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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antilisterial de peptideos sintetizados
por Lactococcus lactis subsp. hordniae (LLH20) e sua aplicacdo na bioconservacao
de alface (Lactuca sativa) variedade crespa minimamente processada. Para isto, o
isolado foi submetido a verificacdo e confirmacdo da atividade antagonista através
do método spot-on-the-lawn contra L. monocytogenes. O isolado apresentou
atividade antagonista de natureza peptidica sensivel as enzimas tripsina, proteinase
K e a-quimotripsina. Para otimizar a producdo do peptideo realizou-se um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), tendo como variaveis
independentes: concentracdo de glicose (%) (0,5, 1,25, e 2), temperatura (24, 27 e
30 °C) e pH (6,0, 7,0 e 8,0). A melhor condicéo para a producdo do peptideo pelo
LLH20 foi obtida em 14 horas de crescimento do LLH20 nas concentracdes de 1,25%
de glicose, em temperatura de 32 °C e pH 7,0. O peptideo foi avaliado quanto
estabilidade a tratamentos térmicos, agentes quimicos, pH e ao armazenamento em
temperatura de -20, 4,0 e 23 °C. O peptideo produzido pelo LLH20, apresentou
estabilidade para os tratamentos com temperatura de até 100 °C por 30 minutos.
Para os agentes quimicos, a estabilidade foi reduzida em 25 % apds os tratamentos
com Tween 80, Triton X-100, uréia, NaCl e Alcool. A atividade da substancia n&o foi
interferida nos pH de 2,0 a 8,0, enquanto que a diferentes temperaturas de
armazenamento, manteve-se com atividade residual de 100 % durante 105, 90 e 15
dias a -20, 4 e 23 °C, respectivamente. No isolado LLH20 n&o foi identificado por
Reacdo de cadeia da Polimerase (PCR), os genes relacionados a producédo de
lantibidticos, nisina, lactococina 972, lacticina 481 e lacticina 3147. O isolado
demonstrou-se seguro em relacdo aos testes fenotipicos de susceptibilidade aos
antimicrobianos clinicos, ampicilina, penicilina, vancomicina e tetraciclina e a
presenca das enzimas gelatinase, DNAse e hemolisina. Quanto ao potencial
tecnoldgico, o isolado LLH20 apresentou capacidade de acidificacdo e formacéo de
coagulo, crescimento em diferentes pHs, producdo de lipase e protease. A
capacidade biopreservativa do isolado LLH20 e do peptideo produzido pelo mesmo
foram avaliadas na presenca de L. monocytogenes em alface minimamente
processada. Como resultado, o isolado LLH20 apresentou reducdo de 3,15 log
UFC.gt nas contagens de L. monocytogenes, enquanto a substancia peptidica
sintetizada pelo LLH20 reduziu em 1,63 log UFC.g™, ambos em comparacéo ao
controle, apés 7 dias de armazenamento a 4°C. Conclui-se que a atividade da
substancia peptidica antilisterial € bacteriostatica. O L. lactis subsp. hordniae bem
como os peptideos sintetizados por ele apresentam potencial para aplicacdo em
alimentos como bioconservante.

Palavras-chave: Conservacdo de alimentos. Micro-organismos patogénicos.
Bacteriocinas. Perfil tecnologico. Biosseguranca.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antilisterial activity of peptides synthesized
by Lactococcus lactis subsp. hordniae (LLH20) and its application in surface
bioconservation (Lactuca sativa), a minimally processed grown variety. For this, the
isolate was subjected to verification and confirmation of antagonist activity by the on-
site method against L. monocytogenes. The isolate showed antagonistic activity of
sensitive peptide nature such as trypanin, proteinase K and chymotrypsin enzymes.
To optimize the production of the peptide executed in the Central Composite
Rotational Design (CCRD), having as independent variables: glucose concentration
(%) (0.5, 1.25 and 2.0), temperature (24, 27 and 30 ° C) and pH (6.0, 7.0 and 8.0).
The best condition for peptide production by LLH20 was the maximum production of
peptide substance that was applied within 14 hours of LLH20 growth in the 1.25 %
glucose analysis at 32 °C and pH 7.0. The peptide was evaluated for thermal stability,
chemical agents, pH and temperature storage at -20, 4 and 23 ° C. The peptide
produced by LLH20 has stability for treatments with temperature up to 100 ° C for 30
minutes. For chemical agents, stability was reduced by 25% after treatments with
Tween 80, Triton X-100, urea, NaCl and Alcohol. The activity of the substance was
not interfered at pH 2.0 to 8.0, while at different storage temperatures it remained
with 100% residual activity for 105, 90 and 15 days at -20, 4 and 23 ° C, respectively.
In the LLH20 isolate was not identified by Polymerase Chain Reaction (PCR) genes
related to the production of lantibiotics, nisin, lactococin 972, lacticin 481 and lacticin
3147. The isolate was safe for phenotypic antimicrobial susceptibility testing.
ampicillin, penicillin, vancomycin and tetracycline and the presence of gelatinase,
DNAse and hemolysin enzymes. Regarding the technological potential, the LLH20
isolate showed acidification and clot formation capacity, growth at different pHs,
lipase and protease production. The biopreservative capacity of the LLH20 isolate
and the peptide produced by it were evaluated in the presence of L. monocytogenes
in minimally processed lettuce. As a result, the LLH20 isolate showed a reduction of
3.15 log UFC.g ! in L. monocytogenes counts, while the LLH20 synthesized peptide
reduced by 1.63 log UFC.g™, both compared to the control. after 7 days of storage at
4 ° C. The activity of the antilisterial peptide substance is bacteriostatic. L. lactis
subsp. hordniae as well as the peptides synthesized by it have potential for food
application as bioconservative.

Key-words: Food Preservation. Pathogenic microrganism. Bacteriocins.
Technological profile. Biosafety.
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos séo utilizados nos mais diversos segmentos. Na
biotecnologia, as bactérias &cido laticas (BAL) tem se destacado pelo seu potencial
de transformacdao e bioconservacao.

Em produtos fermentados as BAL séo responsaveis pelo desenvolvimento de
caracteristicas organolépticas (LIU et al., 2014) como textura, cor, sabor e aroma
(KAVITAKE et al., 2018). Os principais compostos produzidos pelas BAL sao acidos
organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Alguns metabdlicos como o0s
acidos organicos e as bacteriocinas podem apresentar atividade antimicrobiana
contra micro-organismos patégenos e deteriorantes.

As bacteriocinas sdo pequenos peptideos, termoestaveis, sintetizados nos
ribossomos das células bacterianas e liberadas no meio extracelular. Podem
apresentar efeito bactericida ou bacterioestatico contra L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium botulinum (ACUNA; MORERO;
BELLOMIO, 2011).

A L. monocytogenes €& um micro-organismo patogénico de grande
preocupacao na industria de alimentos, por apresentar capacidade de multiplicacédo
e sobreviver a temperaturas de refrigeracéo, além, da tolerancia a uma ampla faixa
de pH e concentracdo de cloreto de sodio (NaCl). A doenca, listeriose apresenta alta
taxa de mortalidade em individuos imunucomprometidos (TAYLOR; QUINN;
KATAOKA, 2019).

Atualmente, por conta da demanda exigida pelo mercado consumidor, muitas
pesquisas tém focado na bioconservacdo como uma alternativa para a conservagao
de alimentos de forma mais natural. Este método objetiva a utilizacdo de micro-
organismos seguros e/ou seus metabdlitos, como é o caso do Lactococcus lactis,
para inibir o crescimento de micro-organismos deteriorantes e patogénicos nas
matrizes alimentares (LEROI et al., 2015).

O género Lactococcus € conhecido por produzir bacteriocinas como a nisina
(LE LAY et al., 2016). Dentre as subespécies conhecidas deste género, o
Lactococcus lactis subsp. hordniae, apresenta potencial na producéo de peptideos
antimicrobianos. Contudo, até o momento, este potencial foi pouco relatado por
estudos, (BROMBERG et al., 2006).



18

A alface (Lactuca sativa), € um dos vegetais folhosos de maior
representatividade quanto a sua producédo e seu consumo no Brasil (FILHO et al.,
2017). Devido ao seu consumo ser in natura, esta hortalica se torna uma fonte
susceptivel na transmissdo de micro-organismos responsaveis pela ocorréncia de
DTAS (Doencas Transmitidas por Alimentos) (KLJUJEV et al., 2018). Neste contexto,
a utilizacdo da bioconservacdo como uma forma de minimizar estes efeitos, pode ser
uma alternativa a ser empregada.

Devido ao exposto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antiliesterial de peptideos sintetizados por Lactococcus lactis subespécie hordniae e
sua aplicacdo na bioconservacdo de alface (Lactuca sativa), variedade crespa,

minimamente processada.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar atividade antilisterial de peptideos sintetizados por Lactococcus lactis
subsp. hordniae (LLH20) e sua aplicacdo na bioconservacdo de alface (Lactuca

sativa) variedade crespa, minimamente processada.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade antimicrobiana e confirmar a natureza peptidica da substancia
produzida pelo isolado LLH20;

- Determinar o perfil de crescimento e producdo da substancia antimicrobiana do
isolado LLH20;

- Utilizar de planejamento experimental para otimizar as condi¢des para a produgao
do peptideo antilisterial pelo isolado LLH20;

- Caracterizar a substancia peptidica quanto a termoestabilidade, sensibilidade a
agentes quimicos, pH e a estabilidade durante armazenamento;

- Pesquisar os genes associados a producao de lantibiéticos e bacteriocinas;

- Avaliar as caracteristicas fenotipicas de biosseguranca do isolado LLH20, quanto a
susceptibilidade a antimicrobianos, producéo de gelatinase, Dnase e hemolisina,

- Avaliar o potencial tecnoldgico de fermentacéo, acidificacdo, atividade lipolitica e
proteolitica do isolado LLH20;

- Avaliar a capacidade de bioconservacédo do isolado LLH20 e a substancia peptidica
produzida pelo isolado em alface (Lactuca sativa), variedade crespa minimamente

processada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL)

As BAL compreendem um amplo grupo de micro-organismos Gram positivos,
com morfologia de bacilos e cocos, iméveis, ndo esporuladas, anaerébicos, catalase
negativo e produtores de &cido latico, como principal ou Unico produto da
fermentacao (KHALID, 2011). As bactérias deste grupo pertencem ao Reino Bacteria,
Filo Firmicutes; Classe Bacilli e Ordem Lactobacillales, distribuidas em seis Familias:
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae e Streptococcaceae. Os géneros que compdem O grupo S&ao:
Abiotrophia;  Carnobacterium;  Enterococcus;  Lactobacillus;  Lactococcus;
Leuconostoc; Oenococcus; Pediococcus;  Streptococcus;  Tetragenococcus;
Vagococcus; Weissella, o qual possui mais de 530 espécies e subespécies. Os
principais géneros utilizados em indastrias sdo os Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus e de Enterococcus (DANIEL et al., 2011; NES; DIEP; HOLO, 2007).

Essas bactérias estdo difundidas na natureza (HWANHLEM et al., 2013) e
fazem parte da microbiota intestinal de humanos (MORITA et al., 2011) e de animais
(KAKTCHAM et al., 2019; PEREZ et al., 2011;VOLOKHOV et al., 2012). Est&o
presentes em alimentos como leite (ESPECHE et al., 2012; YERLIKAYA, 2019),
carnes (HERNANDEZ-ALCANTARA et al., 2018), frutas e vegetais (CAl et al., 2011;
CHEN et al., 2014, 2013; COSTA; VANETTI; PUSCHMANN, 2009; RANDAZZO et
al., 2009; TODOROV et al., 2011; TRIAS et al., 2008).

A grande maioria das BAL séo reconhecidos como micro-organismos seguros
(GRAS - Generally Recognized As Safe) de acordo com Food and Drug
Administration (FDA) (GASPAR et al., 2013).

As BAL séo classificadas como homofermentativas e heterofermentativas de
acordo com o produto final da fermentacdo (GARCIA; RENDUELES; DIAZ, 2019;
RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010). As homofermentativas
utilizam a via Embden-Meyerhof-Parnas (glicolitica), o qual metaboliza a glicose,
resultando como produto final o acido latico. Neste processo, para cada molécula de
glicose utilizada na sintese obtém-se duas moléculas de ATP e duas moléculas de

acido latico. Ja, as heterofermentativas utilizam a via da fosfocetolase, produzindo
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além do acido latico outros compostos como o dioxido de carbono, acido acético,
etanol, acetato e peroxido de hidrogénio. Neste processo, a célula produz uma
molécula de ATP e uma molécula de cada um dos produtos (GASPAR et al., 2013;
LAHTINEN et al., 2012; STERR; WEISS; SCHMIDT, 2009).

As BAL apresentam importancia tanto na industria de alimentos quanto em
saude publica por apresentarem caracteristicas transformadoras, probioticas e
bioconservadoras. Sao utilizadas como culturas iniciadoras  (starters),
proporcionando transformacgfes na matéria-prima, pela producéo de 4cidos e outras
substancias que atribuem textura, sabor e aroma especifico em produtos
fermentados (LEROY; DE VUNYST, 2004, COTTER; HILL; ROSS et al., 2005,
TEUSINK; SMID, 2006; ROUSE et al., 2007).

Algumas BAL apresentam caracteristicas probidticas, quando administradas
em quantidades adequadas, estimulam a multiplicacdo de bactérias benéficas,
conferindo beneficios a saude do hospedeiro (MESSAOUDI et al., 2013).

Outra caracteristica importante, € que varias BAL apresentam atividade
antagonista contra micro-organismos patogénicos e deteriorantes presentes nos
alimentos, denominadas como culturas protetoras ou bioconservadoras. Esta
atividade antagonista das BAL se deve principalmente pela producédo de substancias
antimicrobianas como acido latico, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (DA
COSTA et al., 2019; HUGAS, 1998).

Com estas caracteristicas, € notavel o potencial de utilizacdo das BAL na
bioconservacdo de alimentos, oferecendo muitos beneficios, como a reducdo na
utilizacdo de conservantes sintéticos e estendendo a vida util dos produtos
(CASTELLANO et al., 2008; DAL BELLO et al., 2012; GALVEZ et al., 2007).

