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RESUMO

LEANDRO, Eliana dos Santos, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2013. Diversidade e resisténcia ao processo de liofilizacio de estirpes de
Lactococcus lactis de ecossistemas distintos. Orientadora: Célia Alencar de Moraes.
Coorientadores: Antonio Fernandes de Carvalho, Poliane Alfenas Zerbini e Arnaldo
Chaer Borges.

O processo de liofilizacdo € o método mais utilizado na conservagdo da
viabilidade de bactérias do 4cido lactico. Entretanto, a viabilidade de muitas estirpes €
comprometida apds o processo de liofilizagdo. Assim, para investigar se estirpes de
Lactococcus lactis isoladas em ecossistemas ndo lacteos sdo mais tolerantes que as de
ambiente l4cteo, ao processo de liofilizacdo, primeiramente foi investigada a
diversidade de estirpes de L. lactis em diferentes ecossistemas, e a possibilidade de
isolar essas estirpes. A deteccao de estirpes de L. lactis pela técnica de eletroforese em
gel com gradiente desnaturante (DGGE) foi observada em todas as amostras analisadas.
Entretanto, o isolamento dessas estirpes s6 foi possivel nas amostras de leite de vaca da
raca Holandesa, de bufala, e de cabra e em silagens de capim-braquiaria e de amendoim
forrageiro. Dentre as estirpes isoladas, a estirpe isolada de leite de bufala (LBU. 1) foi
detectada pela técnica de citometria de fluxo e também pelo método de contagem em
placa, como sendo a estirpe mais tolerante ao processo de liofilizacdo. Ja a estirpe de L.
lactis isolada de leite de vaca (LVA. 2) foi a mais sensivel ao processo de liofilizac3o.
Pelo fato da estirpe de L. lactis LVA. 2 ser a mais sensivel ao processo de liofilizacdo, e
também por acumular mais glutationa reduzida (GSH) do que as outras estirpes, essa
cultura foi selecionada para estudar a influéncia das condicdes de cultivo no acimulo de
GSH, expressao do gene gshR e na resisténcia ao processo de liofilizacdo. O acimulo de
glutationa por L. lactis LVA. 2 ndo confere prote¢ao aparente as células apds o processo
de liofilizag@o. As condi¢des de cultivo avaliadas (cultivo aerdbio estdtico, aerébio com
agitacdo, meio anaerdbio e aerdbio estitico com adi¢do de NaCl) permitiram acimulo
acentuado de GSH em relacdo ao cultivo aerdbio estético, que € a condicao de cultivo
comumente empregada para L. lactis. A expressdo do gene gshR, exceto no cultivo com
a adicao de NaCl, foi consistente com as condi¢gdes de cultivo. Entretanto, o cultivo com
a adicdo de NaCl foi a condi¢do que conferiu maior protecdo as células apds a
liofilizagdo. Um estudo mais minucioso deverd ser realizado para verificar como

realmente GSH atua em L. lactis LVA. 2.



ABSTRACT

LEANDRO, Eliana dos Santos, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2013. Diversity and resistance to lyophilization process of strains of Lactococcus
lactis distinct ecosystems. Adviser: Célia Alencar de Moraes. Co-Advisers: Antonio
Fernandes de Carvalho, Poliane Alfenas Zerbini and Arnaldo Chaer Borges.

The lyophilization process is the method used to preserve viability of lactic acid
bacteria. However, the viability of many strains is compromised after the lyophilization
process. Therefore, to investigate if strains of Lactococcus lactis isolated from non-
dairy ecosystems are more tolerant than the dairy environment, to the lyophilization
process, we first investigated the diversity of strains of L. lactis in different ecosystems,
and the ability to isolate these strains. The detection of strains of L. lactis by denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) was observed in all samples. However, isolation of
these strains was possible only in milk samples from Holstein cows, female buffalo
milk, goat milk and grass and forage peanut silage. Among the isolated strains, the
strain isolated from female buffalo milk (LBU. 1) was detected by flow cytometry and
also by plate counting method, as being the most tolerant strain lyophilization process.
In contrast, the strain of L. lactis isolated from cow milk (LVA. 2) was the most
sensitive to lyophilization. Because the strain of L. lactis LVA. 2 was more sensitive to
lyophilization process and also accumulated more reduced glutathione (GSH) than the
other strains, this culture has been selected to study the influence of culture conditions
on the accumulation of GSH, gene expression gshR and resistance to the lyophilization
process. The accumulation of glutathione by L. lactis LVA. 2 does not protects
apparently cells after lyophilization. Growing conditions evaluated (static aerobic,
aerobic with agitation, anaerobic and aerobic static with added NaCl) allowed an
accentuated accumulation of GSH compared to static aerobic, which is the cultivation
condition commonly used to L. lactis. 2. Expression of gene gshR, except in cultivation
with addition of NaCl, was consistent with the growing conditions. However,
cultivation with addition of NaCl was the condition that conferred greater protection to
cells after lyophilization. A more detailed study should be conducted to see how exactly

GSH acts on L. lactis LVA. 2.



INTRODUCAO GERAL

A busca de novas estirpes de Lactococcus lactis em ecossistemas nao lacteo tem
sido visto por muitos pesquisadores como uma alternativa para producdo de queijos
com sabores diferenciados dos ja existentes. As estirpes de L. lactis isoladas de plantas
produzem compostos associados ao flavor diferenciados das estirpes isoladas de leite, e,
além disso, demonstram ser mais resistentes a condigdes de estresse osmotico,
ocasionado pela adicdo de NaCl, e também mais resistentes a condi¢des &cidas.
Entretanto, ainda ndo foi avaliado se as estirpes de L. lactis isoladas de ambiente nao
lacteo sao mais resistentes ao processo de liofilizacao.

Algumas estirpes de L. lactis apresentam mecanismos de defesa que podem
proteger as células dos danos ocasionados pelo processo de liofilizagdo. A capacidade
de transportar o tripeptideo glutationa (GSH) na forma reduzida tem sido observada em
algumas estirpes de L. lactis, e o seu papel funcional, na sobrevivéncia das células, foi
constatado quando essas estirpes sdo expostas a condicdes de estresse oxidativo, dcido e
osmoético. Além da capacidade de acumular GSH, algumas estirpes de L. lactis
apresentam a enzima glutationa redutase (gshR), que tem o papel de manter a
concentracdo de GSH alta na célula para que o equilibrio redox na célula seja
alcancado. Entretanto, o papel funcional de GSH em L. lactis ainda ndo foi avaliado
apos o processo de liofilizagdo.

Assim, diante do exposto este trabalho teve como finalidade investigar a
diversidade e a resisténcia ao processo de liofilizacdo de estirpes de L. lactis de
ecossistemas distintos. Para alcancar esses objetivos, no capitulo 2 foi avaliada a
diversidade de estirpes de L. lactis em diferentes ecossistemas, e também foi realizado o
isolamento dessa espécie nos diferentes ecossistemas selecionados. No capitulo 3, foi
investigado se as estirpes de ambiente ndo licteo sdo mais tolerantes ao processo de
liofilizacdo do que as estirpes isoladas de ambientes lacteo. J4 no capitulo 4, foi
avaliado se GSH exerce protecao em L. lactis LVA. 2 apds o processo de liofilizagdo, e
também foi avaliado o efeito de diferentes condi¢des de cultivo no acimulo de GSH, na

expressao do gene gshR e na resisténcia apos o processo de liofilizacao.
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Capitulo 1 - Lactococcus lactis: Diversidade e funcionalidade de glutationa em

condicoes de estresse

O género Lactococcus compde-se de bactérias do acido lactico (BAL) gram-
positivas, catalase negativa que apresentam genoma pequeno, em torno de
aproximadamente 2.345 + 5kb, contendo em média 35,4 % do conteido G+C (Teuber
& Geis, 2006). Este género € classificado em sete espécies, Lactococcus lactis, L.
garvieae, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis, L. chungangensis e L. fujiensis,
sendo que a espécie L. lactis apresenta trés subespécies (cremoris, lactis e hordniae) e
uma biovariedade formadora de diacetil (L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis)
(Wright, 2012). Dentre essas espécies, L. lactis se destaca pela sua importancia
tecnoldgica, onde ambas as subespécies lactis e cremoris sdo utilizadas como culturas
starter na producdo de vdarios tipos de queijos pela industria de laticinios, e sdo
responsaveis pela qualidade, seguranga microbiologica e vida de prateleira destes
produtos (Mayo et al., 2010).

O critério utilizado para a selecdo de estirpes de L. lactis para utilizacdo como
culturas starter na producdo de queijo tem sido a capacidade de converter de forma
rapida a lactose do leite em 4cido l4ctico, causando assim um rapido decréscimo no pH
do leite. Além dessa caracteristica, é importante que as estirpes de L. lactis utilizadas
industrialmente na producdo de queijo sejam tolerantes aos métodos de conservacio de
cultura (congelamento ou liofilizacdo), de modo a nao afetar a sua viabilidade e
consequentemente a sua atividade de acidificacdo em leite (Leroy & De Vuyst, 2004).

A liofilizacdo € o processo convencional de desidratacdo de BAL onde as
culturas sdao congeladas, e em seguida desidratadas pela retirada de dgua livre e também
da 4gua ligada as macromoléculas. Durante a etapa de desidratacdo as células sao
expostas a condi¢des de estresse osmatico e oxidativo, que devido a remogao de dgua,
ocorre um comprometimento com a osmoregulacdo da célula e também com a
estabilidade de proteinas, DNA, RNA e dos lipideos da membrana (Santivarangkna et
al.,, 2007; Santivarangkna et al., 2008; Meng et al., 2008). Embora o objetivo do
processo de liofilizagdo seja aumentar a estabilidade das BAL durante o periodo de
estocagem, a sensibilidade as condicdes do processo acaba afetando a sua viabilidade.
Para proteger dos danos ocasionados pelo processo de liofilizagdo, substancias

crioprotetoras sdo adicionadas a suspensdo de células, no entanto, alta taxa de
3



sobrevivéncia apds o processo de liofilizagdo e durante o periodo de estocagem nao ¢é
alcancada em muitos micro-organismos somente com o uso de substancias
crioprotetoras (Morgan et al., 2006).

