio. As anélises
estatisticas foram realizadas com uso do programa AgroEstat, versdo 1.1.0.712 (Barbosa
e Maldonato 2010). Para avaliar a existéncia de diferengas entre o tratamento e o grupo

controle, foi utilizado o teste de Tukey com adocao do nivel de significancia de 0,05.

3. Resultados

3.1 Influéncia das condi¢Bes ambientais sobre a sensibilidade de Salmonella & nisina

Em auséncia de nisina ndo houve grande variagdo no numero de células de
Salmonella Typhimurium (Figura 1). No entanto, reducdes de até 0,4 ciclos logaritmicos
foram observadas ap6s aproximadamente 110 horas de incubacdo em ampla faixa de pH
Figura 1).

120

100

80 4

60

Tempo (h)

40

20 4

Figura 1. Variagdo na viabilidade de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (Log1o

UFC/mL) em auséncia de nisina cultivada em meio LB a 10 °C.



A presenca de nisina, mesmo em baixas concentragGes, reduziu a viabilidade do
micro-organismo, especialmente em condic¢des de baixo pH, nas quais foram observadas
reducdes de até 1,2 ciclos logaritmicos (Figura 2A). A reducdo da viabilidade do micro-
organismo foi diretamente proporcional ao aumento na concentracdo da bacteriocina,
com maior eficiéncia com uso de pelo menos 140 pM de nisina (Figura 2A). Em
condigdes de pH neutro (pH > 6,8) ndo foram observadas variagdes substanciais na
viabilidade do micro-organismo, possivelmente pela menor atividade da bacteriocina
nestas condigdes (Figura 2A).

Nas diferentes condicOes de pH, o periodo de incubacdo influenciou na reducéo
da viabilidade do micro-organismo (Figura 2B-C). Mesmo em condi¢Ges de menor acidez
(pH > 5) foram observadas reduc@es de até 1 ou mais ciclos logaritmicos a partir de 100
horas de incubacdo (Figura 2C). Resultados similares foram observados ap6s 120 horas
de tratamento quando baixas concentra¢des de nisina foram utilizadas (< 100 uM) (Figura
2C). Tais resultados podem se relacionar ao possivel efeito da temperatura de refrigeracédo

na sensibilizacdo das células de Salmonella Typhimurium a acéo de nisina.
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Concentragao de nisina (uM)
Tempo (h)
Concentragdo de nisina (uM)

40 45 50 55 60 65 70 40 45 50 55 60 65 70 20 40 60 80 100 120
pH pH Tempo (h)

Figura 2. Variacdo na viabilidade de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (Logio UFC/mL) em presenca de diferentes concentragdes de nisina

cultivada em meio LB a 10 °C.
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O efeito de nisina sobre a viabilidade do patégeno foi evidente nas condigdes
escolhidas para validagdo dos dados (Tabela 3). A presenca de nisina reduziu
significativamente (p< 0,01) a populagdo do micro-organismos em todas as condicdes

avaliadas.

Tabela 3. Variacdo na viabilidade de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 exposta a

diferentes condi¢Ges ambientais em presenca (tratamento) e auséncia (controle) de nisina.

_ Tempo  Concentraco Controle Tratamento
Ensaio pH o

(horas) de nisina (UM)  Log UFC/mL Log UFC/mL
1 4,0 60,0 87,01 -0,0712+0,026  -0,954°+ 0,079
2 4,0 60,0 174,00 -0,1092+ 0,003  -1,250° + 0,036
3 4,0 60,0 261,01 -0,1762+0,026  -1,111°+ 0,069
4 55 24,0 145,00 0,0122+0,083  -0,834" +0,301
5 55 36,0 145,00 -0,0112+0,002 -0,912°+ 0,010
6 55 48,0 145,00 -0,0442+0,119 -1,531°+0,175
7 5,5 60,0 145,00 -0,0732+0,018 -1,196°+ 0,052
8 55 90,0 145,00 -0,054%+ 0,002 -0,985°+ 0,036
9 6,5 24,0 87,01 -0,0312+0,009 -0,321°+0,005
10 6,5 48,0 87,01 -0,0122+ 0,001  -0,454°+ 0,020
11 6,5 60,0 87,01 0,0992+0,034 -0,299° + 0,028
12 6,5 90,0 87,01 -0,0152+ 0,005 -0,510° + 0,046

Nota: Média + Desvio padrdo. #° Médias seguidas por uma mesma letra na mesma linha
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.