Estudos relatam o isolamento e a caracterizacdo de BAL bacteriocinogénicas
a partir de frutas e vegetais, o que demonstra que sao fontes potencialmente viaveis
para a descoberta de novas substancias com atividade inibitéria contra micro-
organismos indesejaveis (HO et al., 2018; TRIAS et al., 2008).

A biosseguranca de novos isolados com potencial de aplicagdo como culturas
bioconservadoras, starters ou probidtica em alimentos merece atencado, haja vista
gue os fatores de viruléncia podem aumentar a capacidade do micro-organismo em

causar doengas ou infec¢cdes no homem e animais (HWANHLEM et al., 2013). Outro
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aspecto a ser avaliado nos isolados € a sensibilidade contra drogas antimicrobianas
comumente utilizadas em tratamentos de infec¢cdes (YERLIKAYA, 2019).
O Lactococcus lactis & considerado GRAS, no entanto, se faz necessario

confirmar a sua biosseguranca (SAELAO et al., 2017).

3.2GENERO Lactococcus

As pesquisas com 0 género Lactococcus iniciaram em 1873 por Joseph Lister,
0 qual catalogou como Bacterium lactis (TEUBER, 1995). Em 1909, o género foi
renomeada como Streptococcus lactis (KIM, 2014; TEUBER, 1995). Schleifer et al.
(1985) sugeriram que as espécies, S. lactis subsp. cremoris, S. lactis subsp. lactis,
Lactobacillus hordniae, Lactobacillus xylosus, S. garvieae, S. raffinolactis e S.
plantarum fossem classificadas como sendo um novo género: Lactococcus.

O género Lactococcus pertence a familia Streptococcaceae e atualmente
existem 14 espécies conhecidas: L. plantarum, L. garvieae (COLLINS et al., 1983),
L. lactis, L. raffinolactis (SCHLEIFER et al., 1985), L. piscium (WILLIAMS; FRYER;
COLLINS, 1990), L. chungangensis (CHO et al., 2008), L. fujiensis (CAl et al., 2011),
L. taiwanensis (CHEN et al., 2013), L. formosensis (CHEN et al., 2014), L. hircilactis,
L. laudensis (MEUCCI et al., 2015), L. nasutitermitis (YANG et al., 2016), L. petauri
(GOODMAN et al.,, 2017), L. reticulitermitis (YERLIKAYA, 2019). Destas, seis
subespécies: L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. hordniae, L.
lactis subsp. lactis (SCHLEIFER et al., 1985), L. lactis subsp. tructae (PEREZ et al.,
2011), L. garvieae subsp. bovis, L. garvieae subsp. garvieae (VARSHA,
NAMPOOTHIRI, 2016). A subespécie lactis apresenta uma variante L. lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis que é capaz de converter citrato em diacetil, composto
responsavel pelo sabor e aroma tipicos de manteiga nos queijos (LAROUTE et al.,
2017; PASSERINI et al., 2013).

Apesar de associarmos a produtos lacteos, o primeiro isolado de L. lactis foi
obtido de planta, o qual se adaptou ao trato gastrointestinal de ruminantes (SONG et
al., 2017).

A faixa de temperatura de crescimento do L. lactis varia entre 10 e 40 °C,
embora algumas espécies sejam capazes de crescer em temperaturas tdo baixas

quanto 7 °C, durante periodos prolongados de incubacéo de 10 a 14 dias. A maioria
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das espécies de Lactococcus podem crescer em 4,0% (p/v) de cloreto de sddio e
pH 7,0, no entanto, sdo inibidas em pH de 4,5 (YU et al., 2017).

As subespécies L. lactis subsp. lactis, e L. lactis subsp. cremoris sdo de
importancia tecnolégica em alimentos. Além de seu papel na primeira etapa de
acidificacao, contribuem para o sabor dos produtos lacteos, principalmente devido a
sua capacidade de produzir diacetil e acetoina (BALI et al., 2016). O L. lactis esta
envolvido na seguranca microbiana, apresenta alta capacidade de producao de
acido latico, além de bacteriocinas, considerados agentes
antimicrobianos (GONZALEZ REVELLO et al., 2016; MEUCCI et al., 2015).

Embora, o L. lactis subsp. hordniae pertenca a espécie lactis poucos estudos
mostram seu potencial tecnoldgico (MEUCCI et al., 2015), probiético (MORENO et
al., 2018) e na bioconservacdo de alimentos. Segundo Vieira (2011), esta
subespécie possui uma alta capacidade de producdo de bacteriocinas com atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes em queijo minas frescal. Bromberg et al.
(2006), também relata a capacidade bacteriocinogénica da subespécie contra L.
monocytogenes. Sua capacidade de inibir o crescimento fungico também foi relatada
(BARMAN et al., 2018).

Devido a sua importancia na industria, o L. lactis tém sido objeto de
numerosos estudos que elucidam as caracteristicas, genbmicas e funcionais
relevantes para aplicacdo em variados segmentos da industria (CAVANAGH,;
FITZGERALD; MCAULIFFE, 2015; LAROUTE et al., 2017; LEROY; DE VUYST,
2004; MAZZOLI et al., 2014).

3.3 BACTERIOCINAS

As bacteriocinas sdo pequenos peptideos, termoestaveis, sintetizados
ribossomalmente e biologicamente ativos, com tamanhos que variam entre 20 a 60
aminoacidos, catibnicos e hidrofobicos. Apresentam acao inibitéria contra outras
bactérias Gram negativas e Gram positivas, sendo que 0 micro-organismo produtor
possui um mecanismo especifico que lIhe confere imunidade as bacteriocinas
(SUGANTHI; MOHANASRINIVASAN, 2015; YANG et al, 2014). Todavia,
apresentam maior atividade contra bactérias Gram positivos do que Gram negativo
(COTTER; HILL; ROSS, 2005).
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A acdo das bacteriocinas depende da concentracdo do peptideo, a fase de
crescimento e as condicdes de estresse em que O micro-organismo produtor &
submetido (temperaturas, pH e atividade de agua alterada). Estes fatores podem
levar a uma maior producdo de metabdlitos, podendo apresentar acdo bactericida ou
bacteriostatica (JUODEIKIENE et al., 2012).

Outro fator que influencia a producdo de bacteriocinas € a composicao dos
meios de cultura, que devem ser fontes ricas de nitrogénio, fosfato e carbono.
Estudos demonstram que o aumento na concentracdo de nitrogénio, leva a uma
maior producdo de biomassa, e consequentemente maior quantidade de peptideos
antimicrobianos (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008; KANMANI et al., 2011; MAIA
et al., 2019).

As bacteriocinas nao apresentam toxicidade as células eucarioticas e toleram
amplas faixa de pH e temperatura. Contudo, as bacteriocinas sado inativadas por
enzimas digestivas e tem pequena influéncia na microbiota intestinal, (GALVEZ et al.,
2007). As bacteriocinas podem ser uma alternativa aos antibidticos devido a sua
elevada variedade de peptideos com grande espectro de acdo contra 0s micro-
organismos (COTTER; ROSS; HILL, 2013). Estudos mostram sua eficacia em
tratamentos de infe¢cBes bacterianas, uma vez que, conseguem eliminar ou inibir
diversos patdgenos, inclusive micro-organismos resistentes e produtores de
biofilmes, como: Staphylococcus spp., Listeria spp., Salmonella spp., Bacillus spp.,
Pseudomonas spp (MCCAUGHEY et al., 2016; YANG et al., 2014).

As bacteriocinas sdo classificacdo de acordo com sua estrutura quimica,
massa molecular, suscetibilidade enzimética, mecanismo de destruicdo microbiana,
termoestabilidade, e a presenca de residuos de aminoacidos modificados poés-
translacionais (KASKONIENE et al., 2017).

Embora ndo haja um consenso entre autores quanto ao agrupamento das
bacteriocinas, as classes variam entre | e IV (REA et al., 2011). No entanto, a quarta
classe de bacteriocinas, consiste de grandes complexos com carboidratos ou
fragcOes lipidicas denominadas de bacteriolisinas, compreendendo leuconocina S e
lactocina 27 (GULLUCE; KARADAYI; BARIS, 2013). Assim, majoritariamente as
bacteriocinas dividem-se em trés classes (LIU et al., 2014).

Na classe | estdo os pequenos peptideos (<5kDa), denominados lantibioticos

e dentro desta classe ha duas subdivisdes, classificadas como la, Ib. Na subclasse
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la, encontra-se peptideos longos, flexiveis e com carga positiva, que causam a
destruicdo dos micro-organismos sensiveis pela ligacdo e formacdo de poros na
membrana citoplasmatica. JA& na subclasse Ib, a composicdo € de peptideos
globulares, rigidos, podendo apresentar ou ndo carga negativa (COTTER; HILL;
ROSS, 2005). Compde esta classe a nisina, produzida por 35 linhagens de L. lactis
subsp. lactis. A capacidade de produzi-las estd geneticamente relacionada com o
poder de fermentacdo da sacarose. Tem sido aplicada largamente na industria de
alimentos em varios paises como conservante natural de produtos lacteos (JOZALA
et al., 2007; LE LAY et al., 2016).

Na Classe Il, encontramos os peptideos nao-lantibiéticos, que sédo peptideos
nao modificados e pequenos em termo de massa molecular (<10kDa). Nesta classe
também h& quatro divisbes: as subclasses lla; lIb; lic e lld, na qual diferem-se de
acordo com seu formato, tamanho e modo de acdo sobre as células bacterianas. Na
principal subclasse (lla) encontramos os peptideos ativos contra Listeria spp., as
chamadas enterocina (produzidas por Enterococcus spp.) e a pediocina (produzidas
por Pediococcus spp.). Em comparacdo com a nisina, as pediocinas apresentam um
espectro maior contra L. monocytogenes (GALVEZ et al., 2008; NASCIMENTO;
MORENO; KUAYE, 2008).

A classe (Ill) é constituida de peptideos nédo-lantibidticos de grande peso
molecular (>10kDa) e termicamente instaveis. Sao exemplos desta classe a colicina,
produzida por E. coli, helveticina M e J produzida por Lactobacillus crispatus e
Lactobacillus helveticus. A principal caracteristica que as difere dos demais grupos
esta em seu mecanismo de acdo contra uma gama de micro-organismos, que
promove o rompimento da parede celular das bactérias Gram positivos e da
membrana externa das bactérias Gram negativos (KUMARIYA et al., 2019; SUN et
al., 2018).

Os mecanismos de acado das bacteriocinas estéo relacionadas a ligacdes em
receptores da membrana celular, causando dissipacdo da forca proton-motriz e
agregacdo de mondmeros, com modificacbes no potencial de membrana e no
gradiente de concentracdo de ions de hidrogénio (MOLL; KONINGS; DRIESSEN,
1999). Esses efeitos em micro-organismos vivos levam a formacdo de poros na
membrana citoplasmatica provocando a saida de compostos pequenos ou alterando

a forca proton-motora necessaria para a producao de energia e sintese de proteinas,
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0 que pode acarretar na perda de viabilidade da célula-alvo (DELBONI, 2009). Outro
mecanismo de acéo, esta ligado a interacdo de bacteriocinas com os acidos teicoico,
teicurdnico e lipoteicoico, componentes da parede celular, que resultam na liberacéo
e ativacdo de enzimas autoliticas ligadas a célula, ocasionando a autolise celular
(GONZALEZ et al., 2010).

Para haver producdo e secrecdo de bacteriocinas sdo necessarios pelo
menos quatro genes, sendo estes: 0 gene estrutural da bacteriocina, que codifica
uma pré-bacteriocina; o gene que confere imunidade, este codifica uma proteina de
imunidade que protege a bactéria produtora da sua propria bacteriocina; um gene
gue codifica um transportador ABC (cassete de ligacdo ao ATP) necessario para
secrecdo; e um gene que codifica uma proteina assessora da funcdo continua
também necessaria para a secre¢cdo. No entanto, fatores como pH, temperatura,
tempo de incubacdo, nutrientes, infec¢cdo da célula por bacteriéfago e presenca de
micro-organismos competitivos no meio, entre outros, podem interferir na producéo
de bacteriocina (DA SILVA SABO et al., 2014; GALVEZ et al., 2007).

A aplicacdo das bacteriocinas como bioconservantes em alimentos pode ser
realizada de trés formas: A inoculacdo das BAL no alimento e producdo de
bacteriocinas no produto; A adicdo de bacteriocinas purificadas ou semi-purificadas
no produto como conservante; E por fim, a preparacdo de um produto com a
presenca da bacteriocina previamente fermentada por uma cepa de BAL
(SCHILLINGER; GEISEN; HOLZAPFEL, 1996).

Como abordado, a nisina é a bacteriocina mais popular e amplamente
utilizada, aprovada como aditivo alimentar desde 1969 (FAO/WHO 1969). Até o
momento, oito tipos de nisinas naturais foram descobertas: nisinas A, Z, F e Q
produzidas por Lactococcus spp. e as nisinas U, U2, P e H por algumas cepas de
Streptococcus spp. (O’'CONNOR et al., 2015). Estudos mostram seu amplo espectro
de atividade antibacteriana contra bactérias Gram positivos (L monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium botulinum), responsaveis pela
deterioracdo de alimentos, infeccfes e intoxicacOes alimentares. Varios estudos
demonstram a sua eficiéncia na bioconservacdo de alimentos de diferentes
segmentos da area alimenticia, como em produtos carneos (carne moida, salsichas
fermentadas ou embutidos) (BOUALEM et al., 2013; CHEN; HOOVER, 2003),
cervejaria (MULLER-AUFFERMANN et al., 2015), vinicola (NERIS et al., 2013;
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ROJO-BEZARES et al., 2007), pescados (ABDOLLAHZADEH; REZAEI; HOSSEINI,
2014; GHOMI et al., 2011; SCHELEGUEDA; GLIEMMO; CAMPOS, 2012), enlatados
(LIU et al., 2013; TAYLOR et al., 2013), bem como em hortalicas, legumes e frutas
(BARBOSA et al., 2013; HO et al., 2018; JAGANNATH et al., 2014; S. MYTHILI,
SATHIAVELU, 2010; WALKER; PHILLIPS, 2008).