Atualmente, estudos realizados por varios pesquisadores tém demonstrado que a
selecdo de ecossistemas nao lacteos tem favorecido a sele¢do de estirpes de L. lactis
com capacidade de formar compostos diferenciados associados ao flavor e produgdo de
antimicrobianos. Além disso, estirpes de L. lactis isoladas de vegetais tem demonstrado
serem mais tolerantes a condicdes de estresse osmotico, ocasionado pela presenca de
NaCl, e também a condicdes acidas (Vlieg et al., 2006). Entretanto, nenhum estudo
ainda avaliou se existe relacdo entre a fonte de isolamento do micro-organismo com a
resisténcia ao processo de liofilizagao.

O conhecimento da diversidade de comunidades microbianas em amostras de
leite, queijo, silagem e do trato intestinal de peixe expandiu-se com a aplica¢do das
técnicas que ndo dependem de cultivo. Técnicas moleculares como DGGE (Eletroforese
em Gel com Gradiente Desnaturante) e bibliotecas metagendmicas sio técnicas que nao
dependem de cultivo e que tem sido muito utilizadas, em estudos preliminares, para a
bioprospeccao de micro-organismos de interesse (Quigley et al., 2011).

A diversidade de comunidades microbianas em leite tem sido avaliada pela
técnica de DGGE (Quigley et al., 2011). O sequenciamento das bandas do gel de DGGE
tem confirmado a presencga de L. lactis em leite de vaca (Raats et al., 2011), cabra e de
ovelha (Casalta et al., 2009). L. lactis é considerada uma espécie abundante em leite in
natura, entretanto sob condi¢des de refrigeracdo a comunidade microbiana do leite pode
ser alterada, levando ao decréscimo da populacdo de L. lactis (Raats et al., 2011).

Queijos elaborados com leite in natura de vaca (Raats et al., 2011), cabra e de
ovelha (Casalta et al., 2009) sdo avaliados quanto a diversidade e dinamica das
comunidades microbianas nos diferentes estdgios de processamento. A andlise de
queijos no final do periodo de maturacio por PCR-DGGE tem demonstrado que L.
lactis permanece dominante até o final da maturacdo (Casalta et al., 2009), entretanto
ndo é detectado diretamente por isolamento em dgar (Martin-Platero et al., 2009) . Isso
se deve a susceptibilidade de L. lactis as condi¢des ambientais formadas pela microbiota
presente no queijo como, por exemplo, producdo de acido acético por lactobacilli

heterofermentativos, o qual podem matar os lactococci ou criar uma condi¢cdo que



permita entrar em estado vidvel, porém nao cultivavel (VNC) (Martin-Platero et al.,
2008).

Em queijo elaborado com leite de ovelha in natura foi constato a presenca de
estirpes de L. lactis com alto potencial para serem utilizadas como culturas starters na
producdo de queijos. Caracteristicas como, atividade de coagulacdo do leite, atividade
proteolitica, resisténcia a fagos foram observadas (Feutry et al., 2012). Em leite de égua
foram identificadas duas estirpes de L. lactis com capacidade de produzir flavor e com
grande tolerancia a condicoes de estresse (Bendimerad et al., 2012).

A técnica de PCR-DGGE tem sido utilizada para acompanhar a sucessdao de
bactérias do dcido lactico durante o periodo de ensilagem de forragens (Dolci et al.,
2011). Em silagem de capim (Chloris gayana Kunth) nao foi possivel pelos métodos
convencionais de cultivo, isolar estirpes de L. lactis. Apenas na graminea fresca foi
possivel isolar essa espécie pelos métodos convencionais de cultivo. Entretanto, pela
andlise do perfil de DGGE e sequenciamento das bandas, L. lactis é detectado em
silagens com 15, 30 e 90 dias de estocagem (Parvin & Nishino, 2010). A
susceptibilidade de L. lactis 4s condi¢des ambientais presentes durante a ensilagem faz
com que seja substituida por estirpes de Lactobacillus tolerantes a essas condicdes
(MCdonald et al., 1991).

As estirpes de L. lactis isoladas de plantas t€ém demonstrado caracteristicas
genéticas similares as estirpes isoladas de leite de vaca, entretanto apresentam
caracteristicas fenotipicas adicionais, tais como, habilidade de fermentar muitos tipos de
carboidratos, e tolerdncia a condi¢des de estresse (por exemplo, alta concentracdo de
NaCl) (Nomura et al., 2006). As estirpes de L. lactis isoladas de leite e culturas starter
utilizadas industrialmente desempenham melhor a fermentacdo da lactose, atividade de
coagulacao e atividade proteolitica do que estirpes de L. lactis isoladas de vegetal. No
entanto, as estirpes de L. lactis de vegetais sdo capazes de produzir compostos de aroma
bastante acentuados (Gutiérrez-Méndez, et al., 2008; 2010). No entanto, ainda nio é
clara a relacdo existente entre a fonte de isolamento e habilidade de producdo de aroma
(Gutiérrez-Méndez, et al., 2008).

A microbiota intestinal do peixe Salmon (Salmo salar L.) foi avaliado pela
técnica de DGGE, e a presenca de L. lactis foi identificada (Hovda et al., 2012). Estirpes

de L. lactis tem sido isoladas do trato intestinal do peixe Coastal (Itoi et al., 2008),



Clarias gariepinus (African catfish), e dos peixes sardinha Sardina pilchardus e Boops
boops (Sahnouni et al., 2012).

Estirpes de L. lactis isoladas do intestino dos peixes Sardina pilchardus € Boops
boops apresentam caracteristicas desejdveis para aplicacio em alimentos, como,
atividade antagonista contra alguns micro-organismos indicadores (Staphylococcus
aures ATCC25923; Escherichia coli ATCC25922; Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853; Klebsiella pneumoniae; Bacillus cereus; Salmonella e Enterococcus
faecalis), atividade de acidificacdo em leite, atividade proteolitica e sensibilidade a
alguns antibidticos (cloranfenicol, tetraciclina, amicacina e rifamicina). Entretanto, a
maioria das estirpes de L. lactis produzem aminas biogénicas, exceto L. lactis
diacetylactis BL10. (Sahnouni et al., 2012). A presenca de aminas biogénicas, em alta
concentracdo em alimentos, tem sido associada com efeito toxico, € por isso estirpes
produtoras de aminas biogénicas sdo indesejdveis em alimentos (Suzzi & Gardini,
2003).

A presenca de genes envolvidos em mecanismos de prote¢do a condi¢des de
estresse dcido, osmoético, oxidativo e pelo decréscimo ou aumento de temperatura ja
foram constatados em L. lactis (Sanders et al., 1999). Atualmente, a presenca de genes
envolvidos no metabolismo de glutationa, e também a capacidade de importar a
glutationa do meio extracelular para o meio intracelular da célula tem sido um
mecanismo novo de protecdo a varias condicdes de estresse que € estudado em L. lactis.

A glutationa € um tripeptideo que se encontra presente em eucariotos, bactérias
gram- negativas e em menor proporcdo em bactérias gram-positivas (Copley & Dhillon,
2002; Fahey et al., 1978). A glutationa é formada por trés aminodcidos, glutamato,
cisteina e glicina. As enzimas/genes que fazem parte do sistema glutationa sdo a y-
glutamilcisteina sintetase (gshA), glutationa sintetase (gshB), glutationa redutase
(gshR/gor) e glutationa peroxidade (gpo). A biossintese de GSH envolve a formacgdo de
uma ligacdo peptidica entre glutamato e cisteina que € catalizada pela y-glutamilcisteina
sintetase (GshA), e outra ligacdo peptidica é formada entre y-Glu-Cys e glicina que €
catalizada por glutationa sintetase (GshB) (Copley & Dhillon, 2002). Muitos
organismos podem importar a glutationa presente no meio extracelular e utilizar em
vérias reacOes celulares. A importacdo de glutationa em procariotos € realizada pelo
transportador CydDC, que é composto por duas subunidades (CydC e CydD) (Pittman
et al., 2005).



A glutationa exerce varias funcdes no sistema bioldgico, como por exemplo,
como agente antioxidante, no aumento das fun¢des imunoldégicas e atividade de
detoxificacdo celular (Wu et al., 2004). Muitas das funcdes da glutationa sdo alcancadas
pela conversao da glutationa reduzida (GSH) em glutationa na forma oxidada (GSSG),
que acontece devido a atuacdo da enzima glutationa peroxidade. A glutationa redutase
atua neste sistema regenerando a forma oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH)
para manter a homeostase intracelular (Jones, 2002).

Estudos tém demonstrado que L. lactis ndo tem capacidade de sintetizar
glutationa, no entanto a capacidade de importar para o seu meio intracelular tem sido
observada (Li et al., 2003). Atualmente, a suplementacdo do meio de cultivo com
glutationa tem sido o foco de vdrios trabalhos para avaliar o seu efeito em vdrias
condic¢des de estresse. Algumas funcdes de GSH em L. lactis e seu mecanismo proposto
jéa foram avaliados.

O estresse oxidativo € o resultado da elevada exposicdo das células a espécies
reativas de oxigénio, como por exemplo, anions superéxidos, peréxido de hidrogénio,
radicais hidroxil e hidroperdxidos. L. lactis € exposto a essas condi¢des durante o
cultivo, entretanto mecanismos especializados para combater o estresse oxidativo tém
sido constatados e, esses incluem, enzimas como superoxido dismutase, o sistema
NADH oxidase e peroxidase e acimulo de glutationa (Cabiscol et al., 2000). Dentre
esses mecanismos, o acimulo de glutationa tem sido alvo de estudos por pesquisadores
em BALs (Pophaly et al., 2012; Li & Zhang, 2012). Em L. lactis, que apresentam
capacidade de importar glutationa, observou-se que a suplementacdo do meio
quimicamente definido (MQD) com glutationa, independente da fase de crescimento em
que se encontra, permite melhor crescimento em condicdes de aerobiose (Li et al.,
2003). Estes pesquisadores observaram também, que células cultivadas em MQD
suplementado com GSH apresentaram maior resisténcia ao tratamento com perdxido do
que as cultivadas em MQD sem suplementagdo (Li et al., 2003).