Um menor efeito foi verificado com uso de baixas concentracdes da bacteriocina
(87 uM) e em condicgbes de pH préximo a neutralidade (pH = 6,5) (Tabela 3). Nestas
condi¢des 0 aumento no tempo de incubacéo favoreceu, ainda que discretamente, o efeito

inibitdério da bacteriocina (Tabela 3).
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Em condicGes de baixo pH (pH = 4,0) o maior efeito da bacteriocina foi
claramente demonstrado (Tabela 3). Pois, ainda que com mesmo tempo de incubagdo e
de concentracdo de nisina (87 uM), a reducdo na viabilidade do patégeno foi de 1,83
vezes maior do que quando comparada ao resultado obtido em condi¢fes de maior pH
(pH=6,5). Tal efeito prevalece mesmo quando comparado aquelas condi¢des de médio
pH (pH=5,5) (Tabela 3).

Em condicbes de acidez menos intensas (pH=5,5) e com uso de concentragcfes
medianas de nisina (145 pM) a reducdo na viabilidade do patégeno foi similar aquela
observada com uso de baixas concentraces em ambiente acido (pH = 4,0), o que
demonstra a importancia do baixo pH para maior atividade do peptideo (Tabela 3). Nestas
condi¢bes, semelhante aos resultados anteriores, observou-se que a atividade da
bacteriocina tende a aumentar com o tempo de tratamento, 0 que sugere o efeito da
temperatura de refrigeracdo, durante o periodo de incubacéo, sobre a resposta do micro-
organismo ao efeito da bacteriocina.

Assim, estes resultados sugerem que fatores ambientais como baixo pH e a baixa
temperatura favorecem a sensibilizacdo das células de Salmonella Typhimurium ATCC

14028 a acdo bactericida da nisina.

3.2.  Atividade da nisina contra Salmonella Typhimurium no suco de laranja refrigerado

Durante o periodo de 240 horas ndo foram observadas reduc¢des na viabilidade de
Salmonella Typhimurium em auséncia da nisina (Figura 6). Pelo contrario, observou-se
crescimento gradativo de cerca de 1 ciclo logaritmico a cada 24 horas.

Similarmente ao observado nos ensaios in vitro, nisina demonstrou atividade

bactericida contra o patdgeno em suco de laranja com reducdo de até 1,43 ciclos
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logaritmicos apds 24 horas de incubagdo (Figura 6). A partir de 48 horas de incubacéo,
foi observada menor intensidade na reducdo das contagens, com média de 0,20 ciclos
logaritmicos/dia (Figura 6). Mesmo ao final das 240 horas de tratamento, ainda foi
observada a presencga do patégeno, mas em quantidade 84% (4,46 ciclos logaritmicos)

menor que o tempo zero (Figura 6).
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Figura 6. Viabilidade de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 em suco de laranja sob
refrigeracdo (10 °C) com auséncia (M) ou presenca de nisina (). #® Médias seguidas por
uma mesma letra no mesmo tempo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey.
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4, Discussao

Devido a grande capacidade de adaptacdo as diversas condi¢cdes ambientais,
Salmonella sp. € considerada mundialmente como um dos micro-organismos de maior
frequéncia em casos de contaminacao alimentar (WHO 2018). Por isso, a elaboracéo de
estratégias que permitam seu controle e, consequentemente, garantam a producéo de
alimentos seguros € relevante para a saude publica e indUstria alimenticia (Cleveland et
al. 2001).

Aliado a isso, a crescente busca por alimentos minimamente processados e livres
de aditivos quimicos, evidencia uma mudanca no perfil do consumidor (Morales De La
Pefia et al. 2019). Essa modificacdo é marcada pelo aumento no nimero de evidéncias
que associam o0 uso de aditivos quimicos em alimentos a maior prevaléncia de doencas
na populagdo (Carocho et al. 2015; Lerner e Matthias 2015; Fiolet et al. 2018). Esse
contexto potencializa os desafios existentes nas formas de producdo e conservagdo dos
alimentos e intensifica a procura por técnicas alternativas, que possam aumentar a vida
atil do produto, com redugédo do processamento e uso de aditivos quimicos, de forma a
preservar as caracteristicas sensoriais e nutricionais do alimento sem afetar sua seguranca
microbiologica (Ananou et al. 2007; Carocho et al. 2015).

Além disso, acredita-se que o aumento na demanda por alimentos frescos,
marcado pela busca de um estilo de vida mais saudavel, seja umas das principais causas
do aumento no nimero de surtos provocados por Salmonella sp. envolvendo alimentos
de origem vegetal (Guo et al. 2002; Sivapalasingam et al. 2004; Berger et al. 2010;
Callejon et al. 2015). Dentre estes alimentos, o suco de laranja se destaca como um dos
produtos de maior consumo e producdo mundial, o que o torna uma importante fonte de

contaminacgao por esse patdgeno (Shahbaz et al. 2018).
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Tradicionalmente, o aquecimento é o principal método utilizado no controle
microbioldgico e na preservacdo de sucos industrializados e de diversos outros alimentos
(Shahbaz et al. 2018). No entanto, estudos demonstram que o uso de altas temperaturas
pode comprometer propriedades nutricionais, sensoriais e organolépticas dos alimentos
(Agcam et al. 2016; Shahbaz et al. 2016; Ricke et al. 2018). Assim, hd um estimulo na
busca por tratamentos alternativos que garantam essas propriedades sem interferir na
seguranga microbiolégica (Mundz et al. 2012; Sung et al. 2014; Mansor et al. 2014;
Ferrario et al. 2015; Shahbaz et al. 2016).