Diferentes espécies de L. lactis sdo capazes de sintetizar outros peptideos
proteicos, além da nisina, como por exemplo a bozacina B14 (IVANOVA et al., 2000);
A bacteriocina HV219 (TODOROV; DICKS, 2006), lactococcina 972 e lactococcina
A (RODRIGUEZ et al., 2000), lactococcina G (ALEGRIA et al., 2010), lactococcina
BZ (SAHINGIL et al., 2011), lacticina 481 (RODRIGUEZ et al., 2000), lacticina 3147
(PERIN et al., 2012) e bacteriocina 194-D (USTYUGOVA et al., 2012). Todas com
potencial de inibicdo contra BAL e micro-organismos patogénicos como a L.
monocytogenes, Bacillus spp. Samonella spp., Citrobacter spp e E. coli.

Algumas bactérias patogénicas e deteriorantes demonstram resisténcia as
bacteriocinas, como por exemplo a nisina e a pediocina (BASTOS; COELHO;
SANTOS, 2015).

A resisténcia por parte do micro-organismo alvo pode ser adquirida por
diferentes mecanismos, entres eles, pela alteracdo da composicdo da membrana.
Como por exemplo, o E. faecalis apresenta resisténcia a pediocina, nisina e lacticina
3147 (OPSATA; NES; HOLO, 2010) e a L. monocytogenes € resistente a nisina,
leucocina A, pediocina e mesenterocina (HARRIS; FLEMING; KLAENHAMMER,
1991).

Muitos estudos demonstram alternativas para superar esta resisténcia com a
combinacdo de diferentes bacteriocinas (PERALES-ADAN et al., 2018), ou até
mesmo a interacdo com outros compostos antimicrobianos (ALGBURI et al., 2017).
No entanto, € necessario mais estudos para elucidar os mecanismos de producéo e
acao das bacteriocinas (KUMARIYA et al., 2019).

3.4 Listeria monocytogenes
A L. monocytogenes € uma bactéria bacilar, Gram positivo, aerébia e

anaerobia facultativa, movel que multiplica em um amplo intervalo de temperatura (-

1,5a45°C) e pH (4,3 a 9,6), e com atividade de agua minima de 0,90. Esta presente
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no trato intestinal de humanos e animais, solo, agua bem como em vegetais frescos.
(BAKA et al., 2015; BEUCHAT, 2002).

A doenca causada por este micro-organismo € conhecida como listeriose, 0s
principais sintomas sao: febre, dor muscular e problemas gastrointestinais. No grupo
de risco (idosos, gestantes e pacientes imunocomprometidos), pode provocar
quadros graves como encefalite, meningite e septicemia. Dentro do grupo de risco a
taxa de mortalidade varia entre 20 a 30 % (HUANG et al., 2011). A dose infectante é
de cerca de 100 células de L. monocytogenes por grama de produto (KLJUJEV et al.,
2018).

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estima que cerca de
1.600 pessoas sejam afetadas e 260 mortes ocorram por ano devido a listeriose
(CDC, 2016).

Diversos tipos de alimentos estdo relacionados a contaminagcdo por L.
monocytogenes, dentre eles vegetais, leite e derivados, carnes e produtos prontos
para consumo. A contaminacdo de alimentos pode ocorrer a partir de sua origem,
durante as etapas de producdo, armazenamento, transporte ou pelo consumidor
final (CARRASCOSA et al., 2016; GAUL et al., 2013).

E importante ressaltar que a L. monocytogenes apresenta maior condi¢éo de
sobrevivéncia em ambientes hostis quando comparada a outros micro-organismos
patogénicos ndo esporulados. Apresenta resisténcia ao congelamento, secagem e
salga (TAYLOR; QUINN; KATAOKA, 2019).

O primeiro caso identificado de listeriose de origem alimentar ocorreu em
1981, envolvendo salada de repolho fermentada (SCHLECH, 1984). Outro surto de
listeriose, foi notificado em 1987, envolvendo sorvete (SCHWARTZ et al., 1989). Em
2011 nos EUA, ocorreu um surto de listeriose com maior indice de mortalidade dos
altimos 90 anos, 33 mortes e um aborto, o alimento envolvido foi meldes

contaminados com L. monocytogenes (CDC, 2012).
3.5 ALFACE (Lactuca sativa L.)
Com producao anual de aproximadamente 1,7 milhdes de toneladas, a alface

(Lactuca sativa L.), pertence a familia Asteraceae (ITIS, 2019), apresenta relevancia

como cultivar na agricultura brasileira. (FILHO et al., 2017).
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A microbiota da alface é composta por uma gama de micro-organismos, que
possuem como principal funcéo a protecédo contra patdgenos que possam ocasionar
danos a planta. Dentre os géneros de maior predominancia na microbiota estao:
Pantoea, Erwinia, Pseudomonas, Sphingomonas, Bacillus, Massilia, Arthrobacter,
Rhizobium, Variovorax, e bactérias laticas, dentre eles o Lactococcus (SCHREITER
et al., 2014; WILLIAMS et al., 2013). No entanto, a forma de cultivo da alface pode
interferir na microbiota.

A alface pode ser cultivada pelo método convencional, organico e hidroponico,
sendo que dois primeiros, sdo realizados diretamente no solo, em consequéncia,
ficam mais expostos a contaminacdo por micro-organismos (DRISSNER;
ZUERCHER, 2014). Enquanto que o método convencional necessita de fertilizantes
e agrotoxicos, o cultivo organico, ndo utiliza destas substancias quimicas para a
producdo, o que torna o produto mais saudavel (GOMIERO, 2018). Ja, o cultivo
hidropbnico consiste basicamente da adicdo dos nutrientes minerais em agua, sendo
esta técnica amplamente utilizada na producéo da alface (BARBOSA et al., 2016).

Todos os vegetais folhosos, como a alface, ndo passam por tratamento
térmico, desta forma podem vincular micro-organismos patogénicos responsaveis
pelas DTAs (Doencas Transmitidas por Alimentos) (KLJUJEV et al., 2018), como por
exemplo a E. coli, Salmonella spp. e L. monocytogenes (ELIAS; NORONHA;
TONDO, 2018; WILLIAMS; MARCO, 2014) .

A contaminacdo desse vegetal esta diretamente relacionada as boas praticas
agricolas, as boas praticas de higiene, controle de temperatura e habitos de
consumo (SANT'ANA; FRANCO; SCHAFFNER, 2014).

Esta hortalica possui uma grande variedade de cultivares, sendo as
variedades de maior consumo, crespa, americana e lisa (SUINAGA et al., 2013).
Considerando a vida util da alface pos-colheita, a logistica de distribuicdo se da de
forma regionalizada, ou seja, os produtores localizam-se préximos aos centros

consumidores, afim de facilitar o escoamento do produto (HENZ; SUINAGA, 2009).
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3.6 APLICACAO DE BACTERIAS ACIDO LATICAS E BACTERIOCINAS NA
BIOCONSERVACAO DE ALIMENTOS

Os primeiros métodos utilizados na conservacéo de frutas e hortalicas foram
calor, frio, reducdo da atividade da agua e fermentacdo. Depois surgiram o0s
métodos
de esterilizagdo, congelamento, branqueamento, cura, embalagem em atmosfera
modificada, alta presséo hidrostética e conservantes quimicos (propionato, sorbato,
benzoato, lactato e acetato), aplicados em associacdo ou isolados, foram
introduzidos nas industrias (ACUNA; MORERO; BELLOMIO, 2011).

A bioconservacdo é um método de conservacado de alimentos que utiliza
culturas protetoras e/ou os metabdlitos sintetizados por elas com atividade
antimicrobiana (LEROI et al., 2015). Esta tecnologia consiste em inocular micro-
organismos ndo patogénicos em alimentos, para prevenir a multiplicacdo de micro-
organismos indesejaveis (PILET; LEROI, 2011).

As BAL séo boas candidatas para a bioconservacdo, primeiramente, por seu
titulo de GRAS bem como por produzirem substancias antimicrobianas, como as
bacteriocinas. Estas fazem parte da microbiota de muitos alimentos, como a alface,
e também na microbiota intestinal de humanos e animais (GHANBARI et al., 2013;
LEROI et al., 2015).

A bioconservacao de alimentos tem alguns beneficios como a reducao do uso
de conservadores sintéticos e residuos para tratamento. Além de estar atendendo
ao desejo dos consumidores por alimentos com aspecto natural e prontos para
consumo (MESSAOUDI et al., 2013).

O éxito na utilizacdo das BAL como bioprotetores em frutas e hortalicas
minimamente processadas €é comprovada por indmeros autores. Russo e
colaboradores (2015), adicionaram isolados de Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus fermentum em meldo minimamente processado, e verificaram a
inibicdo da multiplicacdo de L. monocytogenes. Randazzo et al. (2009), verificaram
gue a bacteriocina RUC9 produzida por uma cepa selvagem de Lactococcus lactis
eliminou L. monocytogenes em alface minimamente processada. Siroli et al. (2017),
avaliaram o efeito da associacdo de Oleo essencial de tomilho e L. lactis CBM21 e

estes reduziram a microbiota em alface minimamente processada.
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Esses estudos demonstram que a bioconservacdo € uma alternativa
promissora, porém ressalta-se estudos preliminares sobre aspectos de seguranca e
selegdo cuidadosa destes micro-organismos e/ou seus metabdlitos antes da
aplicacdo em escala industrial (MA et al., 2017).

Tem se estudado a incorporacdo de bacteriocinas em embalagens para
controlar o desenvolvimento microbiano através da liberacéo gradual do peptideo no
alimento (BALI; PANESAR; BERA, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Microbiologia e
Biologia Molecular (MicroLab), e de Bioprocessos (Biolab) do Departamento de
Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica da UDESC/Pinhalzinho — SC.
Laboratério de Pesquisa em Leites e Derivados (InovalLeite) do Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Laboratorio de Inspecao de Produtos de Origem Alimentar
(InsPOA) e Laboratério de Biologia Molecular (BioMol) do Departamento de
Veterinaria (DVT/UFV), da Universidade Federal de Vicosa UFV/Vicosa — MG.

4.11SOLADO E CEPAS BACTERIANAS

Utilizou-se neste estudo, o Lactococcus lactis subespécie hordniae isolado
por Sonza, (2018) de alface tipo crespa (Lactuca sativa), identificado pelo
sequenciamento do rDNA 16S, e denominado de LLH20.

Foram utilizadas as cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis DY13 (Lyofast
Dry DY13, prime pharma CC, Gordons Bay, Africa do Sul), como controle positivo
para a producdo de bacteriocina e, como micro-organismo indicador da atividade
antimicrobiana Listeria monocytogenes Scott A. Os micro-organismos usados como
controles positivos para deteccdo de genes relacionados a producéo de lantibiéticos
e bacteriocinas foram: Streptococcus salivarius, L. lactis subsp. cremoris
CNRZz481/45, Lactococcus lactis subsp. lactis DY13. Todas pertencentes ao
Laboratodrio Microlab/UDESC.

Os micro-organismos foram mantidos em tubos tipo eppendorf contendo caldo
Triptona de Soja (TSB/Merck) e glicerol (20% v / v), estocadas em ultrafreezer a -80
°C. Para a utilizacdo nos experimentos, as culturas foram recuperadas em caldo
Man Rogosa Shape (MRS/Sigma-Aldrich), e caldo Infusdo de Cérebro e Coragéo
(BHI/Merck) para as bactérias acido laticas e L. monocytogenes, respectivamente.
Incubadas a 36 1 °C por 24 horas, repetiu-se este procedimento e apos a
incubacéo, as culturas foram centrifugadas 5.000 x g por 10 min (Solab SL 703) a 4
°C. O precipitado foi ressuspenso em agua peptonada 0,1% (Oxoid) esterilizada e
repicados para tubos com agar Triptona de Soja (TSA/Merck), incubados a 36 +1 °C
por 24 horas e mantidos a 4 °C em refrigerador.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E CONFIRMACAO DA
NATUREZA PEPTIDICA DO ISOLADO LLH20

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando a técnica spot-on-the-lawn
adaptada de Fleming; Etchells; Costilow (1975). O isolado de LLH20 e a cepa de L.
lactis subsp. lactis Dy13 foram recuperados em caldo MRS e incubados a 25 +1 °C
por 24 horas. Aliquotas de 2 pL dessas culturas foram inoculadas em placas
contendo 10 mL de agar Man Rogosa Shape (MRS/Sigma-Aldrich), e incubadas a
35 £1 °C por 24 horas. Apos adicionou-se uma sobrecamada de 8 mL de agar BHI
semi-sélido (0,89.100 mL™ de agar Bacteriolégico/Himedia) com 10° UFC.mL™* da
cultura indicadora de L. monocytogenes Scott A, e incubou-se a 35 °C por 24h. A
presenca de halos de inibicdo ao redor da cultura foi considerada indicativa de efeito
antagonista, sendo medidos com paquimetro (Digimess®) e o resultado expresso
em milimetros (mm).

Para a confirmacdo da natureza peptidica, utilizou-se o sobrenadante livre de
células (SLC), para isto, o isolado foi cultivado em caldo MRS por 24 horas a 30 +
1 °C. Ap0s, o extrato bruto, contendo o isolado, foi centrifugado a 13.000 x g a 4 °C,
por 15 minutos, e o sobrenadante neutralizado com NaOH 1 N (Neon) até pH 7,0.
Esterilizou-se por filtracdo o sobrenadante utilizando membrana (0,22 pm/mililipore)
e aqueceu-se a 85 °C por 10 minutos (KONDROTIENE et al., 2018).

Aliquotas de 1 mL do SLC foram incubadas com, 1 mg. mL™ das enzimas
proteinase K, a-quimiotripsina, pepsina, tripsina e catalase (Sigma-Aldrich) por 2
horas a 37 £ 1 °C. Em seguida, foram aquecidas a 85 °C por 10 minutos, para
inativar as enzimas.