L. lactis € uma bactéria neutréfila que apresenta crescimento 6timo em meio
extracelular com pH em torno de 6,3 a 6,9 (Even et al., 2003). O metabolismo de L.
lactis é homofermentativo, e com isso acaba gerando dcido como produto final
(principalmente 4cido lactico) o qual resulta na acidificagdo do meio e subsequente
estresse acido. O estresse dcido tem efeito letal na fisiologia celular de L. lactis,
incluindo danos a membrana celular e inibi¢do de enzimas do sistema de transporte
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(Hutkins & Nannen, 1993). Mecanismos de resisténcia ao estresse acido em L. lactis,
como bomba de prétons e 0 mecanismo de geragdo de substancias alcalinas a partir do
catabolismo de aminoécidos ja foram identificados e caracterizados. A importacdo de
glutationa por L. lactis tem sido mencionada como um novo mecanismo de prote¢dao ao
estresse acido. Zhang et al. (2007), demonstraram que o cultivo de L. lactis SK11 em
MQD suplementado com glutationa permite a célula manter o pHi alto em 2,5 por 30
minutos, € em pH 4,0 por 4 horas, permitindo-se assim, maior sobrevivéncia a essas
condicdes. Entretanto, esses pesquisadores argumentam que glutationa ndo tem um
efeito direto no aumento do pHi, mas possivelmente possa estar envolvida em
mecanismos de glutationilacdo de proteinas, como a da enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase, que ajuda a sustentar a glicélise.

A presenga de mecanismos de resisténcia ao estresse osmotico em L. lactis €
importante para tolerar a alta concentracio de NaCl em queijos. O acimulo de
osmoprotetores por L. lactis em condi¢des hiperosmoética é conhecido como um
mecanismo de resisténcia presente em L. lactis para enfrentar essa situacdo (Guillot et
al, 2000). Recentemente, Zhang et al.(2010 a) observaram que as células de L. lactis
SK11 que contém glutationa exibem uma sobrevivéncia maior a exposi¢ao a NaCl 5 M,
quando comparado com as cé€lulas de L. lactis SK11 sem glutationa. Esse resultado
também foi observado por microscopia eletrOnica, onde foi possivel observar a
integridade dessa estirpe por 24 horas de exposi¢ao a NaCl 5 M, enquanto com a célula
sem glutationa a integridade foi mantida somente por 2 horas de exposicao ao NaCl.
Pela andlise protedmica comparativa, esses autores verificaram que vdérias enzimas
glicoliticas de L. lactis sdo significativamente reguladas na presenca de glutationa.

Em L. lactis o papel protetor de glutationa durante o processo de liofilizacao
ainda ndo foi avaliado. Entretanto, em Lactobacillus sanfranciscensis essa
funcionalidade ja foi constatada. Esses pesquisadores observaram um aumento
significativo na viabilidade das células que foram suplementadas com glutationa. Este
efeito protetor tem sido atribuido a prevencdo da oxidagdo dos &cidos graxos da
membrana e a manutencdo do comprimento da cadeia de acidos graxos (Zhang et al.,

2010 b).
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Capitulo 2 - Diversidade de Lactococcus lactis em diferentes ecossistemas
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RESUMO

A diversidade de estirpes de L. lactis em amostras de leite de diferentes espécies
animais (vaca da raca Holandesa e Nellore, bufala, ovelha, cabra, porca e égua), de
silagem de capim e amendoim forrageiro, do trato intestinal dos peixes tildpia e surubim
e também de queijo artesanal da Serra da Canastra foram avaliadas. Os resultados
obtidos quanto a diversidade de estirpes de L. lactis pela andlise do perfil de DGGE,
com a utilizacdo de primers especificos para L. lactis, demonstrou que L. lactis esté
presente nessas amostras. Entretanto, o isolamento em dgar M17 nao foi possivel em
vdrias amostras. Pela andlise da diversidade em bibliotecas de clones do 16S rDNA de
L. lactis construidas para as amostras de silagem de capim, leite de bufala e do trato
intestinal de peixe tildpia concluimos que grande parte das estirpes de L. lactis ndo é
cultivivel em meio 4gar M17. Portanto, € necessario o estabelecimento de novas
condicdes de cultivo para avaliar a possibilidade de recuperar essas estirpes,
principalmente nos ecossistemas ndo convencionais para o isolamento de L. lactis.

Palavras chaves: Lactococcus lactis, ecossistemas, diversidade.
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1. INTRODUCAO

Lactococcus lactis € uma bactéria do 4cido lactico que se destaca pela sua
importancia como cultura starter na producdo de queijos pela industria de laticinios.
Essa estirpe é comumente isolada de leite in natura ou queijos elaborados com leite in
natura (Teuber & Geis 2006). Entretanto, a sua presenca também ¢ identificada em
alguns vegetais (Nomura et al., 2006) e no intestino de alguns peixes (Itoi et al., 2009).
As estirpes de L. lactis isoladas de vegetais demonstram capacidade de produzir
compostos associados ao flavor diferenciados dos ja conhecidos, e isto tem sido visto
por pesquisadores como uma oportunidade de incorporar essas estirpes como culturas
adjuntas na producdo de queijo (Gutiérrez-Méndez et al, 2008; Gutiérrez-Méndez et al.,
2010).

Para introduzir novas estirpes de L. lactis provenientes de fontes ndo lacteas na
industria de laticinios, é necessdrio avaliar se as condi¢des de cultivo empregadas para o
isolamento dessa estirpe em leite serd também adequado para recuperar as estirpes de
fontes ndo lacteas. O meio de cultivo M17 € o meio comumente empregado para o
cultivo de L. lactis (Terzaghi & Sandine, 1975). Entretanto a efetividade desse meio de
cultivo em recuperar estirpes de L. lactis provenientes de ambientes nao lacteos, ainda
nao foi confirmada.

A diversidade de L. lactis em diferentes fontes pode ser avaliada por técnicas
que ndo dependem de isolamento, como por exemplo, por DGGE e pela construcdo de
bibliotecas de clones do 16 S rDNA (Quigley et al., 2011). As informagdes alcangadas
com esses métodos podem evitar vérias tentativas de isolamento do micro-organismo de
interesse, caso a estirpe de interesse ndo seja detectada na amostra. Além disso, esses
métodos fornecem a informagao do nimero de estirpes distintas que sao possivelmente
cultivdveis.

Assim, diante do exposto o objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade das
condig¢des de cultivo em meio M17 em recuperar estirpes de L. lactis de fontes lacteas e
ndo lacteas. Para confirmar a efetividade das condi¢des de cultivo, métodos que nao
dependem de isolamento foram também utilizados. As amostras que foram avaliadas
neste estudo foram: amostras de leite de diferentes espécies animais (vaca da raca
Holandesa e Nellore, bifala, ovelha, cabra, porca e égua), de silagem de capim

(Brachiaria brizantha Cv. Marandu) e amendoim forrageiro (Arachis Pintoi Cv.
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Belmonte), do trato intestinal dos peixes tildpia e surubim e também do queijo artesanal

da Serra da Canastra.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

Amostras de leite de vdrias espécies de animais (vacas da raca Holandesa e
Nellore, bufala, ovelha, cabra, porca e égua), de silagem (capim e de amendoim
forrageiro), do trato intestinal de peixe (tildpia e surubim) e de queijo artesanal da Serra
da Canastra foram utilizadas para avaliar a diversidade de L. lactis por métodos que nao
dependem de cultivo e pelo método tradicional de isolamento. Amostras de silagem
foram obtidas apds 1 dia de ensilagem em silos de PVC, e o trato intestinal dos peixes

foram coletados ap6s 3 dias sem dieta.

2.2. Extracao de DNA bacteriano de amostras ambientais

A extracdo de DNA bacteriano de leite, queijo e trato intestinal de peixe foram
realizados de acordo com os protocolos estabelecidos por Rosolofo et al.(2010), Hein et
al. (2001) e Yang et al. (2007), respectivamente. A extracio de DNA de silagem foi
realizada a partir de 10 g de silagem que foram transferidas para 90 mL de tampao de
extracdo (0,1 % de tween 20 %, 10 mM de Tris-HCl e 1 mM EDTA, pH 7.5) e em
seguida homogeneizada. A amostra foi filtrada e centrifugada a 6,000 g por 10 minutos
e o sedimento ressuspendido em 1 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0. Dessa suspensao
aliquotas de 480 uL foram usadas para iniciar a extracdo de DNA com o Kit de extracdo

de DNA Wizard® (Promega) usado conforme as recomendacdes do fabricante.

2.3. Amplificacao por Nested PCR

O DNA gendmico extraido das amostras selecionadas foram utilizados na
primeira PCR, utilizando o par de primers BLS342F/1392R (Blackwood et al., 2006)
especifico para eubacteria pertencente ao filo Firmicutes. O produto de PCR dessa
reacdo foi utilizado na segunda PCR, com os primers especificos para L. lactis
LAC136F (TTTGAGCGGGGGACAACATT) e LAC878R
(TATTGCGTTAGCTGCGATACA), seguida de uma terceira PCR com primers p2 e p3
especifico para eubacteria pertencente ao filo Firmicutes (acrescido de um grampo GC
na extremidade 5’ para a andlise de DGGE) (Muyzer et al., 1993). A PCR foi realizada
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com o kit GoTaq DNA polimerase (Promega, Madilson, USA), em um volume final de
25 uL, contendo 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada desoxirribonucleotideo
trifosfatados (ANTP), 0,5 uM de cada primer, 1 U de Tag DNA polimerase, 7,5 ug de
albumina sérica bovina (BSA) (Invitrogen Carlsbad, CA, USA), 20 ng de DNA e dgua
milli-Q para completar o volume final da reacdo. As amostras foram amplificadas em
Termociclador (Analitica, TC-512) utilizando o seguinte programa: desnaturacdo inicial
de 95 °C por 3 minutos; 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, anelamento a 57 °C por 30
segundos, extensao a 72 °C por 90 segundos e extensao final a 72 °C por 7 minutos.
Este programa foi utilizado em todas as reagdes. Os produtos PCR foram estocados a —

20 °C até o momento de sua utilizacg@o.