Dentre as diversas técnicas pesquisadas, o uso de bioconservantes, em
combinagdo com métodos fisicos e/ou quimicos, tem demonstrado grande potencial para
conservacao de alimentos (Alpas e Bozoglu 2000; Liang et al. 2002; Mosqueda-Melgar
et al. 2008; Utkun et al. 2012; De Oliveira Jr. 2015; Charfi 2019). Nessas pesquisas, 0S
métodos mais utilizados sdo os que envolvem o uso de compostos quimicos, como
agentes quelantes, de tratamentos térmicos, como o uso de calor e de baixas temperaturas,
e de tratamentos fisicos, como campo elétrico pulsado e ultrassom, entre outros (Chaldn
et al. 2012; Prudéncio et al. 2016). Dessa forma, o0 sinergismo alcancado &, por vezes,
devido ao efeito dos métodos fisicos que resultam em alteracdes na fisiologia e no
metabolismo de células microbianas (Berdejo et al. 2019).

Assim, as alteragdes provocadas pelos métodos fisicos facilitam o acesso dos
antimicrobianos para o interior das células que naturalmente seriam resistentes ao efeito
destes agentes (Berdejo et al. 2018). Este comportamento é exemplificado pelos
resultados de Lee e Kaletung (2010) que avaliaram a atividade de nisina associada a Alta
Pressdo Hidrostatica (APH) contra Salmonella Enteritidis, e demonstraram que a
permeabilizacdo da membrana externa, causada pela APH, permitiu o acesso de nisina as

células, com consequente morte celular (Lee e Kaletung 2010). Além disso, respostas
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adaptativas a fatores ambientais como temperatura de crescimento e pH do meio sdo
capazes de induzir modificagdes na composicéo e fisiologia das células bacterianas, as
quais podem comprometer sua resposta ao estresse, incluindo a susceptibilidade a
antimicrobianos (Wang e Quinn 2010). Neste sentido, nossos resultados demonstram que
a baixa temperatura sensibiliza células de Salmonella Typhimurium a acéo de nisina, em
diferentes condigdes de pH.

A utilizacdo de baixas temperaturas no armazenamento e conservacdo de
alimentos é uma das estratégias mais eficaz e utilizada para o controle microbioldgico e
extensdo da vida Gtil (Aste e Del Pero 2017). Sua aplicacdo reduz a velocidade das reagdes
metabdlicas, o que minimiza o crescimento microbiano, e, consequentemente, favorece a
conservacao dos alimentos (Nerin et al. 2016). Além disso, temperaturas de refrigeracao
podem provocar alteracBes estruturais na membrana externa de células Gram-negativas,
como Salmonella Typhimurium e, com isso, favorecer a acdo de antimicrobianos
(Eliasson e Tatini 1999).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas apresenta como constituinte
principal a molécula de lipopolissacarideo (LPS) que possui estrutura composta por um
polissacarideo hidrofilico e um componente hidrofobico referido como lipideo A (Wang
e Quinn 2010). A camada anionica de LPS confere caracteristica de hidrofilicidade a
membrana externa e, como resultado, se torna uma barreira contra a passagem de
moléculas hidrofobicas, como a nisina, para o seu interior (Khan et al. 2015). Por isso,
mudancas nas condi¢fes ambientais podem acarretar alteragfes nas interacfes entre as
moléculas de LPS, o que favorece a exposicao do lipideo A e fosfolipideos em sua
superficie, e, consequentemente, a formacdo de canais hidrofébicos que permitem a
difusdo da nisina na célula (Boziaris e Adams 2001; Khan et al. 2015). Essas

modifica¢Bes nas cargas e na estrutura da camada de LPS a tornam mais sensivel e afetam

18



a permeabilidade da membrana externa, o que favorece a atividade de nisina (Wang e
Quinn 2010). Ademais, moléculas presentes na membrana externa podem atuar como
sitios de ligacdo e atrair a nisina de forma a favorecer a formacdo de complexos
moleculares entre si e, assim, facilitar a ruptura da membrana induzida pela bacteriocina
(Lanne et al. 2018).