A atividade peptidica foi confirmada através do método de difusdo em agar,
descrita por Furtado et al. (2009), com adaptacdes. Aliquotas de 20 pyL do SLC
foram adicionados em quatro pontos equidistantes entre si em Agar TSA (Merck),
previamente inoculado com 10° UFC.mL™ de L. monocytogenes Scott A. Incubou-se
a 35 = 1°C por 24 horas.

Como controle negativo foi utilizado caldo MRS e as enzimas. A auséncia
zonas de inibicdo confirma a presenca de atividade antimicrobiana de natureza
peptidica no SLC. O Experimentos foi realizado em triplicata (KAKTCHAM et al.,
2019).



35

4.3 CINETICA DE CRESCIMENTO E PRODUCAO DE SUBSTANCIA
ANTIMICROBIANA DO ISOLADO LLH20

Inicialmente o isolado LLH20 foi cultivado em caldo MRS a 36 + 1 °C por 24
horas. Adicionou-se 1 % (v / v) do isolado em 100 mL de caldo MRS (pH 6,5) e
incubou-se a 30 = 1 °C por 24 horas. Aliquotas foram retiradas, a cada duas horas e
determinou-se o pH, quantificou-se o micro-organismo e avaliou-se atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes.

O pH foi determinado em pHmetro (Tecnopon mMPA210) e a contagem de
células viaveis em agar MRS (KONDROTIENE et al., 2018).

Para determinar a atividade antimicrobiana, utilizou-se o SLC, preparado.
Conforme descrito no item 4.2. A presenca de atividade antimicrobiana no SLC foi
avaliada através do método de difusdo em &gar (item 4.2). Os halos de inibicdo
produzidos foram medidos com paquimetro (Digimess®) e o resultado expresso em

milimetros (mm).

4.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA A PRODUCAO DA
SUBSTANCIA PEPTIDICA PELO ISOLADO LLH20

Visando otimizar as condi¢cdes experimentais para a producdo da substancia
peptidica pelo isolado LLH20, seguiu as condicbes do estudo de Suganthi;
Mohanasrinivasan (2015), com adaptagdes. Para tanto, utilizou-se um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) 23, cujas variaveis e niveis, sdo apresentados
na Tabela 1. Totalizando 17 experimentos, com trés pontos centrais, apresentando
as variaveis independentes, temperatura, concentracéo de glicose (%) e pH em meio
de cultura MRS. Como variavel dependente, deu-se em tamanho do halo (mm) de

inibicdo produzida pela substancia peptidica contra L. monocytogenes.
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Tabela 1 - Variaveis e niveis, do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2°, utilizado no
estudo de otimizagéo das condi¢cfes de producéo da substancia peptidica pelo isolado LLH20.

Niveis
Variaveis -1,68 -1,0 0,0 1,0 +1,68
Temperatura (°C) 22 24 27 30 32
Glicose (%, m/v) 0,01 0,50 1,25 2,00 2,50
pH 5,30 6,00 7,00 8,00 8,70

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Para a andlise dos resultados do DCCR, utilizou-se a Metodologia de
Superficie de Resposta, cuja funcdo de resposta foi relacionada as variaveis de
entrada por um polinémio de segunda ordem (RODRIGUES e IEMMA 2005).

Os experimentos foram realizados em Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo
MRS e 1% do isolado LLH20, com concentracdes de glicose, temperatura e pH
referentes a cada experimento descrito na Tabela 1. O tempo de incubacéo foi de 14
horas, conforme determinado no item 4.3. Os valores de pH descritos para cada
experimento, referem-se aos valores iniciais, ndo havendo tamponamento durante o
processo de fermentacao pelo isolado LLH20.

Ap6s o tempo de incubacdo, determinou-se atividade antimicrobiana da
substancia peptidica, conforme descrito no item 4.2.

4.5 CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS PEPTIDICAS PRODUZIDAS PELO
ISOLADO LLH20

Todos os ensaios deste item, foram determinados pelo método de difusdo em
agar descrito conforme item 4.2. Como controle positivo, foi utilizado SLC sem
nenhum tratamento. O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados foram

expressos em percentual residual (%), de acordo com a equacgéao abaixo:

% atividade antimicrobiana residual = HT x 100
HC

HT: Tamanho do halo (mm) do SLC ap6s o tratamento

HC: tamanho do halo do SLC sem tratamento (controle).
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4.5.1 Avaliacdo da estabilidade térmica

A estabilidade térmica das substancias peptidicas antimicrobiana em
diferentes temperaturas foi avaliada, incubando-se aliquotas de 1 mL do SLC a
60 °C, 80 °C, 100 °C, por 15, 30, 45 e 60 minutos. Avaliou-se a capacidade da
substancia manter a sua atividade em condi¢cdes de autoclave, temperatura de
121 °C/ presséo 1,6 Bar, durante 15 e 30 minutos (WAYAH; PHILIP, 2018).

4.5.2 Avaliacdo da sensibilidade a agentes quimicos

A acado dos agentes quimicos sob a estabilidade da substancia peptidica foi
analisada pela adicdo de 1 % (v / v ou p / v) de Dodecil Sulfato de Sddio
(SDS/Promega), glicerina (Biotec), acetona (Vetec), Tween 80 (Dinamica), Triton X-
100 (Biotec), Uréia (Synth), Cloreto de Sddio (NaCl/ Biotec) e alcool absoluto
(Reatec), em aliquotas de 1 mL de SLC. Os mesmos foram incubados a 36 + 1 °C
por 2 horas (TODOROQV, 2010).

4.5.3 Avaliacdo da influéncia do pH

O efeito do pH foi avaliado de acordo com Goyal; Malik; Pradhan (2018), com
adaptacdes. Aliquotas de 1 mL de SLC foram ajustadas para pH 2,0, 4,0, 6,0, 8,0,
10,0 e 12,0 com adicao de solucdo de HClI 1 M ou NaOH 1 M. Incubou-se a 36 +
1 °C por 2 horas. Apoés, o pH das aliquotas foram ajustadas a 6,0 com a adicdo da
solucéo de HCI 1 M ou NaOH 1 M.

4.5.4 Avaliacdo da estabilidade durante armazenamento
As condicdes de armazenamento da substancia peptidica foram avaliadas

nas temperaturas de: congelamento (- 20 °C), refrigeracéo (4 °C) e ambiente (23 °C)

por até 180 dias. A atividade antimicrobiana foi avaliada a cada 15 dias.
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4.6 PESQUISA DE GENES ASSOCIADOS A PRODUCAO DE LANTIBIOTICOS E
BACTERIOCINAS PELO ISOLADO LLH20

4.6.1 Extracdo do DNA gendomico

O DNA gendmico do LLH20, bem como das cepas controles foram extraidos

utilizando o kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega). A
gualidade do DNA foi verificada em gel de agarose (Kasvi), 1% utilizando GelRed 20
X (Biotium Inc.) na proporcéo 5:1 e visualizada sob luz UV em transiluminador pelo

programa LPix Image (LOCCUS Biotecnologia, BRL®).
4.6.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR

Para a identificacdo de genes relacionados a codificacdo de lantibiéticos e
bacteriocinas foram utilizados os oligonucleotideos lanB, lanC, lanM, nisA (nisina),
lacticin 481 (lactocina 481), lacticin 3147 (lactocina 3147), lactococcin 972
(lactococcina 972) conforme descrito por Hyink et al. (2005) e Wirawan et al., (2006),
Li; O’Sullivan (2002), Rodriguez et al. (2000), Alegria et al. (2010) e Biscola et al.
(2013) adaptado por Perin et al. (2012), respectivamente.

Todos os primers foram avaliados quanto a especificidade utilizando-se o
Blast — like Alignment Tool (Blast), através do software “Basic Alignment Search
Tool” (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cqi).

Para cada reacao de 25 pL foi constituida de 12,5 yL de Kit para PCR “Go
Taqg Green Master Mix 2x” (Promega), 10 pMol de cada oligonucleotideo, 1 pL de
DNA e agua ultrapura até completar o volume final. As reac¢des foram conduzidas
em termociclador (Esco Aeris™). Primers, temperatura de anelamento e tamanho do
fragmento estdo descritos na Tabela 2.

Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,0 % (lantibidticos) e 1,5 % (bacteriocinas) (p / v) (Backer Analyzed), utilizando
corante GelRed 20 X na proporgdo 5:1 e marcador o Ladder 100pb (Promega),
como controle positivo as cepas descritas na Tabela 1, como controle negativo,

todos os reagentes e agua ultra-pura esterilizada em lugar do DNA. Apés a corrida


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi
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eletroforética, o gel foi visualizado sob luz UV em transiluminador (TFX 35M, Life
Technologies, Gibco BRL).
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Tabela 2 - Oligonucleotideos e condi¢cdes da PCR utilizadas para identificacao de genes lantibiéticos e bacteriocinas em LLH20

Identificagao oligonucleotideos

Tamanho do

Temperatura de

Controles positivos

fragmento (pb) anelamento Referéncias
TATGATCGAGAARYAKAWAGATATGG
lanB TTATTAIRRCAIATGIAYDAWACT 400-500 40 °C Streptococcus salivarius ~ Wirawan et al., (2006)
TAATTTAGGATWISYIMAYGG
lanC ACCWGKIIIICCRTRRCACCA 200-300 40 °C Streptococcus salivarius ~ Wirawan et al., (2006)
ATGCWAGWYTGCWCATGG
lanM CCTAATGAACCRTRRYAYCA 200-300 40 °C Streptococcus salivarius  Hyink et al. (2005)
GGATAGTATCCATGTCTG
- CAATGATTTCGTTCGAAG 300 55 °C Lactococcus lactis Li; O’Sullivan (2002)
Nisina .
subsp. lactis DY13
TCTGCACTCACTTCATTAGTTA L. lactis subsp. cremoris
Lacticin 481 AAGGTAATTACACCTCTTTTAT 366 51°C CNRZ481/45 Rodriguez et al. (2000)
AAATTAATGAGACAGACTTTG
Lacticin 3147 CATCATCCATAACTATATTTG 105 55°C - Perin et al. (2012)
TTGTAGCTCCTGCAGAAGGAACATGG
Lactococcin 972 GCCTTAGCTTTGAATTCTTACCAAAAG 350 50 °C - Alegria et al. (2010)
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.
(-): sem controle positivo.
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4.7 CARACTERISTICAS DE BIOSSEGURANCA DO ISOLADO LLH20
4.7.1 Avaliagdo da suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade a antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusdo em
agar, conforme descrito por Yerlikaya (2019), com adaptacdes. O isolado foi
cultivado em caldo MRS a 36 £ 1 °C por 24 horas. A concentragdo do micro-
organismo foi ajustada a 10° UFC.mL™ utilizando espectrofotémetro. (A 630nm =
0,150 + 0,02). Com auxilio de swab, a cultura foi inoculada na superficie do agar
Muller-Hinton (MH/Merck) e, em seguida, adicionou-se os discos dos antibidticos.
Foram utilizados quatro antimicrobianos: ampicilina (10 pg), penicilina (10 ug),
vancomicina (30 pg) e tetraciclina (30 pg) (Laborclin). Apds, as placas foram
incubadas a 37 £ 1 °C por 24 horas e os diametros das zonas de inibicdo foram
medidos utilizando paquimetro e expressos em milimetros (mm).

Os resultados foram expressos como isolados resistente (R), sensibilidade
intermediaria (I) ou sensivel (S), com base nos valores de referéncias indicados pela
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, (2017). O experimento foi

realizado em triplicata.
4.7.2 Gelatinase

Para identificar a producdo de gelatinase utilizou-se o método descrito por
Marra et al., (2007). Inoculou-se o isolado em 4 mL de caldo BHI acrescido de 12%
de gelatina (Kasvi), e incubou-se a 37 + 1 °C por 48 horas. Apés, os tubos foram
transferidos para banho de gelo por 30 minutos, sem agitacdo. Foi considerado
resultado negativo quando o isolado ndo degradou a gelatina, permanecendo 0 meio
solido. Ja o resultado positivo, meio liquido, indica producdo da enzima. O

experimento foi realizado em triplicata.
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4.7.3 DNAse

A atividade de DNase foi avaliada conforme descrito por Todorov et al. (2017).
O isolado foi estriado diretamente em Agar DNase acrescido de verde de metila
(Oxoid), e incubados a 37 + 1 °C por 48 horas, 25 + 1 °C por 72 horas, e 10 + 1 °C
por 10 dias. Foi considerado positivo quando ocorreu a formacéo de halos claros em
torno das culturas, caracterizando a produgdo DNAse. O experimento foi realizado
em triplicata.

4.7.4 Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica foi determinada através da inoculacdo do isolado
LLH20 em agar TSA suplementado com sangue de cavalo desfibrinado a 5% (v / v)
conforme descrito por Todorov et al. (2017). Incubou-se a 37 £ 1 ° C por 48 horas,
25+ 1°Cpor72horas, e 10 +1 ° C por 10 dias.

Os resultados foram interpretados da seguinte maneira, presenca de: a-
hemolise - linhagens que produziram zonas verdes em torno das colbnias; y-
hemolise - ndo produziram qualquer efeito sobre as placas de agar (foram
consideradas nao hemoliticas). Linhagens, que apresentam zonas de lise de sangue
ao redor das colbnias foram classificadas como hemoliticas (B-hemdlise). O

experimento foi realizado em triplicata.

4.8 AVALIACAO DO PERFIL TECNOLOGICO DO ISOLADO LLH20

Foram avaliadas as seguintes propriedades tecnoldgicas do isolado:
capacidade de acidificacdo e coagulacéo do leite, atividade proteolitica extracelular,
tolerancia ao cloreto de sédio (NaCl) e multiplicacdo em diferentes pHs. Para isto, 0
isolado foi recuperado em overnight em caldo MRS a 36 + 1 °C e submetidos aos

ensaios.
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4.8.1 Capacidade de formacao de coagulo e acidificacao

Aliquota de 1 mL da cultura foi inoculado em 10 mL de leite desnatado estéril
(Molico, Nestlé), e incubado a 30 + 1 °C por 24 horas. Com base nas caracteristicas
do coagulo formado, os padrbes de lactofermentacédo foram descritos por meio de
analise empirica e classificados em: uniforme, uniforme com presenca de soro,
uniforme e fragil (aparéncia), quebrado com presenca de soro e auséncia de coagulo
(FUSIEGER, 2019).