2.4. Analise do produto PCR do 16S rDNA por DGGE

A eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) foi realizada com o
sistema “DCode™ Universal Mutation Detection System” (BIO-Rad Califérnia USA)
para separacdo dos produtos PCR obtidos por Nested-PCR. A eletroforese foi realizada
em gel de poliacrilamida (8 % p/v de acrilamida:bisacrilamida 37,5:1) usando um
gradiente de desnaturagdo de 40 a 60 % de uréia e formamida (100 % correspondendo a
uréia "M e 40 % p/v de formamida) aumentando com a direcdo da corrida
eletroforética. A eletroforese foi realizada com uma voltagem constante de 60 V por 16
horas em uma temperatura constante de 60 °C. Apds a eletroforese, o gel foi corado por
20 minutos com uma solucdo de SYBR® Gold (Invitrogen) conforme as recomendacdes
do fabricante, e o resultado foi capturado no sistema de digitalizagdo de imagem Eagle
Eye™ (Stratagen). A andlise do perfil de bandas foi realizada utilizando o programa
Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). O indice de diversidade geral de
Shannon’s, (H), foi determinado com base no numero e a intensidade relativa das
bandas em cada perfil DGGE. A estrutura da comunidade microbiana foi avaliada com
base no coeficiente Dirce de similaridade pelo método UPGMA (Unweighted Pair

Group Method with Arithmetic) para anélise dos agrupamentos.

2.5. Analise e Construcao de bibliotecas de rDNA 16S

Os produtos da PCR da segunda reacdo realizada com o par de primers
especificos para L. lactis, conforme anteriormente descrito, das amostras de leite de
bufala, silagem de capim e do trato intestinal de peixe tildpia foram utilizados para
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constru¢do de bibliotecas de clones do 16S rDNA. Os amplicons foram clonados em
pGEM®-T Easy Vector System I (Promega, Madison, USA) conforme recomendagdes
do fabricante. Toda a reacdo de ligacdo foi usada para transformar células de
Escherichia coli JM109 ultracompetentes, e os clones obtidos foram selecionados para
realizacdo da PCR de colonia. A reacdo de amplificacdo consistiu de uma desnaturacdo
inicial de 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 72 °C por 2 minutos; 72 °C por 5 minutos para extensdo final dos primers
M13F/ M13R para amplificar plasmideos (Promega, Madison, USA). Os produtos PCR
obtidos foram sequenciados, e a diversidade de clones na biblioteca foi investigada pela
andlise das sequéncias obtidas, e também pela andlise de rarefacdao (Heck et al., 1975),
usando o programa Analytic Rarefaction 1.318 (aRarefactWin). A cobertura da
biblioteca de clones foi calculada com a férmula [1-(n/N)] (Good, 1953), onde n € o

nimero de sequéncias distintas e N € o nimero de clones analisados.

2.6. Analise das sequéncias de DNA

As sequéncias dos isolados e clones foram comparadas com aquelas disponiveis
no banco de dados do GenBank, e alinhadas usando o algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para nucleotideos. As
sequéncias do gene 16S rDNA que apresentaram similaridade igual ou maior que 97 %
foram consideradas como pertencentes a uma mesma Unidade Taxonomica Operacional

(UTO) (Altschul et al., 1997).

2.7. Analise filogenética

Os alinhamentos multiplos das sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados de L.
lactis e também de sequéncias de L. lactis obtidas do banco de dados do GenBank
foram criados com a utilizacdo do programa CLUSTALW e MEGA 5.1° (Tamura et al.,
2011). A reconstrucdo da arvore filogenética por Inferéncia Bayesiana no programa
MrBayes 3.1 foi realizada utilizando o método Markov chain Monte Carlo para 10
milhdes de geracdes. Foram feitas duas corridas independentes com quatro cadeias
simultaneas, usando as configurag¢des originais do programa. O modelo de substituicao
de nucleotideos usado foi o estabelecido pelo programa MrModelTest, usando o critério
Akaike (Posada & Buckley, 2004). As arvores foram amostradas a cada 1000 geragdes e
25 % delas foram descartadas como “burn-in”. A probabilidade posterior, representada
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em cada n6 da arvore construida, representa uma indica¢do do suporte daquele né

baseado no conjunto de dados.

2.8. Numero de acesso das sequéncias de nucleotideos

As sequéncias dos isolados de L. lactis e dos clones obtidos foram depositadas
no banco de dados do GenBank com niimero de acesso de JX893524 a JX893535 e
JX893536 a JX893614, respectivamente.

2.9. Isolamento e identificacao dos isolados

Amostras de leite, silagem, queijo e do trato intestinal de peixe foram utilizadas
também para o isolamento de estirpes de L. lactis. As amostras foram diluidas
seriadamente em dgua peptonada (0,1 % p/v), e plaqueadas em dgar M17 contendo 5 %
de lactose, 5 % de carbonato de cdlcio e 0,06 % de purpura de bromocresol, incubadas a
30 °C e 37 °C por 48 horas. Apds a incubagdo, foram selecionadas pelo menos cinco
colonias, de cada amostra, com caracteristicas morfoldgicas distintas. A identificacdo
dos isolados foi realizada por sequenciamento, e o par de primers P027/1378R (Heuer et
al., 1997) foi utilizado para amplificacdo do fragmento do gene 16S rDNA de eubacteria
pela PCR. O DNA dos isolados foi extraido com Kit Wizard® (Promega), e 20 ng do
DNA foram adicionados na mistura de reacdo, conforme descrito anteriormente, para a
realizacdo da PCR. As amostras foram amplificadas em termociclador utilizando o
seguinte programa: desnaturagdo inicial de 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 94 °C por
30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 2 minutos; 72 °C por 5 minutos para

extensdo final dos primers.
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3. RESULTADOS

3.1. Perfil da comunidade de L. lactis por DGGE

A andlise do perfil de DGGE das diferentes amostras, com a utilizacdo de

primers especificos para L. lactis, demonstrou a presenga dessa bactéria em todos os

ambientes e com padrdes de bandas distintos (Figura 1).

Figura 1 - Perfis eletroforéticos em

E 3

Leite de vaca da raga Nellore
Queijo artesanal

Silagem de amendoim forrageiro
Leite de bufala

Leite de porca

Leite de cabra

Leite de ovelha

Intestino de peixe surubim
Leite de égua

Intestino de peixe tilapia
Leite de vaca holandesa

Silagem de capim

DGGE de fragmentos de rDNA 16S

de

comunidades de Lactococcus lactis presentes em diferentes ecossistemas

naturais. A riqueza (R) e o indice de diversidade (H) de estirpes de L. lactis

foram determinados para cada amostra. A escala de distancia foi determinada

pelo método UPGMA para a andlise dos agrupamentos.

Pela a andlise de agrupamento do perfil DGGE, agrupamentos especificos com

um valor de similaridade relativamente alto, em torno de 55 % e 70 % foram observados

entre as amostras de leite de bufala e porca, leite de cabra e ovelha, leite de vaca da racga

Nellore e queijo artesanal, e entre leite de vaca da raca Holandesa e o trato intestinal do

peixe tildpia. Um maior nimero de UTOs (estimado pelo nimero total de bandas no

perfil DGGE) foi obtido na amostra do trato intestinal de peixe surubim, enquanto a

amostra de silagem de capim apresentou o menor nimero de UTOs. A amostra do trato

intestinal de peixe surubim apresentou maior nimero de bandas, e a de silagem de

capim o menor numero dessas bandas, indicando diferencas em riqueza.
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3.2. Identificacao de L. lactis

Dentre as 12 amostras submetidas a andlise microbioldgica pelo método
convencional de plaqueamento em meio dgar M17, somente 5 amostras, leite de vaca da
raca Holandesa, leite de cabra, leite de bufala e silagem de capim e amendoim,

apresentaram coldnias tipicas de L. lactis (Tabela 1).

Tabela 1 — Informacdes sobre as sequéncias obtidas do produto PCR do 16 S rDNA das

estirpes isoladas.

Estirpes Fonte Estirpe referente Identidade (%) Niamero de
acesso
LVA.2 Leite de vaca Lactococcus lactis 100 DQ171718.1

subsp lactis

LCA. 1 Leite de cabra Lactococcus lactis 99 GQ337891.1
LCA.2 Leite de cabra Lactococcus lactis 99 GQ337885.1
LCA. 4 Leite de cabra Lactococcus lactis 99 EU869288.1

subsp. lactis

LCA.5 Leite de cabra Lactococcus lactis 99 EU869288.1

subsp. lactis

LBU. 1 Leite de bufala Lactococcus lactis 99 EU869288.1

subsp. lactis

SBR. 1 Silagem de capim Lactococcus lactis 99 JF703669.1

SBR. 3 Silagem de capim Lactococcus lactis 100 GQ337867.1
SBR. 4 Silagem de capim Lactococcus lactis 100 GQ337891.1
SBR. 5 Silagem de capim Lactococcus lactis 100 GQ337882.1
SAM. 12 Silagem de amendoim Lactococcus lactis 100 GQ337882.2
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A temperatura de incubagdo a 30 °C possibilitou a obtencdo de colonias tipicas,
exceto com a amostra de leite de bifala, em que colonias tipicas foram somente
observadas na temperatura de incubacdo a 37 °C. A identificacdo dos 25 isolados foi
confirmada pela andlise das sequéncias de nucleotideos obtidas do gene 16S rRNA.
Dentre os 25 isolados selecionados para sequenciamento do produto PCR obtido,
somente 11 isolados apresentaram sequéncias com alta identidade (99 e 100 %) com
sequencias de L. lactis j& disponiveis no banco de dados do Genbank. A darvore
filogenética reconstruida pela inferéncia bayesiana revela uma relacdo filogenética
existente entre as sequéncias de nucleotideos do gene 16S rRNA dos isolados obtidos
com sequencias de estirpes de L. lactis subsp. lactis que estdo depositadas no Genbanck