Nossos dados indicam que o0 aumento da concentragdo de nisina foi associado a
maior reducdo na viabilidade do patégeno. A influéncia da concentragdo da bacteriocina
sobre o comportamento observado do micro-organismo ja foi previamente demonstrada
por Bordignon-Junior et al. (2012) ao observarem que quando utilizadas concentragdes
de 493 AU/mL de nisina, obteve-se um efeito bactericida contra as células de Salmonella
Typhimurium, e j& quando utilizadas concentragGes menores (até 278 AU/mL), o efeito
foi apenas bacteriostéatico (Bordignon-Junior et al. 2012). Resultados similares também
foram obtidos por Khan et al. (2015) que verificaram que a reducdo de viabilidade das
células de Salmonella Typhimurium era diretamente proporcional a concentragdo de
nisina (Khan et al. 2015).

A maior eficiéncia bactericida de nisina foi observada em condicdes de baixo pH,
a qual pode estar relacionada a maior estabilidade e solubilidade do peptideo em
condigdes acidas (Delves-Broughton et al. 1996). Estes resultados também podem estar
associados as modificacdes na membrana externa do patdgeno que podem ocorrer mesmo
em condicdes de estresse acido subletal, e assim contribuir para a atividade de
antimicrobianos (Rowbury 2003). Resultados similares também foram obtidos por
Prudéncio et al. (2015).

Similarmente ao observado nos ensaios in vitro, quando avaliada no suco de
laranja refrigerado, nisina demonstrou evidente atividade contra Salmonella

Typhimurium. Nestas condi¢fes, a baixa acidez associada a baixa temperatura
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possivelmente contribuiram com a sensibilizacdo do micro-organismo a bacteriocina.
Além disso, sugere-se que 0 baixo pH possa ocasionar a ruptura da membrana externa
(Thongbai et al. 2006). Paralelamente, a alta acidez do suco de laranja também pode ter
contribuido para melhor eficiéncia de nisina, devido a sua maior solubilidade nestas
condigdes (Moreno et al. 2000).

Por outro lado, a exposicao das células a temperatura de refrigeracdo também pode
afetar seus processos metabdlicos e resultar em diversas alteracdes fisioldgicas de forma
a alterar a permeabilidade da sua membrana externa e, assim, tornar a célula suscetivel a
injaria e lesdes (Ricke et al. 2018). Essa susceptibilidade, provocada pela baixa
temperatura, pode ter gerado um efeito sinérgico quando associada a nisina. Tal
sinergismo foi demonstrado por Alpas e Bozoglu (2000) ao observarem que a associagdo
de bacteriocina a APH e calor térmico em suco de laranja elevou a reducdo da viabilidade
de Salmonella Typhimurium em mais de 8 ciclos logaritmicos quando comparada ao
efeito de cada tratamento isoladamente. Resultado similar também foi observado por
Liang et al. (2002) ao constatarem um aumento de 0,04 para 2,75 ciclos logaritmicos na
perda da viabilidade das células de Salmonella Typhimurium guando associaram nisina
ao uso de Campo Elétrico Pulsado. Do mesmo modo, Boziaris e Adams (2001) constatam
em seu estudo que a adicdo de nisina durante o tratamento térmico com baixas
temperaturas aumenta a letalidade do processo contra Salmonella Typhimurium e outros
micro-organismos Gram-negativos.

Assim, nossos resultados sugerem que fatores ambientais como baixo pH e baixa
temperatura tornam as celulas de Salmonella Typhimurium susceptiveis a acao
bactericida de nisina e, com isso, podem atuar sinergicamente no controle deste patégeno

em alimentos refrigerados.
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5. Conclusao

Neste estudo, demonstramos que a exposic¢ao a temperatura de refrigeracdo e ao
baixo pH sensibiliza células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a acao de nisina
in vitro e em suco de laranja. O efeito sinérgico observado sugere o uso desse
bioconservante como um método alternativo de conservagdo, eficaz no controle de
Salmonella em alimentos que passam pelo processo de refrigeragdo e que podem ser
fontes de contaminagdo deste importante patégeno. Ademais, apontam para relevancia
desse estudo, uma vez que a utilizacdo de técnicas alternativas de conservacdo, como o
uso de bioconservantes, pode impactar positivamente na salde da populacdo ja que sua
aplicacdo implica na reducdo do uso de aditivos quimicos e da utilizacdo de técnicas
intensas de conservacgédo que comprometem a disponibilidade dos nutrientes presentes nos
alimentos.

No entanto, a escassez de estudos que avaliam a influéncia das condicdes
ambientais na sensibilizacdo de micro-organismos Gram-negativos a agdo de nisina
reforca a necessidade de mais pesquisas para se entender melhor o comportamento deste
e de outros micro-organismos Gram-negativos quando expostos a condi¢des de baixa
temperatura e baixo pH. Além disso, o uso de nisina na producao de sucos carece de
pesquisas que mecam sua viabilidade através de testes que avaliem a dose e modo de uso

mais adequados.
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