Inoculou-se 1% da cultura em 10 mL de LDR (Leite Desnatado Reconstituido)
(10 % p / v) com pH inicial de 7,0, e incubado a 30 + 1 °C (PSONI et al., 2007).

O pH foi avaliado no momento da inoculacdo (TO), depois de 6 (T6), 12 (T12)
e 24 horas (T24) de incubacéo, utilizando-se pHmetro (Tecnopon mPA210). Como
controle negativo foi utilizado 10 mL de LDR (10%) com pH 7,0 sem a adicdo da
cultura. Com base na habilidade da cultura em reduzir o pH do leite apds 24 horas, o
isolado foi classificado: (I) altamente acidificante com diminuicdo de mais de 2
unidades de pH; (Il) acidificante médio com uma queda entre 1,5 e 2,0 unidades de
pH; (lll) pouco acidificante com diminuicdo inferior a 1,5 unidades de pH. Todo o

experimento foi realizado em Triplicata.

4.8.2 Producéao de lipase

A producao de lipase foi avaliada através do método descrito por Todorov et
al. (2017). Aliquotas de 2 pL da cultura, previamente crescida, foram semeadas em
placas de &gar Luria Bertani (LB/ Becton Dickinson), suplementado com cloreto de
calcio (CaCl, Sigma-Aldrich, a 0,2%, p / v) e Tween 80 (Sigma-Aldrich, a 1%, v/ v) e
incubadas a 37 £ 1 °C por 48 horas, 25 £ 1 °C por 72 horas, e 10 = 1°C por 10 dias.
A atividade lipolitica foi identificada pela formacédo de halos opacos ao redor das

culturas. O experimento foi realizado em triplicata.

4.8.3 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica extracelular foi determinada de acordo com a

metodologia proposta por Franciosi et al., (2009), com modificacdes. Quatro
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aliquotas de 2uL da cultura foram adicionadas na superficie do Agar Plate count
(PCA/Merck) enriquecido com LDR estéril (10% p / v). Incubou-se a 30 + 1 ° C por
96 horas. Como controle negativo foi utilizado 2 yL de MRS. A capacidade de
produgéo de proteases extracelulares foi considerada positiva quando houve a
presenca de halos proteoliticos ao redor da cultura. Os halos foram medidos com

auxilio de paquimetro e o resultado expresso em milimetros (mm).
4.8.4 Multiplicacdo em diferentes pHs

Em placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano (Kasvi), aliquotas de
2 uL da cultura foram adicionados em 248 uL de caldo MRS com os pHs ajustados
em 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 9,0, 11,0 e 13,0, (solu¢gdes 1 mol / L de HCl ou 1 mol / L de
NaOH) de acordo com o descrito por Todorov e Franco (2018). As leituras de D.O. (A
= 630 nm) foram realizadas em leitora de microplaca (Kasuaki modelo DR-200BS)
nos tempos: zero (TO), depois de 12 (T12) e 24 horas (T24) de incubacdo a 37 *
1 °C. O experimento foi realizado em triplicata.

4.9 APLICACAO DO ISOLADO LLH20 E DA SUBSTANCIA PEPTIDICA
PRODUZIDA COMO BIOCONSERVANTE EM ALFACE (LACTUCA SATIVA)
VARIEDADE CRESPA MINIMAMENTE PROCESSADA

Utilizou-se a nisina (Nisaplin/ Sigma-Aldrich), bacteriocina conhecida e
licenciada, nos tratamentos para poder comparar a atividade antimicrobiana do
produzida pelo LLH20.

4.9.1 Preparo dos in6culos e de nisina

Cultivou-se a L. monocytogenes em caldo BHI a 37 £ 1 °C, em overnight, e a
suspensao foi centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. O precipitado foi
ressuspenso em solucéo salina 0,85% estéril e a concentracdo padronizada por D.O
(. = 630 nm) em espectrofotometro digital (Hach DR 3900), igual a 0,30,
correspondente a 10® UFC. mL™. Diluicbes foram realizadas para obter a

concentracéo aproximada de 10 UFC.g™ de L. monocytogenes por grama na alface.
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A preparou-se o LLH20 bem como o SLC conforme descrito no item 4.2.
A nisina foi preparada conforme instru¢des do fabricante, 2,5 ug/L em 0,1%

de &cido fosférico (grau alimenticio).

4.9.2 Preparo da alface minimamente processada

A alface (Lactuca sativa L.) variedade crespa foi adquirida no comércio local
de Pinhalzinho — SC. As alfaces foram submetidas a toalete manual, onde separou-
se as folhas das hastes, e aquelas sem danificacdo, lavou-se em agua corrente. As
folnas foram cortadas em tiras com auxilio de faca de aco inoxidavel, com
aproximadamente de 3 cm de largura. A higienizacdo foi realizada através da
imersdo do vegetal em hipoclorito de sédio a 200 ppm por 15 minutos. Apds,
realizou-se 0 enxague em agua potavel, centrifugou-se manualmente e
acondicionou-se 100g do vegetal em saco de polietiieno de baixa densidade
(PEBD). As embalagens foram mantidas a 4°C por 1 hora, para posterior preparo
dos tratamentos. O experimento foi realizado em triplicata.

4.9.3 Descricao dos tratamentos

A aplicacdo do isolado bem como do SLC contendo a substancia peptidica do
LLH20 e nisina foram realizadas por aspersédo dentro das embalagens das alfaces,
previamente preparadas. Foram realizados sete tratamentos: Tratamento 1 (T1):
alface sanitizada com hipoclorito de s6dio 200 ppm (controle negativo); Tratamento 2
(T2): alface + 10* UFC.g ™ de L. monocytogenes (controle positivo); Tratamento 3
(T3): alface + 10® UFC.g™" de LLH20; Tratamento 4 (T4): alface + 10* UFC.g * de L.
monocytogenes + 108 UFC.g ™ de LLH20; Tratamento 5 (T5): alface + 10* UFC.g
! de L. monocytogenes + SLC (5 mL); Tratamento 6 (T6): alface + 10* UFC.g * de L.
monocytogenes + 2,5 uL/ L de nisina; Tratamento 7 (T7): alface + 10 *UFC.g * de L.
monocytogenes + SLC (5 mL) + 2,5 uL/ L de nisina. As embalagens foram seladas e
armazenadas a 4 £ 1 °C por sete dias. Foram realizadas contagens microbiolégicas
logo apos a inoculacdo, tempo zero, no segundo, quinto e sétimo dia de

armazenamento.
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4.9.4 Contagens microbioldgicas

Transferiu-se, assepticamente, 25 gramas de cada amostra, para sacos

plasticos esterilizados tipo stomacher, e adicionou-se 225 mL de agua peptonada a

0,1%. (p / v), perfazendo a diluicdo 10 _1. A partir desta diluicdo, preparou-se as
demais diluicdes seriadas com 9 mL de agua peptonada a 0,1%. (p / v).

No tratamento 1 (controle negativo) foram realizadas contagens de BAL e de
L. monocytogenes.

Nos tratamentos 2, 4, 5, 6 e 7 foram realizadas contagens de L.
monocytogenes. J4, nos tratamentos 3 e 4 foram realizadas contagens de BAL.

Para as contagens microbianas utilizou-se os métodos descritos por
Randazzo et al., 2009.

Para a contagem de BAL, inoculou-se 0,1 mL das diluicbes decimais
apropriadas em placas contendo agar MRS. Incubou-se em anaerobiose 35 °C *
1°C por 48 horas.

Para a contagem de L. monocytogenes foi inoculada aliquotas de 0,1 mL das
diluicdes em placas contendo agar Listeria Ottaviani and Agosti (ALOA/Laborclin) e
incubadas a 35 °C % 1°C por 48 horas.

-1
As colbnias foram contadas e o resultado foram expressos em log UFC.g
4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos analise de variancia ANOVA seguida

do teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o software Statistica 10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E CONFIRMACAO DA NATUREZA PEPTIDICA
DO ISOLADO LLH20

O isolado LLH20, obtido de alface tipo crespa (Lactuca sativa), produziu halo
de inibicdo de 18,67+ 0,76 mm contra L. monocytogenes. Ja, o L. lactis subsp. lactis
Dyl13, cepa produtora de nisina, produziu halo de inibicdo de 16,57+ 0,81 mm.
Houve diferenca estatistica (p<0,05), entre os tamanhos dos halos produzidos pelo
isolado LLH20 e a cepa padréo. Este resultado demonstra que o isolado LLH20
apresenta atividade antimicrobiana superior a cepa padrdo de L. lactis subsp. lactis
Dy13. No entanto, ndo € possivel afirmar qual a substancia antimicrobiana produzida
pelo isolado, haja vista, que o agar MRS apresenta uma grande quantidade de
carboidrato, o que permite a producdo de metabdlitos como acidos organicos (acido
latico e &cido acético), perdxido de hidrogénio, etanol, diacetil, acetaldeido, acetoina,
dioxido de carbono, reuterina, reutericiclina e bacteriocinas, que podem ser
responsaveis pela inibicdo do patégeno (AZHAR; ZIN; ABDUL HAMID, 2017;
YERLIKAYA, 2019).

A atividade antimicrobiana de isolados de L. lactis sdo descritas por varios
autores. Ho et al. (2018), avaliaram a capacidade antimicrobiana de 897 isolados de
frutas, ervas e vegetais, destes 40 apresentaram atividade contra L. monocytogenes,
sendo 14 pertencentes ao género L. lactis. Yerlikaya (2019), relata que isolados de L.
lactis obtidos de leite cru e Kefir apresentaram atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes e Enterobacter aerogenes.

Kondrotiene et al. (2018), descrevem que dos 181 L. lactis isolados de leites e
derivados, 12 apresentaram atividade antimicrobiana contra os patégenos E. coli, L.
monocytogenes, Bacillus cereus e Salmonella Typhimurium e o deteriorante,
Brochothrix thermosphacta.

Para confirmar se a substancia antimicrobiana € de origem peptidica
(bacteriocinogénica), ela deve apresentar sensibilidade a uma ou mais proteases. A
sensibilidade é evidenciada pela inativagdo da substancia antimicrobiana e o
crescimento do micro-organismo indicador (MONTVILLE; KAISER, 1993).
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A substancia antimicrobiana produzida pelo LLH20 foi sensivel as enzimas
proteoliticas, tripsina, proteinase K e o-quimotripsina, confirmando a natureza
peptidica.

Resultados semelhantes foram relatados por Kaktcham et al. (2019), onde
avaliaram 144 isolados de L. lactis subsp. lactis, obtidos de tilapias do Nilo e
camardes, destes apenas dois apresentaram sensibilidade a enzimas proteoliticas
pepsina e proteinase K.

Hwanhlem et al. (2013), testaram a sensibilidade da substancia
antimicrobiana produzidas por isolados de L. lactis subsp. lactis, obtidos da agua de
mangue no sul da Tailandia, as proteases. A substancia antimicrobiana foi sensivel
as enzimas a-quimiotripisina, tripsina e proteinase K. J& Ghrairi et al. (2014),
identificaram seis isolados dos géneros Lactobacillus, Lactococcus e Enterococcus
de alimentos vegetais fermentados com atividade antimicrobiana contra Listeria
ivanovii, as substancias produzidas foram sensiveis as enzimas proteinase K e
pronase E.

De acordo com Arauz et al., (2009), afirmam que com perfil de sensibilidade
as proteases, ndo é possivel afirmar qual bacteriocina que 0 micro-organismo

produz, haja vista, que estas nas podem ser sensiveis a mais de uma enzima.

5.2CINETICA DE CRESCIMENTO E PRODUCAO DA SUBSTANCIA PEPTIDICA
DO ISOLADO LLH20

Pode ser observado na Figura 1, a cinética de crescimento do isolado LLH20,
pH e a producédo da substancia antimicrobiana de natureza peptidica (mm) em caldo
MRS por 24 horas.
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Figura 1- Cinética de crescimento do isolado LLH20 (log UFC.mL-1), producdo de substancia
antimicrobiana de origem peptidica (mm) e valor de pH em caldo MRS a 30°C por 24h.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

No inicio da cinética (T0), o pH do caldo MRS estava em 6,35, atingindo 4,52
apos 24 horas de fermentacdo. Entre os valores de pH, ndo houve diferenca
significativa nas quatro primeiras horas de crescimento (p<0,05) (Apéndice 1). Nos
tempos 14, 16 e 18 horas, o pH permaneceu constante e nao apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05) (Figura 1).

Abdollahi et al. (2018), observaram o crescimento de L. lactis em caldo MRS
modificado e em soro de leite com pH inicial de 6,0, que ao final das 24 horas,
reduziram o pH em 4,5 e 4,0, respectivamente.

Para Miranda; Campos-Galvao; Nero (2018), a cinética de L. lactis subsp.
lactis e producédo de bacteriocina em caldo BHI a 30 °C por 24 horas, houve redugao
do pH em 1,63 ao término das 24 horas.

A reducéo do pH é devido a producdo de metabdlitos &cidos, incluindo o &cido
latico, que é caracteristico do grupo BAL. Esta producao de acidos € um importante
fator que acarreta na inibicdo da sintese de bacteriocina (SHIMIZU et al., 1999). Ou
seja, quanto maior a quantidade de glicose a ser convertida em acido latico, menor
sera o pH e consequentemente menor a producdo de bacteriocina (KIM; HALL;
DUNN, 1997; VUYST; VANDAMME, 1992).
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Observa-se na Figura 1, que o isolado LLH20 iniciou a cinética com 6,16 log
UFC. mL?, chegando a 9,38 log UFC. mL™, em 24 horas.

A fase estacionéria de crescimento do isolado LLH20 foi verificada a partir de
10 horas de incubacdo em caldo MRS a 30°C.

Resultados similares foram observados por Abdollahi et al. (2018), onde
células viaveis de L. lactis em caldo MRS ao fim das 24 horas atingiram 9,34
log.UFC.mL™, enquanto que em soro de leite a contagem foi relativamente menor
(7,6 log.UFC.mL™).