(Figura 2).
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— LVA.2
— LBU.1
— SBR.1
— SBR.3
— SBR.4
— SBR.5
— LCA.5
— LCA.4
—LCA.2
1 LCA.1
— SAM.12
— L. lactis subsp. lactis, peixe [CP000428]
L. lactis subsp. lactis 111403, leite [AE005176]
— L. lactis subsp. lactis, peixe [AB278680]
— L. lactis subsp. lactis, silagem [AB572041]
— L. lactis, leite [HQ647116]
— L. sp., soja [HQ728336]
— L. lactis subsp. lactis, leite fermentado [JF749814]
— L. lactis, peixe [JF03669]
,1— L. lactis subsp. cremoris MG1363, leite [AM406671]
L lactis subsp. cremoris, carne [JF756234]

0.04

Figura 2 — Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene DNA ribosomal 16 S de
estirpes de Lactococcus lactis, mostrando a relagdo dessas estirpes com outras
estirpes relatadas (ndmero de acesso no paréntese). Arvore filogenética
reconstruida por Inferéncia Bayesiana. As andlises foram coletadas

amostrando-se cada 500 geragdes.
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3.3. Analise da diversidade de L. lactis pelo sequenciamento da biblioteca de clones
do 16S rDNA

Para investigar os resultados contraditorios observados entre os resultados
obtidos pela PCR-DGGE e pelo método de isolamento, bibliotecas de clones do 16S
rDNA foram construidas. Assim, selecionamos a amostra de leite de bufala e do trato
intestinal de tildpia de modo a representar as amostras onde foi possivel identificar
somente uma estirpe de L. lactis, e amostras em que a presenca de L. lactis ndo foi
identificada, respectivamente. Enquanto a amostra de silagem de capim foi selecionada
para confirmar a menor diversidade observada pelo perfil de DGGE. A andlise de
sequéncias de clones distintos obtidas com as amostras de DNA bacteriano de leite de
bufala, de silagem de capim e do trato intestinal do peixe tildpia resultaram em sua
maioria em sequéncias que apresentam similaridade > 97 % aos genes 16S rRNA de L.

lactis presentes no GenBank (Tabela 2).
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Tabela 2 — Sequéncias de clones de Lactococcus lactis obtidas de amostras de leite de bifala,
intestino de peixe tildpia e silagem de capim, e porcentagem de similaridade com as

sequéncias do Genbank.

Amostras Clone (% Coberturada  Identificacdo Numero de
similaridade) biblioteca acesso no
Genbanck.
Leite de BUF12 (99) 89,65 % Lactococcus lactis AB593359.1
bufala
BUF16 (99) Lactococcus lactis AB593359.1
BUF33 (96) Uncultured bacterium JF233929.1
clone
Intestino de TIL7 (99) 87,5 % Lactococcus lactis AB593359.1
peixe tildpia
TIL14 (90) Lactococcus lactis GQ337867.1
TIL19 (100) Lactococcus lactis AB593359.1
TIL37 (96) Uncultured bacterium GQO74140.1
clone
Silagem de BRAG6 (99) 85 % Lactococcus lactis subsp.  JF758863.1
capim lactis
BRA7 (99) Lactococcus lactis subsp.  GQ246741.1
lactis
BRAI15 (99) Uncultured bacterium JF167006.1

clone




As curvas de rarefacdo das trés bibliotecas estio mostradas na Figura 3. O
decréscimo na taxa de deteccdo de sequéncias distinta demonstra que grande parte da

diversidade das trés bibliotecas foi alcangada.
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Figura 3 - Curvas de rarefacdo representando a diversidade de sequéncias esperadas de
clones de rDNA 16S para cada biblioteca construida. Biblioteca 1: Intestino
de peixe tildpia; Biblioteca 2: Leite de bufala; Biblioteca 3: Silagem de

capim.
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4. DISCUSSAO

L. lactis encontra-se amplamente distribuido na natureza (Salama et al., 1995), e
ha um grande interesse em explorar o potencial de novas estirpes isoladas em diferentes
ecossistemas para producao de compostos de aroma (Ayad et al., 2002). As condicdes
encontradas nos ambientes de coleta de amostras neste estudo sdo diferentes e isso
refletiu nos valores de riqueza encontrados. O maior valor de riqueza obtido para
amostra do trato intestinal do peixe surubim pode estar associado com a estacdo do ano
(Hagi et al., 2004) e a dieta (Heikkinen et al., 2006) que tem demonstrado afetar a
abundancia de estirpes de L. lactis na microbiota intestinal de peixes. A populacdo de
L. lactis que normalmente compde a microbiota epifitica de espécies de plantas
utilizadas para obtencdo de silagem € considerada baixa (Ohomomo et al., 2002).
Possivelmente, o baixo valor de riqueza obtido para a amostra de silagem de capim esta
associado a essa caracteristica. Entretanto, o maior valor de riqueza obtido para amostra
de silagem de amendoim, em comparacdo a amostra de silagem de capim,
possivelmente possa esta associado com a composicao nutricional dessa espécie de
planta, que é maior que a de silagem de capim. Em relacdo ao valor de riqueza
apresentado pelas as amostras de leite, de diferentes espécies de animais, o
procedimento de higienizacio do ambiente em que eles vivem, e também o
procedimento de higieniza¢do dos tetos sdo fatores importantes a serem levados em
consideragdo quanto a diversidade microbiana, pois a presenga de L. lactis em leite é
resultante da contaminag¢ao ambiental.

O fato de ndo se obter o crescimento de colonias tipicas de L. lactis em meio
dgar M17 em vdérias amostras, pode estar associado a condi¢des de cultivo ndo
adequadas, como foi observado para amostra de leite de bufala, onde nao foi possivel
obter coldnias tipicas a 30 °C, mas foi possivel o isolamento de L. lactis quando a
temperatura foi elevada para 37 °C. Como neste trabalho os ecossistemas selecionados
sd0 ndo convencionais para o isolamento de L. lactis, exceto o leite de vaca da raca
Holandesa e queijo, € possivel que as estirpes existentes nos ecossistemas, onde nao foi
possivel isolar coldnias tipicas, sejam mais fastidiosas necessitando de um meio
diferente que o M17 para poderem ser recuperadas. O estado vidvel ndo cultivavel
(VNC) tem sido verificado em lactococci quando o meio dgar M17 € utilizado (Martin-
Platero et al., 2009). Vale ressaltar, que os fatores intrinsecos e extrinsecos, inerentes ao
local da coleta das amostras, podem propiciar um estresse ambiental responsdvel pela
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transicdo de grande parte da populacdo dominante para o estado VNC. O queijo é
origem convencional para o isolamento de L. lactis, mas o fato de se tratar de um queijo
com aproximadamente 30 dias de maturacdo, as condi¢des ambientais formadas pela
microbiota presente no queijo pode ter impedido a recuperacdo de células ativas.
Condicdes de pré-enriquecimento, anteriores ao plaqueamento em agar M17 podem
alterar esse quadro.

A discrepancia entre os resultados obtidos por perfil de DGGE e isolamento de
culturas de L. lactis pode ser explicada pela presenca de estirpes de L. lactis fastidiosas
ou em estado VNC que ndo sdo capazes de crescer em meio dgar M17, ou ainda pela
presenca de células ndo vidveis que sdo detectadas por PCR-DGGE. Portanto, o
momento da coleta e do isolamento pode ter sido crucial. A identificacdo de L. lactis na
biblioteca de DNA bacteriano do trato intestinal do peixe tildpia reforca essas
suposicdes quanto a presenca de L. lactis. Essas mesmas inferéncias se aplicam a
biblioteca de DNA bacteriano de leite de bufala, quando pela a andlise de rarefacio
observou-se mais estirpes distintas do que a Unica encontrada em dgar M17. Também
vale ressaltar que, apesar de ser possivel comparar a diversidade de comunidades pela
varidvel riqueza e pelo indice de diversidade por meio da andlise dos perfis
eletroforéticos de DGGE, estirpes de L. lactis tem demonstrado multiplos operons
rRNA (rrnA — rrnF), como também j4 foi observado em muitas outras bactérias, e com
isso acaba levando a resultados contraditérios devido a formagao de mais de uma banda
correspondente a mesma estirpe (Bolotin et al., 2001).

Assim, este estudo demonstrou que vdrios ambientes naturais sdo ricos em
estirpes de L. lactis diversas, entretanto € necessdrio avaliar outros meios de cultivos, e
também condicdes de cultivos quando ecossistemas ndo convencionais sao selecionados

para o isolamento de L. lactis.
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Capitulo 3 - Viabilidade de estirpes de Lactococcus lactis apés a liofilizacao de

isolados de silagem e leite avaliadas por citometria de fluxo
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RESUMO

A tolerancia de estirpes de L. lactis ao processo de liofilizagc@o € uns dos critérios
utilizados na selecdo de culturas para uso como cultura starter na producdo de queijo.
Neste estudo foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo e contagem em placa, a
viabilidade de estirpes de L. lactis, isoladas de silagem e de leite, apds o processo de
liofilizacdo. O kit Live/Dead (BacLight ™), o qual contém os corantes syto9/PI, foi
utilizado para corar as células para andlise em citdmetro de fluxo. As células
desidratadas também foram plaqueadas em dgar M17 e incubada a 30 °C por 24 horas.
A estirpe de L. lactis LBU. 1, isolada de leite de bufala, foi a que apresentou maior
tolerancia ao processo de liofilizacdo, tanto pela técnica de citometria de fluxo quanto
pelo método de contagem em placa. Embora as estirpes de L. lactis isoladas de silagem
nao sejam as mais resistentes ao processo de liofilizacdo, vale ressaltar que em relagao
as estirpes isoladas de fontes convencionais, como leite de vaca e cabra, apresentaram

maior tolerancia ao processo de liofilizacdo.

Palavras chaves: Lactococcus lactis, liofilizagdo, viabilidade, citometria de fluxo.
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1. INTRODUCAO

Lactococcus lactis € uma bactéria lactica de grande importancia para industria de
laticinios, como cultura starter, na producdo de queijos. As estirpes de L. lactis
selecionadas para uso na producdo de queijos devem apresentar alta atividade de
acidificacdo. A liofiliza¢do € utilizada como método de conservacdo de culturas de
bactérias do 4cido lactico. Entretanto, as condi¢des de estresse geradas afetam o estado
fisiolégico das células, levando a perda de viabilidade e atividade de acidificacdo
(Coulibaly et al., 2010). Alguns estudos discutem a necessidade de manter um alto nivel
de viabilidade e atividade de acidificagao das bactérias lacticas durante o congelamento,
liofilizacdo e estocagem prolongada (Selwal, et al., 2011; Strasser et al., 2009).
Consequentemente, alguns estudos t€m sido realizados para melhorar a resisténcia das
bactérias do dcido lactico ao processo de liofilizacdo. O uso de substancias protetoras
(Pyar et al., 2011) e aplicagdo de estresse subletais (Simdes et al., 2010) antes do
processo de liofilizacdo t€m sido realizados para aumentar a tolerancia das células
durante a liofilizacio ou congelamento. Entretanto, além desses tratamentos €
necessario que as estirpes utilizadas apresentem uma resisténcia natural ao processo de
liofilizagao, isto €, independente dos tratamentos que sao aplicados antes do processo de
liofilizagao.

A viabilidade de culturas starter é tradicionalmente quantificada pela técnica de
contagem em placa, a qual avalia a capacidade das células em crescer em meio
apropriado, e consequentemente a populacio dos cultivaveis € determinada. A contagem
de colonia em placa € o método convencional para quantificar a sobrevivéncia,
entretanto, devido a baixa sensibilidade da técnica, a selecdo de estirpes de L. lactis com
maior tolerdncia ao processo de liofilizagao podera ser dificultada. Assim, a utiliza¢ao
de métodos mais sensiveis e rapidos que fornecam informacoes a respeito da integridade
celular tem sido uma alternativa em estudos onde a sobrevivéncia tem sido monitorada
(Bouix & Ghorbal, 2012b).

A citometria de fluxo é um método rapido que analisa célula por célula, e que
utiliza critérios de dispersao da luz e corantes fluorescentes especificos para obter
informacao quanto ao aspecto estrutural e funcional da célula, respectivamente (Susan
& Nebe-Von-Caron, 2010). As subpopulacdes podem ser distinguidas com base nas
distintas caracteristicas de fluorescéncia ou pela dispersdo da luz, a qual é relacionada
com o volume celular, estrutura e propriedades da superficie. Muitos marcadores
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fluorescentes tém sido usados para analisar diferentes parametros fisiol6gicos, tais como
integridade da membrana (Soejima et al., 2012), atividade de enzimas intracelulares
(Paparella et al., 2008), vitalidade celular (Michal et al., 2009), potencial de membrana
(Xu et al., 2008) e pH intracelular (Marchetti et al., 2009). O kit de determinagdo de
viabilidade Live/Dead (BacLight ™, invitrogen) tem sido utilizado em combinagdo com
o citometro de fluxo para estimar o nimero de bactérias vidveis, e também a contagem
total de bactéria (Kramer et al., 2009). O BacLight ™ é composto de dois corantes que
se ligam aos 4cidos nucleicos, o corante Syto 9 que cora todas as células com
fluorescéncia verde, enquanto o PI penetra somente em células com a integridade da
membrana comprometida, corando as células com a fluorescéncia vermelha (Boulos et
al., 1999).

Estirpes de L. lactis isoladas de material vegetal produzem compostos
diferenciados associados ao flavor, o que ndo é observado com as estirpes isoladas de
leite ou queijo. Além disso, essas estirpes tem demonstrado maior tolerancia a
condi¢des de estresse osmoético, ocasionada pela presenca de NaCl, e também maior
tolerdncia a ambientes dcidos (Nomura et al., 2006). Entretanto, ainda nido foi estudado
se estirpes de L. lactis isoladas de material vegetal sdo mais tolerantes ao processo de
liofiliza¢do. Assim diante do exposto, o objetivo deste estudo € avaliar a tolerancia a
liofilizacdo de estirpes de L. lactis isoladas de silagem e de leite por meio da técnica de
citometria de fluxo. Além disso, utilizamos também a técnica de contagem em placa
para avaliar a eficiéncia dos dois métodos na diferenciacdo de estirpes resistentes e

sensiveis ao processo de liofilizagao.
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2. MATERIAL E METODO
2.1. Estirpes e condicoes de conservacao

Cinco estirpes isoladas em diferentes fontes foram estudadas: L. lactis LVA. 2
(leite de vaca), L. lactis LBU.1 (leite de bufala), L. lactis LCA .5 (leite de cabra), L.
lactis SBR .5 (silagem de capim) e L. lactis SAM. 12 (silagem de amendoim
forrageiro). As estirpes foram cultivadas em caldo M17 suplementado com 0,5 % de
glicose por 14 horas a 30 °C, em seguida inoculo de 1 % dessa cultura ativa foi
adicionada em 10 mL do mesmo meio de cultivo e a cultura foi incubada a 30 °C por 7
horas. Aliquotas de 1 mL da cultura coletada no inicio da fase estaciondria de
crescimento foram centrifugadas (10.000 x g, 5 minutos, a 4 °C) e em seguida o
sedimento de células obtido foi lavado duas vezes com dgua peptonada 0,1 % (p/v) e
centrifugado novamente. O sedimento obtido foi ressuspendido em 1 mL de dgua
peptonada e estocado a — 80 °C por 3 horas. As amostras congeladas foram desidratadas
em liofilizador (Enterprise II, Terroni®) por 7 horas. Amostras liofilizadas foram
reconstituidas em 1 mL de 4gua peptonada 0,1 % por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apds a reconstituicao, as amostras foram avaliadas pela técnica de citometria

de fluxo e contagem em placa.

2.2. Analise da integridade das células
2.2.1. Preparo das amostras controle

Para obtencao dos controles positivo e negativo, a cultura ativa de cada estirpe
foi inoculada (inoculo de 1 %) em caldo M17 e incubada por 5 horas a 30 °C de modo a
coletar as células frescas em fase de crescimento exponencial para obtencdo do controle
positivo. Aliquotas de 1 mL das células coletadas foram incubadas a 70 °C por 10
minutos de modo a obter células mortas como controle negativo. Diferentes proporcoes
de células vivas e mortas foram misturadas para avaliar a capacidade dos corantes em

discriminar célula vivas de células mortas.

2.2.2. Marcadores fluorescentes e procedimento de coloracao
Os corantes fluorescentes Syto9 e PI do kit de viabilidade de bactéria
LIVE/DEAD® BacLightTM (Molecular probes, Invitrogen) foram utilizados, mas o
protocolo de coloragdo fornecido pelo fabricante foi alterado em algumas etapas.
Aliquotas das solugdes estoque dos corantes Syto (3,34 mM) e PI (20 mM) foram
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diluidas em solugdo salina 0,85 % (p/v), de modo a obter uma concentra¢do do Syto9 e
do PI de 0,83 mM e 5 mM, respectivamente. As células desidratadas reconstituidas em
agua peptonada 0,1 % foram diluidas em salina 0,85 % (p/v) de modo a alcangar 10* a
10° UFC.mL". Aliquotas de 100 pL dessa suspensdo de células diluidas foram
adicionadas em 900 pL de salina 0,85 %, e 1,5 uL de cada corante foram adicionados.
As amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente em local
protegido da luz, e em seguida foram centrifugadas (13.000 x g, 3 minutos, 4 °C) e o
sedimento formado foi resuspendido em 300 uL de salina 0,85 % (p/v) antes da anélise

em citometro de fluxo.

2.2.3. Analise por citometria de fluxo

As andlises pela técnica de citometria de fluxo foram realizadas em citdmetro de
fluxo Guava Easycyte Plus®. O citometro é equipado com laser de argdnio que emite
luz azul a 488 nm. A fluorescéncia vermelha das células coradas com PI e a
fluorescéncia verde das células coradas com Syto9 foram detectadas pelos filtros 583/26
nm e 525/30 nm, respectivamente. A andlise em citdmetro de fluxo foi realizada usando
escala logaritmica, as voltagens dos detectores foram ajustadas com células nao coradas,
e as compensacOes foram feitas com células marcadas com um tnico corante. Os gates
nos graficos de FSC/SSC foram usados para discriminar as bactérias. As andlises foram
realizadas utilizando fluxo baixo (0,24 ul seg."l), e os dados dos eventos (10.000
eventos por amostra, contados no gate definidor de bactérias em FSCxSSC) foram

coletados e analisados usando Cytosoft 5.3 Guava®.

2.2.4. Analise dos dados

Os dados foram coletados e analisados utilizando o programa Cytosoft 5.3
Guava®. As subpopulagdes foram identificadas utilizando grafico de pontos. Os gates
foram definidos nos graficos de pontos de FSC versus SSC e de fluorescéncia verde
versus fluorescéncia vermelha. Os dados foram analisados usando tabelas estatisticas
que indicam o nimero e a porcentagem de células coradas determinadas por cada
detector, bem como a intensidade de fluorescéncia de cada sinal de fluorescéncia, em

cada gate ou regido de interesse definidos.
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2.3. Contagem em placa

A cultivabilidade das células liofilizadas foi avaliada por contagem em placa.
ApOs varias diluigdes seriadas em salina 0,85 %, as diluicdes seriadas selecionadas
foram plaqueadas em dgar M 17 de acordo com a técnica de microgotas (Morton, 2001)
e incubadas a 30 °C por 24 horas. Os resultados obtidos sdo provenientes de trés

repeticoes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise das estirpes liofilizadas pelo método de citometria de fluxo
3.1.1. Analise do controle positivo e negativo
A marcacgdo das células frescas (Figura 1 a) e mortas pelo calor (70 ° C por 10

minutos) (Figura 1 b) com syto 9 foi avaliada .
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Figura 1 - Grafico de pontos representando o sinal de fluorescéncia do Syto 9 e PI de L.
lactis LVA. 2. Células frescas (a) e células mortas pelo calor (b) marcadas
com Syto 9. Células frescas (c) e células mortas pelo calor (d) marcadas com

PL
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A fluorescéncia verde foi observada nas células frescas e mortas pelo calor.
Entretanto, a fluorescéncia verde em células mortas (Figura 1 b) ficou mais acentuada.
Provavelmente em células mortas a sua entrada € facilitada, o que resulta em maior
intensidade de fluorescéncia verde. J4 com as células frescas marcadas com PI
observou-se que parte dessa populacdo foi marcada com PI, e a outra ficou sem
marcagdo. Esperava-se obter células totalmente ndo marcadas, mas mesmo as células
sendo coletadas na fase de crescimento exponencial € dificil ajustar adequadamente essa
etapa, pois os proprios produtos do metabolismo da célula (dcido lactico, H,O,, diacetil,
bacteriocinas) podem comprometer a viabilidade das mesmas, e quando coradas com PI
essa populacdo de células é detectada. Resultado semelhante foi observado quando a
suspensao de células frescas foi corada simultaneamente com syto 9 e PI (Figura 2 a).
As células mortas coradas com os dois corantes apresentaram quase 100 % da
populacdo com marcagdo com fluorescéncia vermelha, sendo um resultado satisfatério
(Figura 2 b). A deteccdo da propor¢do de células frescas (50 %) e mortas pelo calor (50
%) em uma mesma mistura, marcada simultaneamente com syto 9 e PI confirmou a
capacidade discriminatéria dos corantes na quantificacdo de células vivas e mortas

(Figura 2 c).
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Embora a propor¢ao de células mortas tenha sido maior do que 50 % acredita-se
que as células que sofreram algum tipo de dano durante o cultivo possam estar incluidas
neste total. Apesar da interferéncia da complexidade do estado fisiolégico das células
durante o cultivo, a discriminacdo entre células vivas e mortas foi satisfatéria nas

amostras controles.