Entre os tempos avaliados, o ponto maximo de producdo da substancia
peptidica pelo LLH20 iniciou em 14 horas. A maxima de atividade da substancia
permaneceu constante até o final das 24 horas, néo diferindo estatisticamente entre
os tempos (p<0,05) (Apéndice 1).

Abdollahi et al. (2018), observaram o inicio da producdo da substancia
antimicrobiana em oito horas de cinética do L. lactis em caldo MRS, enquanto em
soro de leite iniciou nas primeiras quatro horas. No entanto, o MRS apresentou
maior producéo apods 14 horas, quando comparado com o soro de leite. Ja Miranda;
Campos-Galvao; Nero (2018), a producéo de nisina em caldo BHI a 30 °C teve sua
maior atividade em 12 horas de cinética.

Parte das bacteriocinas sintetizadas pelas BAL, sdo produzidas na fase
exponencial de multiplicacdo (HAN et al., 2012). Resultado este, que pode ser
visualizado no presente estudo, onde a producdo da substancia esteve presente e
constante ao longo da fase estacionaria, iniciando sua producdo apds seis horas de
crescimento. Alguns autores referem-se que a cinética do metabolito primario ocorre
guando a producéo de bacteriocinas € proporcional ao aumento da massa celular ou
taxa de crescimento (DELGADO et al., 2005, 2007). Fato este que pode ser
visualizado no estudo de Han et al. (2012), onde na cinética de producdo da
bacteriocina KC24 de L. lactis, teve inicio sua atividade antimicrobiana com quatro
horas de crescimento. No entanto, essa precoce producdo esta relacionada a
concentragédo de células viaveis no inicio da cinética, que foi de aproximadamente
7,2 log.UFC.mL™.

Com a cinética do LLH20, definiu-se que o tempo de fermentacdo para a
otimizacao da producdo da substancia peptidica sera de 14 horas, tempo que ocorre

0 inicio da produgdo maxima da substancia antimicrobiana.
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5.3 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DA SUBSTANCIA PEPTIDICA DO ISOLADO
LLH20

Na Tabela 3 estdo mostradas a matriz do planejamento experimental bem
como os resultados dos halos de inibicdo (mm) (valores observados) e os valores

preditos pelo modelo matematico, referentes a cada experimento do DCCR 23

Tabela 3 - Resultados dos halos de inibicdo (mm) obtidos para cada experimento do Delineamento
Composto Central Rotacional utilizado para a otimizacdo das condi¢cdes de producdo da substancia
peptidica pelo isolado LLH20 com valores codificados e reais.

Glicose
Ensaio Temperatura (%, m/v) pH Halo de inibicdo (mm)
(°C) (Xv) (X2) (X3)
Valores Valores preditos*
observados
El 24 (-1) 0,5 (-1) 6 (-1) 17,50 14,66
E2 24 (-1) 0,5 (-1) 8 (+1) 14,50 12,68
E3 24 (-1) 2 (+1) 6 (-1) 17,75 19,35
E4 24 (+1) 2 (+1) 8 (+1) 18,50 20,11
E5 30 (+1) 0,5 (-1) 6 (-1) 18,00 15,00
E6 30 (+1) 0,5 (-1) 8 (+1) 15,75 12,77
E7 30 (+1) 2 (+1) 6 (-1) 19,50 19,93
E8 30 (+1) 2 (+1) 8 (+1) 19,00 20,45
E9 22 (-1,68) 1,25 (0) 7 (0) 20,75 20,94
E10 32 (+1,68) 1,25 (0) 7 (0) 19,75 21,51
E1l1 27 (0) 0,01 (-1,68) 7(0) 0,00 5,65
E12 27 (0) 2,5(1,68) 7(0) 19,75 16,05
E13 27 (0) 1,25 (0) 5,3 (-1,68) 17,50 19,09
El4 27 (0) 1,25 (0) 8,7 (1,68) 17,50 17,86
E15 27(0) 1,25 (0) 7 (0) 16,00 16,55
E16 27(0) 1,25 (0) 7 (0) 17,00 16,55
E17 27(0) 1,25 (0) 7 (0) 17,00 16,55

*Valores preditos pelo modelo matematico obtido através da regressdo dos dados de tamanho de
halo (mm).
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Como pode-se observar na Tabela 3, os valores observados oscilaram entre
zero e 20,75 mm, e os valores preditos entre 5,65 e 21,51. Os maiores valores
observados de halos de inibicdo produzidos pelo LLH20 contra L. monocytogenes

foram obtidos nas condi¢cdes experimentais E9, E10 e E12. Para os valores preditos
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pelo modelo matematico, os maiores halos de inibicdo foram obtidos nos
experimentos E9 e E10, cuja glicose e o pH sdo os mesmos, 1,25% e 7,0,
respectivamente, havendo diferenca nos valores de temperatura, sendo 22°C para
E9 e 32°C para E10. Os valores de halos de inibicdo obtidos para os experimentos
E9 e E10 sao considerados excelentes, pois, segundo Mosbah et al. (2018), zonas
de inibicdo com tamanhos entre 1 e 6, 7 e 10, 11 e 15, 12 e 20 mm, sao
consideradas baixa, moderada, alta e excelente atividade antimicrobiana,
respectivamente.

A Analise de Variancia (ANOVA), mostrou que 73,96 % da variacao total foi
explicada pelo modelo, porém a falta de ajuste foi significativa. Cabe salientar, que
os valores analisados (halos de inibicdo) séo valores obtidos com a aplicacdo da
solucdo contendo os peptideos antimicrobianos, ndo sendo, portanto, o valor de
producédo destes peptideos, e ainda, aplicacdo em um processo microbiolégico, que
depende do crescimento dos micro-organismos. Assim, esta variacdo explicada pelo
modelo pode ser considerada satisfatéria.

Na Tabela 4, que corresponde aos efeitos das variaveis para os experimentos
de producdo da substancia peptidica pelo isolado LLH20, cuja resposta foi o
tamanho do halo de inibicdo, verifica-se que a glicose (L), a glicose (Q) e
temperatura (Q) exerceram efeito significativo (p<0,05). Como a interagcédo entre as
variaveis ndo apresentou efeito significativo, uma analise individual das variaveis
pode ser realizada. O efeito positivo para a glicose significa que, quando se passa
do nivel -1 para o nivel +1 do planejamento experimental, ocorre um aumento do
tamanho do halo de inibicdo. Estes efeitos podem ser melhor visualizados no
Diagrama de Pareto, mostrado na Figura 2.
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Tabela 4 - Efeitos individuais e efeitos de interacdo entre as variaveis temperatura, glicose e pH, na
producédo da substéncia peptidica, cuja resposta foi halo de inibicdo (mm).

Efeito Erro padréo p-valor
Média/Intercessao 16,5548 0,332681 0,000404*
Temperatura (L) 0,33949 0,312460 0,390760
Temperatura (Q) 3,30439 0,343907 0,010659*
Glicose (L) 6,18230 0,312460 0,002545*
Glicose (Q) -4,03184 0,343907 0,007197*
pH (L) -0,73223 0,312460 0,143823
pH (Q) 1,35985 0,343907 0,058412
Temperatura x glicose 0,12500 0,408248 0,788396
Temperatura x pH -0,12500 0,408248 0,788396
Glicose x pH 1,37500 0,408248 0,077982

*Fatores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05). (L) significa termo linear e (Q)
significa termo quadrético.
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Figura 2 - Diagrama de Pareto referente a producdo da substancia peptidica, cuja resposta foi halo
de inibicdo (mm).

Gli(L)
Gli(Q)
T(Q)
PH(Q)
Gli*pH
pH(L)
T(L)
T*pH
T*Gli

19,773

p=0.,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

De posse dos valores da regressao, obteve-se o modelo matematico que

representa o processo de producdo da substancia peptidica pelo isolado LLH20,
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mostrado na Equacgédo 1, onde HI é o halo de inibicdo (mm) e Gli é a concentragédo

de glicose (%, m / v). De posse da equacao, obteve-se a Superficie de Resposta e a
Curva e contorno, mostradas na Figura 3.

Figura 3 - Superficie de Resposta (a) e Curva de Contorno (b) referentes ao processo de producéo da
substancia peptidica produzida pelo isolado LLH20.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019
Verifica-se que as regides onde estdo os halos de inibicdo de tamanho maior

que 20 mm sao correspondentes aos niveis +1,68 (32°C) e -1,68 (22°C) para a
temperatura e 0 (1,25%) para a glicose, o que corresponde as condi¢cbes dos
experimentos E9 e E10, cujo pH é 7,0. Para as préximas etapas da pesquisa, optou-
se pela producédo de substancia de peptidica nas condicbes de 32°C, 1,25 % de
glicose e pH 7,0. A escolha pela temperatura de 32 °C baseou-se na maior facilidade
de controle da mesma, experimentalmente, bem como por esta temperatura estar
dentro da faixa de crescimento da LLH20, que se caracteriza como um micro-
organismo mesofilo.

Segundo Suganthi; Mohanasrinivasan (2015), em seu estudo com
Pediococcus pentosaceus, isolado de vegetal fermentado, o modelo determinou as
condic¢des 6timas de 1,03% de soja, 2,4% de sacarose, 5,5 de pH e temperatura de
34,5 °C, onde o micro-organismo atingiu a producdo de bacteriocina de 25600
UA/mL.

Barman et al. (2018) observaram a producdo de bacteriocinas em trés
isolados de L. lactis obtidos de leitelho caseiro e constataram que a producéo
maxima de bacteriocinas foi em meio MRS. O pH 6timo de producdo esteve entre
5,0 e 7,0 com melhor temperatura em 28 °C, seguida de 20 °C. Vale frisar que neste
estudo os autores relatam uma diminuicdo significativa da producéo da bacteriocina
em 37 °C.

5.4 ESTABILIDADE DA SUBSTANCIA PEPTIDICA PRODUZIDA PELO ISOLADO
LLH20 A DIFERENTES TEMPERATURAS, AGENTES QUIMICOS PHS E
CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

Os resultados de estabilidade da substancia produzida pelo isolado na
presenca de agentes quimicos, variacées de pH e temperatura, estdo apresentados
na Figura 4 e Tabela 5.

E importante avaliar se a substancia peptidica apresenta estabilidade a
diferentes temperaturas utilizadas em processos de industrializagdo de alimentos.
Desta forma pode-se decidir em que alimento poderd ser utilizado como

bioconcervante.
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Figura 4 - Efeito da acdo de diferentes temperaturas sobre a estabilidade da substancia peptidica
produzida pelo isolado LLH20.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019

E possivel verificar que a atividade da substancia peptidica produzida pelo
LLH20 contra L. monocytogenes manteve-se em 100% nas temperaturas 60, 80 e
100 °C até 30 min (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram relatados por Kaktcham et al. (2019), onde
verificaram que a nisina produzida pelos L. lactis subsp. lactis, isolados de Tilapia do
Nilo e camar@es, apresentaram termoestabilidade a 100 °C por 30 mim, contudo,
nas condicdes de autoclave 121°C/ 30 min, os autores relataram reducéo de 19% na
atividade antimicrobiana da nisina.

Resultados diferentes foram relatados por Hwanhlem et al. (2013), onde a
estabilidade da substancia peptidica produzida por L. lactis subsp. lactis diminuiu

pela metade ap6s 30 min a 100 °C.
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Tabela 5 - Efeito da acdo de agentes quimicos e pH(s) sobre a estabilidade da substancia peptidica
produzida pelo isolado LLH20.

Tratamentos

Agentes Quimicos %
Controle 100
SDS 1% 100
Glicerina 1 % 95
Acetona 1 % 85
Tween 80 1 % 75
Triton X-100 1 % 75
Uréia 1 % 75
NaCl 1 % 75
Alcool 1 % 75

pH

2,0 100
4,0 100
6,0 100
8,0 100
10,0 80
12,0 80

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
(%): Residual de atividade da substancia peptidica apds o tratamento.
Controle: SLC n&o submetido aos tratamentos.

A estabilidade da substancia peptidica a diferentes agentes quimicos é de
suma importancia do ponto de vista tecnoldgico e laboratorial. O composto quimico
como o alcool e o SDS séao utilizados nas etapas de purificacdo, identificacbes
moleculares e bioquimicas ou mesmo adicionados durante a formulacdo de
alimentos. A sensibilidade proteolitica a estes compostos quimicos podera interferir
na identificacdo e caracterizacdo e na aplicagdo em alimentos (JERONYMO-
CENEVIVA et al., 2014).

Observa-se na Tabela 5 que a substancia peptidica ndo perde sua atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes na presenca de 10 % de SDS. De acordo
com AHMAD et al., (2019), SDS, devido sua acdo detergente, pode potencializar a
atividade antimicrobiana das bacteriocinas, pois contribui na lise celular.

As substancias quimicas (Tabela 5) que mais influenciaram na atividade

antimicrobiana dos peptideos produzidos pelo LLH20 foram tween 80, triton X-100,
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uréia, NaCl e &lcool, com reducédo de 25% a atividade antilisterial comparado ao
controle negativo, sem adi¢cao das substancias quimicas.

Kaktcham et al. (2019), relataram que a substancia antimicrobiana né&o
perdeu sua atividade na presenca de 7 % de Nacl e 1,0 % de tween 80 e uréia.

A sustancia peptidica produzida pelo LLH20 apresenta estabilidade aos pHs
gue variaram entre acidos e alcalinos (Tabela 5). No entanto, nos pHs alcalinos
entre 10,0 e 12,0, houve reducdo de 20 % da atividade antilisterial da substancia
peptidica em relagdo ao pH neutro.

Resultado semelhante foi relatado por Kaktcham et al. (2019), onde
verificaram alta atividade antimicrobiana da nisina em pH entre 2,0 e 10,0, no
entanto acima de pH 10,0 perdeu a atividade.

A estabilidade térmica a 100°C por 30 min e a ampla faixa de pH,
especialmente pH acido e neutro da substancia peptidica produzida pelo LLH20
pode ser uma vantagem para uso potencial como bioconservadores em alimentos
(GROSU-TUDOR et al., 2014).

As bacteriocinas geralmente mantém sua atividade antimicrobiana em varios
valores de pH, no entanto exibem maior atividade inibitéria em pH baixo. Quando o
pH é reduzido, a solubilidade e a estabilidade das bacteriocinas tendem a aumentar
drasticamente, provavelmente devido a melhor penetracdo de &cidos organicos na
parede celular microbiana. Em contraste, condicdes de pH neutro e extremo alcalino
podem resultar em agregacédo de proteinas ou instabilidade do peptideo (SAELAO et
al., 2017).

Na figura 5, estdo apresentados os resultados da estabilidade da substancia
peptidica (%) produzido pelo LLH20 nas temperaturas de armazenamento -20, 4 e
23 °C, durante 180 dias.
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Figura 5 - Estabilidade da substancia peptidica (%) produzida pelo LLH20 durante 180 dias de
armazenamento a — 20 °C, 4 °C; e 23 °C.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

A substancia peptidica manteve-se a sua atividade em 100 %, nas
temperaturas de armazenamento -20, 4 e 23 °C, durante 105, 90 e 15 dias,
respectivamente. A atividade da substancia peptidica reduziu a 10 % e 30 %, nas
temperaturas de armazenamento de -20 e 4 °C em 180 dias, respectivamente.

A atividade antimicrobiana da substancia peptidica produzida pelo LLH20 foi
mais sensivel em temperatura de armazenamento de 23 °C, com reducédo de 50%
em 75 dias, perdendo totalmente a sua eficiéncia em 105 dias de armazenamento
(Figura 4).

Hwanhlem et al. (2013), avaliaram a atividade antimicrobiana de substancia
peptidica produzidas por L. lactis isolado de manguezais na Tailandia e obtiveram
resultados quanto a sua estabilidade que se manteve em 100 % nas temperaturas
de armazenamento de -20, 4 e 37 °C por 60, 52 e 14 dias, respectivamente.

Mojgani et al. (2009), relataram que a atividade bacteriocinogénica produzida
por duas espécies de Lactobacillus, isolados de azeitonas verdes no ird, teve
atividade antimicrobiana preservada durante 3 anos, quando armazenada a -20 °C.
No entanto, relatam atividade parcial (50 %), quando armazenada a 4 °C, por 120
dias.

Kaur et al. (2013), relatam que a bacteriocina produzida por Lactobacillus

fermentum isolado da microbiota vaginal humana, manteve sua estabilidade por um
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ano armazenada a -20 °C, e até cinco meses a 4 °C em estado liquido ou liofilizado.
Como observado neste estudo e dos autores citados, € nitido que a estabilidade da
substancia de origem peptidica (bacteriocina), € inversamente proporcional, ou seja,

a medida que a temperatura aumenta diminui a atividade da substancia.

5.5IDENTIFICACAO DOS GENES PRODUTORES DE LANTIBIOTICOS

O L. lactis pode sintetizar bacteriocinas da classe | chamados de lantibiéticos.
Os lantibidticos sao peptideos incomuns, gerados por mudangas pos-traducionais
resultando na formacdo de aminoacidos ndo padronizados, como a lantionina e
metilantionina (KUMARIYA et al., 2019). Estas mudancgas sao identificadas pela
presenca dos genes lanB e lanC, ou pelo gene lanM que condificam proteinas
(HYINK; BALAKRISHNAN; TAGG, 2005).

O isolado LLH20 ndo amplificou os fragmentos que variam entre 200 e 500 pb,
correspondente aos genes lanB, lanC e lanM, respectivamente, confirmando que o
peptideo ndo pertence a classe | (lantibioticos).

Resultados semelhantes foram relatados por Perin et al. (2012), dois isolados
de Lactococcus garvieae nao apresentaram os genes lanB, lanC e lanM para os
lantibidticos. No entanto, esses isolados foram positivos para a presenca de genes
gue codificam a nisina. Este resultado obtido por Perin confirma que h& variacdo nas
sequéncias dos genes que codificam os lantibiéticos, o qual o peptideo foi
sintetizado mesmo nao apresentando estes genes, isto devido as modificacdes pos-
traducionais (PERIN et al., 2012; WIRAWAN et al., 2006).

Outro aspecto importante € que os genes lanB e lanC estédo localizados no
mesmo operon, o que leva a crer, que quando had a presenca de um,
consequentemente a presenca do outro seria detectada (MCAULIFFE et al., 1998).
No entanto, Perin et al. (2012) e Wirawan et al., (2006), observaram que em
espécies de Streptococcus e Lactococcus ndo codificaram simultaneamente lanB
e lanC, o que demonstra que a amplificagdo de apenas um dos genes € suficiente
para considerar o isolado capaz de produzir lantibidticos (HYINK; BALAKRISHNAN;
TAGG, 2005; PERIN et al., 2012; WIRAWAN et al., 2006).

Em estudo de Perin e Nero (2014), onde nos 30 isolados de L. lactis e

Enterococcus foram identificados a presenca de pelo menos um dos genes lanB,
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lanC e lanM para lantibiticos, no entanto, nenhum apresentou simultaneamente os

trés genes.

5.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS BACTERIOCINAS

A nisina € uma bacteriocina que apresenta diversas variantes naturais, sendo
a nisina A, a primeira a ser descrita, existindo mais sete variantes. A diferenciagcéo
das variantes estd no tamanho da molécula e na sequéncia de amino&cidos
(FUSIEGER, 2019). A nisina A e Z sdo as que apresentam maior similaridade,
diferindo apenas em um aminoacido na estrutura, a histidina esta presente na nisina
A e asparagina na nisina Z (PIPER et al., 2011).

Como pode ser observado na Figura 6, o isolado LLH20 ndo amplificou a

regido esperada de 300 pb referente ao gene estrutural da nisina A.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% com produtos de PCR para identificacdo do gene de
nisina. M: marcador de peso molecular de 100 pb; N: controle negativo; P: controle positivo
Lactococcus lactis subsp. lactis DY13 (300 pb), e I: LLH20.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.
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De acordo com Ho et al., 2018, a nisina, bacteriocina pertencente a classe |
sdao bem caracterizadas quanto ao seu potencial antimicrobiano contra L.
monocytogenes. No entanto, Ribeiro et al. (2016), descrevem que outras
bacteriocinas pertencentes a classe lla exercam maior efeito inibitério contra L.

monocytogenes do que as bacteriocinas do grupo dos lantibidgticos.
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O isolado LLH20 ndo apresentou os genes referentes a sintese da lactococina

972, lacticina 3147 e lacticina 481 que correspondem as regides de 350 pb, 105 pb e

366 pb, respectivamente.

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com produtos de PCR para identificacdo dos genes
de Lacticina 481(C), M: marcador de peso molecular de 100 pb, N: controle negativo, P: controle
positivo e I: Isolado LLH20.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019

Resultado semelhante foi relatado por Ho et al. (2018) onde avaliaram 14
isolados de L. lactis com atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes e
nenhum apresentou 0s genes para lactococina 972 e lacticina 481. Biscola et al.
(2013), identificaram a presenca do gene da nisina e nenhum gene para lacticina
3147, lacticina 481e lactococcina 972 em L. lactis isolado de carne de charque.

As sequéncias genéticas para a producdo das bacteriocinas, nisina, lacticina
3147, lacticina 481, lactococcina 972 e lactococcinas A, B, M e GQ foram
pesquisadas em isolados de L. lactis de queijo lighvan por Attar e Colaboradores
(2018). Em 11 isolados foram identificados a presenca de pelo menos um dos genes
de nisina, lactococina A, B, M ou QG. No entanto, ndo foram identificados amplicons
para lacticina 3147, lacticina 481 e lactococcina 972.

Estudos evidenciam a presenca de mais de um gene responsavel para a
produgdo de bacteriocinas em um mesmo isolado (DAL BELLO et al.,, 2010;
KONDROTIENE et al., 2018; PISANO et al., 2015), onde encontram lactococina B e

nisina em isolados lacteos.
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5.7CARACTERISTICAS DE BIOSSEGURANCA DO ISOLADO LLH20

Para a utilizacdo de novos isolados de BAL em alimentos € necessario avaliar
a seguranca quanto a sensibilidade a antibidticos e a capacidade de ocasionar
danos ao hospedeiro.

O isolado LLH20 foi sensivel aos antimicrobianos ampicilina (10 ug), penicilina
(10 pg), vancomicina (30 ug) e tetraciclina (30 pg) de acordo com os padrbes
estabelecidos para Enterococcus pelo CLSI (2017). Resultados semelhantes foram
relatados por Saelao et al. (2017), onde o L. lactis isolado de camaréo fermentado
tailandés foi sensivel aos antibiéticos ampicilina, vancomicina e tetraciclina.

Outros autores (FLOREZ et al., 2007; ZYCKA-KRZESINSKA et al., 2015),
relatam a sensibilidade de L. lactis, de origem lactea, a eritromicina, cloranfenicol e
vancomicina, porém demonstraram resisténcia a clindamicina, tretraciclina e
estreptomicina.

Yerlikaya (2019), descreve a sensibilidade de 14 isolados de L. lactis
proveniente de leite e kefir aos antimicrobianos: ampicilina (10 ug) e penicilina (10
Mg), vancomicina (30 pg), destes um isolado apresentou resisténcia a tetraciclina (30
HMg).

O isolado LLH20 néo teve a capacidade de produzir as enzimas gelatinase e
DNAse.

A gelatinase é responsavel em hidrolisar gelatina, coldgeno, caseina, e
hemoglobina, podendo acarretar danos ao organismos do hospedeiro (COSTA,
2019). A enzima DNAse é capaz de degradar o &cido nucleico (DNA) das células,
permitindo, desta forma, o desenvolvimento de infecgdo no hospedeiro (ANACARSO
et al., 2017).

Observou-se que o isolado LLH20 produziu hemdlise incompleta,
caracterizada como a-hemdlise. Este € um resultado indica que o isolado néo
oferece risco a saude, tendo em vista, que as hemolisinas sdo agentes citotoxicos

que contribuem para o poder invasivo da bactéria (EATON; GASSON, 2001).
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Domingos-Lopes et al. (2017), relataram que em 144 isolados dos géneros
Enterococcus, Lactobacillus e Lactococcus, oriundos de queijo artesanal do Pico, na
regido de Acores Portugal, foram negativos para a producdo de Dnase. No entanto,
47 % foram positivos para gelatinase e 3,5 % para a producdo da enzima (-
hemolisina.

Moreno et al. (2018), em seu estudo com isolado L. lactis subsp. hordniae
nao identificou a presenca dos fatores de viruléncia hemolisina e gelatinase.
5.8PERFIL TECNOLOGICO DO ISOLADO LLH20

5.8.1 Capacidade de formacéao de coagulo e acidificacéo

A fermentacao lactea consiste na coagulacéo do leite pela acdo fermentativa
das BAL. Tais bactérias, promovem a acidificacdo do leite e consequentemente, a
desestabilizacdo das micelas de caseina a partir da producédo de acido de latico e
outros 4cidos organicos (LUCEY; JOHNSON; HORNE, 2003).

O isolado LLH20 demonstrou capacidade de lactofermentacdo, o qual
produziu coagulo uniforme no leite como pode ser visualizado na Figura 8.

Resultado semelhante foi descrito por Texeira; Paulo; Mamédio (2016), onde
dos trés isolados do género Lactobacillus provenientes de casca do abacaxi, apenas
um produziu coagulo uniforme, ou seja, apresentou boa capacidade de
lactofermentacéo.

Fusieger (2019), em estudo com 23 L. lactis subp. lactis isolados de diferentes
ambientes, apenas sete isolados obtiveram a caracteristica de coagulo uniforme,

como observado neste estudo.
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Figura 6 — Capacidade de formacéo de coagulo, onde A: coagulo uniforme formado pelo LLH20 em
leite apds 24 horas; B: controle negativo, leite sem a inoculagéo do isolado.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

A capacidade de acidificacdo € classificada como alta quando o micro-
organismo produz acidos organicos e diminui o pH em mais de 2,00 unidades em 24
horas (PSONI et al., 2007). O isolado LLH20 apresentou alta capacidade de
acidificacdo, com reducao de 2,18 unidades em 24 horas.

A atividade acidificante é uma caracteristica importante para a selecdo de
isolados de BAL para utilizacdo na fermentacao lactea. As BAL com producdo rapida
de acidos sdo comumente usadas como culturas iniciais, enquanto os produtores de
acido pobres podem ser usados como culturas adjuntas (HO et al., 2018).

Kondrotiene et al., (2018), avaliaram oito isolados de L. lactis produtores de
nisina, destes, um isolado mostrou elevada atividade acidificante, diminuindo o pH
inicial do leite em 2,39 unidades apés 24 horas. Enquanto que outras espécies de
BAL reduziram o pH inicial entre 1,3 e 1,94 unidades. Ja no estudo de Moreno et al.
(2018), isolados de L. lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp. hordniae, provenientes

de leite e carne, respectivamente, apresentaram baixa capacidade acidificante.
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5.8.2 Atividade Lipolitica

O isolado LLH20 n&o apresentou capacidade para a producdo de enzimas
lipoliticas. As enzimas lipoliticas sdo responséaveis pela hidrolise dos lipidios e
producdo de substancias responsaveis pelo odor indesejavel em lacteos
(YERLIKAYA, 2019).

Resultados semelhante foi descrito por Kondrotiene et al. (2018), onde
nenhum dos 12 isolados de L. lactis provenientes de trigo, leite de cabra e vaca

apresentaram atividade lipolitica.

5.8.3 Atividade Proteolitica

Na Figura 9, pode-se verificar que o isolado LLH20 apresentou alta atividade
proteolitica, com a producdo de halos de 20 mm.

A protedlise consiste no processo bioquimico que ocorrem durante a
maturacdo de diferentes alimentos fermentados, contribuindo para a formagéo do
flavour (TULINI et al., 2016). A principal contribuicdo das BAL para o flavour, atribui-
se ao acido latico e aos compostos volateis produzidos a partir da fermentacéo de
carboidratos (LEROY; VERLUYTEN; DE VUYST, 2006).

Kondrotiene et al., (2018), identificaram atividade proteolitica em trés isolados
de L. lactis, oriundos da microbiota de trigo, leite de cabra e vaca.