3.1.2. Determinacdo de células integras e lesadas de estirpes de L. lactis apés a
liofilizacao

Os corantes PI e syto 9 foram usados simultaneamente para avaliar a viabilidade
de cinco estirpes de L. lactis, isoladas de diferentes fontes, apds o processo de
liofilizacdo. A Figura 3 mostra a porcentagem de células marcadas com syto 9 (células

integras) e com PI (células lesadas).
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Figura 3 — Porcentagem de células integras e lesadas das cinco estirpes de L. lactis apOs
o processo de liofilizacdo, analisadas pelo método de citometria de fluxo. Os

dados sdo valores médios de trés repeti¢des.
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Diferencas aparentes foram observadas entre as cinco estirpes. A estirpe LBU. 1
foi a que apresentou maior porcentagem de células integras, enquanto a estirpe LVA. 2
apresentou a menor porcentagem de cé€lulas integras. Neste estudo, as suspensodes de
células foram liofilizadas sem a adicdo de substancias protetoras (agucares,
aminodcidos, polissacarideos e substancias complexas). A auséncia dessas substancias
durante a liofilizacdo pode ter facilitado a identificagdo de estirpes resistentes e
sensiveis a liofilizacdo. Além disso, pelo fato do corante PI ndo marcar necessariamente
somente células mortas, mas também células com pequenos danos na membrana
citoplasmadtica, isto acaba tornando a técnica de citometria de fluxo muito sensivel, e
consequentemente facilita a identificacdo de estirpes resistentes e sensiveis ao processo
de liofilizacao (Novo et al., 2000).

As estirpes SBR. 5 e SAM. 12 isoladas de silagem de capim e de amendoim
forrageiro, respectivamente, embora nao sejam as mais tolerantes ao processo de
liofilizacdo, vale resaltar que a estirpe LBU. 1, isolada de leite de bufala, com maior
tolerancia ao processo de liofiliza¢do, ndo é uma fonte convencional para isolamento de
estirpes de L. lactis. Mas a tolerancia ao processo de liofilizacao das estirpes isoladas de
silagem s6 foi comprovada quando comparada com as estirpes LVA. 2 e LCA. 5 que
foram isoladas em ecossistemas convencionais, como leite de vaca e cabra,
respectivamente. E possivel, que as estirpes isoladas de silagem tenham sofrido sele¢io
para mecanismos de resisténcia, decorrente das condi¢des da planta, que podem ter
contribuido assim com a tolerancia ao processo de liofilizacao.

No geral, a porcentagem de células integras detectadas por citometria de fluxo
foi baixa. Isto se deve provavelmente a auséncia de substincias crioprotetoras, e
também pelo fato das células terem sido coletadas no inicio fase estaciondria de
crescimento. Normalmente células coletadas no final da fase estacionaria, devido a
condic¢des de estresse nutricional, t€ém vérios mecanismos de resisténcia ativados nessa
condi¢do, o que leva a um aumento na tolerancia a vdrias outras condi¢des de estresse,
como por exemplo, durante o processo de liofilizagdo (Morgan et al., 2006). Embora
sejam estirpes diferentes, uma alta porcentagem de células integras foi alcancado com
as estirpes de Lactobacillus acidophilus LA-5 e de Bifidobacterium animalis ssp. lactis
BB-12 apo6s terem sido coletadas no final da fase estaciondria e liofilizadas em uma
suspensdo contendo sacarose (10 %) e glicose (10 %) (Kramer et al., 2009). Além
desses fatores, as condicdes de reconstituicio da cultura apds o processo de

43



desidratacdo, como o tipo de meio para reconstitui¢ao das células, e também o tempo de
reconstituicao sdo fatores primordiais na recuperagdo da integridade das células (Muller
et al., 2010), e que podem ter comprometido a obten¢do de uma maior porcentagem de
células integras. Além disso, pequenas lesdes podem ser detectadas pela citometria, mas

essas podem ndao comprometer a viabilidade da célula.

3.2. Analise por contagem em placa
Diante dos resultados obtidos com a contagem em placa (Figura 4), nao foi

possivel observar relacao entre as duas técnicas.
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Figura 4 — Porcentagem de sobrevivéncia de estirpes de L. lactis apds o processo de
liofiliza¢ao determinado pelo método de contagem em placa. Os resultados

s@o valores médios provenientes de trés repeti¢oes.

Uma alta porcentagem de células lesadas foi detectada pela técnica de citometria
de fluxo, enquanto uma grande populacdo de células se mostrou cultiviavel pelo método
de contagem em placa. Alguns estudos tém verificado que uma fracdo das células
marcadas com PI em uma populacido de células injuriadas, detectada pela técnica de
citometria de fluxo, é capaz de crescer em placas com dgar (Papadimitriou et al., 2006).
Isso acontece porque o PI € considerado um marcador sensivel que marca as células
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danificadas, e, portanto, sendo um indicador ruim para células mortas (Novo et al.,
2000). Possivelmente, grande parte das células que foram marcadas com PI
apresentavam danos reversiveis, € em condi¢des 6timas de cultivo, foram capazes de se
recuperar e crescer. Alguns estudos tém verificado para muitos micro-organismos alta
relacdo entre o método de contagem em placa com o de citometria de fluxo (Bouix et
al., 2001a; Bunthof et al., 2002b; Rault et al., 2007), enquanto, outros indicam que o
método de andlise por citometria de fluxo ndo é um indicador de cultivabilidade (Amor
et al., 2002; Bunthof et al., 1999a). Essas variagdes podem estar relacionadas com as
diferencas nas espécies e estirpes avaliadas, bem como dos corantes e equipamentos
utilizados para as andlises. No presente estudo, embora ndo tenha sido observada
relacdo entre as duas técnicas, o perfil de sobrevivéncia entre as estirpes foi
praticamente mantido quanto comparado a porcentagem de células integras obtidas pelo
método de citometria de fluxo. Os resultados da porcentagem de sobrevivéncia das
cinco estirpes de L. lactis, alcancados a partir do método de contagem em placa ficaram
muito préximos, o que dificulta a selecdo de estirpes resistentes e sensiveis a0 processo

de liofilizacao.

4. CONCLUSAO

A citometria de fluxo combinada com os corantes syto9/PI demonstrou ser um
método sensivel, por permitir a identificacdo de estirpes de L. lactis sensiveis e
resistentes a liofilizacdo. Acredita-se que a tolerancia ao processo de liofilizacao
observada pelas estirpes de L. lactis LBU. 1, SBR. 5 e SAM. 12 pode esta relacionada
com a caracteristica do ambiente em que foram isoladas. Além disso, ¢ uma
oportunidade para as industrias de produgdo de culturas starter incorporarem essa
técnica nas etapas do processo de produgdo de culturas, de modo a aperfeicoar as

condig¢des operacionais de maneira mais agil.
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Capitulo 4 - Influéncia das condicoes de cultivo no aciimulo de glutationa, na
expressao do gene gshR e na resisténcia ao processo de liofilizacao em Lactococcus

lactis LVA. 2

49



RESUMO

A funcionalidade de glutationa (GSH) apds a liofilizacdo e a influéncia das
condig¢des de cultivo sobre o acimulo de GSH, expressao do gene gshR e também na
viabilidade apds a liofilizacdo foram investigadas em Lactococcus lactis LVA. 2. A
GSH nio conferiu protecao aparente a L. lactis LVA. 2 ap6s o processo de liofilizacao.
O actiimulo de GSH nas condi¢des de cultivo em meio anaerdbio, aerébio sob agitacdo e
aerobio com adi¢do de NaCl permitiram acimulo de GSH mais acentuado do que o
cultivo aerdbio estdtico, que € a condi¢do de cultivo normalmente empregada. A
expressao do gene gshR nas condicdes de cultivo em meio anaerdbio, aerdbio estatico e
aerobio com agitacdo foram consistente em cada condi¢do. Apesar de GSH ndo ter
conferido uma protecdo aparente a L. lactis LVA. 2 ap6s o processo de liofilizacdo,
observou-se que a adicdo de NaCl ao meio suplementado com GSH favoreceu o
acimulo de GSH e aumentou a sobrevivéncia apds o processo de liofiliza¢ao. O fato de
esta estirpe acumular GSH e apresentar o gene gshR ja a torna uma estirpe promissora
para enfrentar outras situacoes de estresse.

Palavras chaves: Lactococcus lactis, glutationa reduzida, liofilizacao, sobrevivéncia.
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1. INTRODUCAO

O processo de liofilizagdo € o método mais utilizado na conservacdo de bactérias
l4cticas destinadas a producdo de queijos, iogurtes e leites fermentados (Morgan et al.,
2006). Apesar do processo de liofilizacao ser empregado para manter a viabilidade das
bactérias por um longo periodo de estocagem, grande parte da viabilidade das células é
comprometida. A liofilizacdo expde as células a condicdes de estresse devido ao
congelamento, e também ao estresse osmotico ocasionado pela perda de d4gua
(Santivarangkna et al., 2008). Varios tratamentos sdo aplicados a suspensdo de células
com a finalidade de proteger dos danos ocasionados pela liofilizacdo. A adi¢do de
substancias crioprotetoras e a aplicacdo de tratamentos de estresse subletais tem sido os
mais utilizados (Meng et al., 2008).