Resultados diferentes foram descritos por Pisano et al. (2015), identificaram a
atividade proteolitica em dez isolados de leite de ovelha, cabra e queijo,

pertencentes a espécie L. lactis.
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Figura 7 - Atividade proteolitica de LLH20, em meio PCA enriquecido com LDR 10 %(B). A- Controle
negativo com MRS; B- crescimento do isolado e consumo.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019

5.8.4 Crescimento em diferentes pH

O isolado LLH20 cresceu nas faixas de pH entre 2,0 e 13,0, apresentou bom
desempenho no seu crescimento, tanto nos pHs &cidos, como em alcalinos (Figura
10). Do ponto de vista tecnoldgico, esta capacidade de multiplicacdo em diferentes
pHs, reflete em potenciais aplicacdes do isolado em alimentos dos mais variados
pHSs.

Os géneros Enterococcus spp. e Lactococcus spp., S4o, em sua maioria, mais
resistentes a pHs acidos do que outros géneros de BAL, como Lactobacillus spp.
(TODOROV; FRANCO, 2018).
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Figura 8 - Efeito dos pHs 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 9,0, 11,0, 13,0 na multiplicacdo do LLH20 em caldo
MRS nos tempos zero (logo apés inoculagéo), 12 e 24 horas de incubacéo a 37 °C.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019

Moreno et al. (2018), relataram que dois isolados de Lactobacillus plantarum,
apresentaram taxas de sobrevivéncia de 97 %. Enquanto que em isolados de L.
lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp. hordniae a taxa de sobrevivéncia foi de 74%.

Todorov e Franco (2018), relatam que L. lactis subsp. lactis isolado de rucula

nao se multiplicou em caldo MRS nos pHs 3,0; 4,0 e 13,0.

5.9APLICACAO DO ISOLADO DE LLH20 E DA SUBSTANCIA PEPTIDICA COMO
BIOCONSERVANTE EM ALFACE (Lactuca sativa) VARIEDADE CRESPA
MINIMAMENTE PROCESSADA

O tratamento controle (T1), alface apenas sanitizada com hipoclorito de sodio
200 ppm, néo apresentou crescimento de L. monocytogenes ao longo dos 7 dias de
armazenamento a 4 °C (Figura 11). No entanto, o crescimento das BAL foi
observado com contagens que variaram de < 2,00 log UFC.g™ a 3,16 log UFC.g™* no

tempo zero e sétimo dia de armazenamento a 4 °C, respectivamente.
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Vale ressaltar, que a alface possui em sua microbiota natural BAL assim
COmo micro-organismos de outros grupos, e que o processo de sanitizacao visa
reduzir a carga microbiana presente na mesma, nao sendo possivel a utilizacdo de
métodos de esterilizacdo, considerando que a estrutura fisiolégica desta matriz
alimentar pode ser comprometida.

Na Figura 11, verifica-se que a L. monocytogenes (T2), se adaptou a
superficie da alface minimamente processada e aumentou 2,78 log UFC.g™ durante
os 7 dias de armazenamento a 4 °C. Este aumento nas contagens de L.
monocytogenes durante o armazenamento era esperado, haja vista que o micro-
organismo é psicotréfico (GANDHI; CHIKINDAS, 2007).

Figura 11 - Efeito da cultura e dos peptideos produzidos pelo LLH20 bem como da nisina contra L.
monocytogenes, em alface minimamente processada e armazenada a 4 °C por 7 dias. Os
tratamentos correspondem: T1 - Controle Negativo (alface higienizada); T2 — Controle positivo
(crescimento de L. monocytogenes); T4 - crescimento de L. monocytogenes tratada com LLH20; T5-
crescimento de L. monocytogenes tratada com SLC; T6 - crescimento de L. monocytogenes tratada
com nisina; T7- Crescimento de L. monocytogenes tratada com SLC + nisina.

9,00 -

8,00 1

0 1 2 3 4 5 6 7
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

O isolado LLH20 (tratamento T3), foi inoculado na alface minimamente
processada na concentracdo de 7,58 log UFC.g™ e passou a 8,66 log UFC.g™ no
sétimo dia de armazenamento a 4 °C (dado ndo apresentado na figura) (Apéndice 2).

Houve diferenca estatistica (p>0,05) em todos os tempos avaliados. Este aumento
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na concentracdo do isolado LLH20 na alface pode ser explicado, devido ao micro-
organismo estar adaptado a esta matriz alimentar, haja vista que foi obtido de alface.

Estudos afirmam que as BAL naturalmente encontradas em vegetais,
possuem atividade inibitoria contra muitos patégenos de origem alimentar (COSTA;
VANETTI; PUSCHMANN, 2009; OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2015).

Quando a alface foi submetida ao tratamento T4, adicdo de 7,58 log UFC.g *
de LLH20, no tempo zero e sétimo dia de armazenamento, as médias de contagens
de L. monocytogenes foram 3,81 e 3,70 log UFC.g*, respectivamente, ndo
apresentando diferenca significativa entre elas (p<0,05). No entanto, quando se
comparou o tratamento 4 ao controle (T2), notou-se uma reducdo significativa
(p>0,05), de 3,15 log UFC.g * nas contagens de L. monocytogenes. Com este
resultado podemos inferir que o isolado LLH20, possui atividade bacterioestatica
contra L. monocytogenes.

Resultados inferiores foram observados por Mcmanamon et al., (2019), onde
avaliaram a capacidade da nisina e do L. lactis em inibir o crescimento de L.
monocytogenes em alface iceberg e verificaram, em relacdo ao controle (L.
monocytogenes), uma reducéo significativa de 1,3 log UFC.g™, nos tratamentos com
nisina, enquanto que no tratamento com L. lactis, a redug&o néo foi significativa.

Siroli et al., (2017), analisaram o efeito do 6leo essencial de tomilho e L. lactis
na microbiota natural da alface cordeiro minimamente processada, armazenada a
6 °C por 12 dias e constataram que a reducao da microbiota natural da hortalica ndo
mostrou-se significativa, tanto para os tratamentos de L. lactis com ou sem
associacao de 6leo de tomilho.

Observa-se (Figura 11), que para todos os tratamentos no tempo zero, apés
uma hora de contato das substancias com a L. monocytogenes na alface, houve
reducdo significativa (p>0,05) de 0,31 log UFC.g* nas contagens de L.
monocytogenes em relagdo ao controle (T2).

Para os resultados do T5, L. monocytogenes tratada com a substancia
peptidica, as contagens dos tempos zero e dois dias de armazenamento, nao
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05), com valores de 3,76 e 3,94 log UFC.g™,
respectivamente. No entanto, no quinto dia, o crescimento de L. monocytogenes
aumentou 0,63 log UFC.g™, chegando ao sétimo dia com 5,22 log UFC.g™*, ambas
estatisticamente diferentes entre si e ao controle (p>0,05). Este resultado mostra que
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esta substancia possui capacidade bacteriostatica, ou seja, inibe o desenvolvimento
microbiano, porém, ndo elimina completamente a bactéria (BALI et al., 2016).

A L. monocytogenes em alface tratada com nisina (T6), apresentou contagem
de 3,78 log UFC.g" no tempo zero. No segundo dia de armazenamento, as
contagens de L. monocytogenes foi de < 2,00 log UFC.g™. Entretanto, o micro-
organismo retomou seu crescimento a partir do quinto dia (3,25 log UFC.g ™),
atingindo no sétimo dia de armazenamento contagens de L. monocytogenes de 3,21
log UFC.g * (Figura 11). Em comparacdo com o tempo zero, 0s tempos cinco e sete
dias, apresentaram uma reducédo média significativa (p>0,05) de 0,55 log UFC.g ™.

Na Figura 11, pode-se visualizar as contagens de L. monocytogenes em
alfaces submetidas aos tratamentos com a substancia peptidica produzida pelo
LLH20 e a solucao de nisina (T7). Houve reducao significativa (p>0,05) de 1,61 log
UFC.g™* do micro-organismo no segundo dia de armazenamento em relacdo ao
tempo zero (3,74 log UFC.g™") (Apéndice 2). A partir do quinto de armazenamento,
as contagens de L. monocytogenes na alface foram de < 2,00 log UFC.g.

Embora todos os tratamentos, sejam eles com a suspensdo de células do
LLH20 ou com as substancias antimicrobianas, tenham apresentado reducéo
significativa nas contagens de L. monocytogenes, quando comparado ao T2
(controle), o tratamento T7 (associacdo do SLC e nisina) foi o mais eficiente. Fato
este que pode ser justificado pela utilizagdo de duas substancias associadas que
podem potencializar a atividade antimicrobiana (BOELTER; BRANDELLI, 2016; WU
et al., 2016).
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CONCLUSOES

O isolado revelou capacidade antimicrobiana de natureza peptidica contra L.
monocytogenes. No entanto, ndo apresentou genes para sintese de
lantibioticos e para as s bacteriocinas nisina, lactococcina 972, lacticina 3147
e lacticina 481. Acredita-se que o LLH20 produz uma nova bacteriocina,
pertencente a classe II;

A producdo maxima da substancia peptidica foi obtida em 14 horas de
crescimento do LLH20 nas concentracfes de 1,25 % de glicose e pH 7,0;

A substancia peptidica produzida pelo LLH20 apresentou termoestalilidade,
estabilidade a presenca dos agentes quimicos e pH entre 2,0 e 8,0.

Quanto as temperaturas de armazenamento, a substancia peptidica manteve-
se com atividade residual de 100 % durante 105, 90 e 15 dias a -20, 4 e 23 °C,
respectivamente. Sugere-se, 0 congelamento uma alternativa de prolongar a
atividade da substancia peptidica.

Na avaliacdo da biosseguranca, o isolado apresentou susceptibilidade aos
antimicrobianos clinicos bem como ndo produziu as enzimas gelatinase,
DNAse e as hemolisinas. Estes resultados indicam que o isolado nao
apresenta riscos a saude.

O LLH20 apresentou capacidade de lactofermentacéo, acidificacdo, potencial
proteolitico e capacidade de se multiplicar em diferentes pHs. Estes
resultados mostram a viabilidade da aplicacdo do isolado como cultura
iniciadora em vérios alimentos.

O isolado e a substancia peptidica produzida pelo LLH20 podem ser
utilizados na bioconservacdo de alface minimamente processada contra L.
monocytogenes.

O isolado e a substancia peptidica produzida pelo LLH20 apresentam,
atividade antilisterial bacteriostatica.
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APENDICE 1 — Cinética de crescimento do isolado LLH20. Produc&o de substancia

antimicrobiana de origem peptidica (mm); Log UFC.mL'l; e valor de pH em caldo MRS a
30°C por 24h.

95

Tempo Atividade
Log UFC.g * pH antimicrobiana (mm)
0 6,16 + 0,02 6,35+ 0,022 0,00 + 0,00 ©
2 7,09+0,12° 6,36 £ 0,052 0,00 + 0,00 ©
4 8,23+0,12° 6,31 +0,04° 0,00 + 0,00 ©
6 8,19 + 0,02 ¢ 5,93+0,01° 16,25+ 0,35 ¢
8 9,33+0,14 " 5,51 +0,04°¢ 17,25+ 0,35
10 9,57+0,12 % 5,16 + 0,00 ° 17,50+ 0,71
12 9,80+0,142 5,02 +0,03° 18,00 + 0,71 ™
14 9,44 +0,01 ™ 4,91+0,01" 19,75+ 0,352
16 9,58+0,11 % 4,89+0,01' 19,25 +0,352
18 9,35+ 0,01 4,82+0,01' 18,75+ 0,35 *
20 9,43 + 0,05 ™ 4,72 £0,01° 19,75 + 0,35
22 9,19+ 0,02° 4,62+0,01" 19,75+0,352
24 9,38 £ 0,00 ™ 4,52+0,01' 19,50+ 0,71 %

Fonte: elaborado pelo autor (2019). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si, mindscula na coluna, pelo teste de Tukey (p>0,05).
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APENDICE 2- Efeito da substancia peptidica produzida por LLH20 e do micro-organismo (LLH20), e da nisina contra L. monocytogenes em alface
minimamente processada e armazenada a 4 °E2 por 7 dias. Os tratamentos correspondem: T1 - controle (alface apenas higienizada em hipoclorito); T2 -

crescimento de L. monocytogenes (Log UFC.g ); T4 crescimento de L. monocytogenes (Log UFC.g ) tratada com L lactis subsp. hordniae; T5 crescimento
de L. monocytogenes (Log UFC.g ) tratada com SLC (5 mL); T6 - crescimento de L. monocytogenes (Log UFC.g ) tratada com nisina com (2,5 pg/ L); T7
crescimento de L. monocytogenes (Log UFC.g ) tratada com SLC (5 mL) + nisina com (2,5 uL/ L).

T2 T5
Trata-
L. L. L.
mentos BAL L. monocytogenes BAL BAL BAL
monocytogenes monocytogenes monocytogenes

T1 <2,00 + 0,01% <2,00 + 0,01%¢ 2,33+ 0,07® <2,00 + 0,01%¢ 2,96 + 0,06™ <2,00 + 0,01% 3,16 + 0,05°°  <2,00 + 0,01%
T2 - 4,07 + 0,06 - 4,64 + 0,08 - 6,32 + 0,28™ - 6,85 + 0,09*
T3 7,58 + 0,08™ - 7,93+ 0,04 A - 8,25 + 0,10" - 8,66 + 0,10*" -
T4 7,64 + 0,20 3,81 + 0,06%° 7,89 + 0,04%* 3,67 +0,12% 8,10 + 0,08* 3,64 + 0,06 8,20 + 0,12% 3,70 + 0,09%
T5 - 3,76+ 0,09 - 3,94 +0,19%® - 4,39 + 0,148 - 5,22 +0,10%®
T6 - 3,78 +0,11% - <2,00 + 0,01°¢ - 3,25 0,05"° - 3,21 0,07°°
T7 - 3,74 +0,16%° - 213 +0,15 "¢ - <2,00 + 0,00°F - <2,00 + 0,01

Fonte: Elaborado pelo autor (2019). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na linha, pelo
teste de Tukey (p>0,05).

(-) N&o se aplica.