A glutationa (y-glutamilcisteinaglicinal GSH]) € um tripeptideo encontrado em
eucariotos, bactérias gram-negativas e em menor propor¢cdo em bactérias gram-positivas
(Copley & Dhillon, 2002). A GSH € encontrada na célula na forma reduzida (GSH) e na
forma oxidada (GSSG). Quando a célula € exposta a uma situagdo de estresse oxidativo
uma maior propor¢do de GSSG é observada. Uma das principais fun¢des de GSH na
célula € a manutencdo da homeostase intracelular. Além do acimulo de GSH, é
importante a presenga da enzima glutationa redutase (gshR) que tem o papel de
converter a GSSG em GSH para manter a homeostase intracelular (Jones, 2002).

Em algumas estirpes de Lactococcus lactis ja foi constatado a capacidade de
transportar GSH para o meio intracelular, e presenca da enzima glutationa redutase (Li
et al.,, 2003). A funcionalidade de GSH em L. lactis foi observada na protecdo a
condic¢des de estresse oxidativo (Li et al., 2003), estresse dcido (Zhang et al., 2007) e em
condicdes de estresse osmotico (Zhang et al., 2010a). Entretanto, a funcionalidade de
GSH ainda nao foi avaliada em L. lactis na prote¢ao ao processo de liofilizacao.

Assim, diante do exposto o objetivo desse estudo foi avaliar se em L. lactis
LVA. 2 GSH exerce efeito protetor ao processo de liofilizacdo. Além disso, serd
avaliado o efeito de varias condicdes de cultivo no acimulo de GSH, expressao do gene
gshR, que codifica a enzima glutationa redutase, e a influéncia dessas condicdes de

cultivo na resisténcia ao processo de liofilizacao.
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2. MATERIAL E METODO
2.1. Deteccao de sintese e/ou transporte de GSH

L. lactis LVA. 2 é uma estirpe isolada de leite de vaca, pertencente a colecdo de
culturas do laboratério de Microbiologia Industrial da Universidade Federal de Vigosa.
A cultura foi transferida do estoque a — 80 °C para caldo M17 contendo 5 g / litro de
glicose e incubado a 30 °C por 14 horas para obter a pré-cultura. A pré-cultura foi
inoculada (1 %, v/v) em meio quimicamente definido (MQD) suplementado e nao
suplementado com GSH reduzida (Sigma-Aldrich Co., St Louis). A concentracao final
de GSH em MQD foi 2 mM, 4 mM e 6 mM. Os meios inoculados foram incubados
estaticamente a 30 °C por 7 horas. A composi¢ao detalhada do MQD ¢ descrita por Li et
al, 2003.

2.2. Condicoes de cultivo para caracterizacio fisiologica

Meio M17: M17 suplementado com GSH (concentracio final de GSH 4mM) e
sem suplementacdo com GSH foram incubados estaticamente e em agitador rotatério a
200 rpm a 30 °C por 7 horas. Além dessas condi¢des, foi preparado o meio M17
(suplementado e ndo suplementado com GSH) anaerdbio obtido pelo aquecimento e
injecdo de gas nitrogénio por 30 minutos. Os meios inoculados foram incubados a 30 °C
por 7 horas.

Meio M17 suplementado com NaCl: o NaCl (concentracdo final no meio foi de
0,6 M) foi adicionado em meio M17 contendo GSH (concentracdo final de 4 mM) e
sem GSH. A amostra suplementada com GSH e sem adi¢ao de NaCl foi utilizada como
controle. Os meios inoculados foram incubados estaticamente a 30 °C por 7 horas para
os tratamentos sem NaCl, e para o tratamento com adi¢do de NaCl o tempo de
incubacao foi de 10 horas para alcancar o inicio da fase estaciondria. Vale ressaltar, que
em todas as condi¢des de cultivo as amostras foram coletadas no inicio da fase

estacionaria de crescimento.

2.3. Preparacao do extrato livre de células

As células provenientes das diferentes condi¢des de cultivo foram recuperadas
por centrifugacdo (8.000 x g, 10 minutos, 4 °C). O sedimento de células foi lavado duas
vezes com tampao fosfato de potdssio 0,1 M adicionado de EDTA (5SmM), pH 7,5
(KPE) e resuspendido em 4 mL de KPE. Na suspensao de células foi adicionado esferas
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de vidro (Sigma-Aldrich Co., St Louis) para as células serem rompidas em Precellys 24
(Bertin Technologies®, Bioamerica Inc.) a 4000 rpm por 15 segundos. Os extratos de
células foram sedimentados por centrifugacdo por 10 minutos (10.000 x g, 4 °C), e o
sobrenadante foi utilizado para avaliagdo de GSH. A concentracdo de proteina do
sobrenadante foi determinada utilizando o método de Lowry e a soro albumina bovina

foi utilizada como padrao.

2.4. Avaliacao de GSH

A quantificacdo de GSH total (forma reduzida, GSH, mais a forma oxidada,
glutationa dissulfito, [GSSG]) e GSSG foram determinadas pelo procedimento de
reciclagem enzimadtica (Tietze, 1969), e a determinagcdo da absorbancia a 412 nm foi
realizada em placa de microdiluicdo de 96 pocos em leitor de Elisa (Biotek) (Rahman et
al., 2006). A quantidade de GSH ¢ calculada como a diferenga entre a glutationa total e

GSSG (glutationa total-GSSG = GSH). O conteido de glutationa é expresso como

nmol/mg de proteina de amostra.

2.5. Deteccao do gene gshR

Para amplificagdo do gene gshR que codifica a proteina glutationa redutase, foi
desenhado o par de primers GSHRf/GSHRr com base na sequéncia de nucleotideos de
L. lactis subsp. lactis 111403 (NC_002662.2) que encontra-se disponivel no banco de
dados National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a selecio do primer foi utilizada a ferramenta
Primer-Blast, disponivel no NCBI e a qualidade dos mesmos foi verificada pelo
programa OligoAnalyzer 3.1 (http//:www.idtdna.com). O produto PCR obtido foi

sequenciado. A sequéncia do primer encontra-se na Tabela 1.

53



Tabela 1. Sequéncias de primers utilizadas.

Gene

Primer (5°-3”) Tamanho Uso
do amplicon
gshR GSHRf - TGATGGCAGTTGTCGAAGCC 917 PCR
GSHRr - ATGAATCCCCTCACCTGCCA
gshR GS912f - CGCTTGAATTTCCCGCTCA 91 gRT-PCR
GS912r - TCGCTTCCAACCGCTTTAGCA
gyrB GYRBA4f - GGGATGATGTCCGCGAAGGA 143 qRT-PCR

GYRB4r - TGTTGTCAAAGCTTCCGCAAAGA
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2.6. Analise da expressao do gene gshR

As células de L. lactis LVA. 2 provenientes das condicdes de cultivo em meio
M17 ( cultivo estatico, em agitador rotatério, em meio anaerdbio e com suplementacio
com NaCl) foram recuperadas por centrifugacao a 8.000 x g a 4 °C por 5 minutos. A
extracdo de RNA total foi realizada com Trizol (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A pureza do RNA foi determinada pelas determinagdes dos
valores de absorbancia a 260 e absorbancia a 280 (em torno de, 1,8 a 2,0) em
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), e a integridade
do RNA foi avaliada por eletroforese. O DNA gendmico, contaminante presente no
RNA total foi removido com o tratamento com RNase-free DNase (Promega, Madison,
WI) a 37 °C por 60 minutos, e o RNA resultante foi usado para sintetizar cDNA com a
utilizagdo do kit ImProm-II""" Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI),
seguindo as instru¢des do fabricante.

A sequéncia parcial do gene gshR, previamente obtida por sequenciamento, foi
utilizada para o desenho do par de primers GS912f/GS912r para avaliar a expressdao do
gene gshR. O par de primers GYRB4f/GYRB4r foi utilizado para avaliar a expressao do
gene gyrB, que codifica a proteina DNA girase, utilizado como controle interno. Para a
selecdo do primer foi utilizado ferramentas do GenScript Real-time PCR, e a qualidade
dos mesmos foi verificada pelo programa OligoAnalyzer 3.1 (http//:www.idtdna.com).
As sequéncias dos primers encontram-se na Tabela 1.

Para avaliar a expressdo do gene gshR a nivel transcricional as andlises
quantitativas foram realizadas em termociclador CFX96TM Real-Time PCR detection
systems — C100TM Thermal Cycler (Bio-Rad), utilizando Platinum® SYBR® Green
gPCR supermix-UDG (Invitrogen) para monitorar a sintese de DNA fita dupla. A curva
de melting foi analisada para verificar a auséncia de amplifica¢cdes nao especificas do
produto PCR. Todas as amostras foram analisadas em triplicata, € os valores médios
foram usados em outros célculos. As eficiéncias de reacdo foram determinadas (Pfall,
2001; Bustin et al., 2005) e a especificidade da amplificacdo foi determinada por meio
da andlise das curvas de dissocia¢do.A expressdo do gene gshR foi normalizada usando
a expressdo do gene de controle interno (gyrB). A determinacdo da expressdo relativa

foi realizada método 22" (Livak & Schmittgen, 2001).
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2.7. Liofilizacao

Aliquotas de 1 mL da cultura de L. lactis LVA.2 cultivadas em meio MQD e
M17, sob diferentes condicdes de cultivo, foram centrifugadas a 10.000 x g a 4 °C por 5
minutos. O sedimento formado foi lavado duas vezes com dgua peptonada 0,1 %, e o
sedimento foi resuspendido em 1 mL de dgua peptonada e estocado a — 80 °C por 3
horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em liofilizador (Enterprise II,
Terroni) por 7 horas. Apds o processo de liofilizagdo, as células desidratadas foram
reconstituidas em 1 mL de 4gua peptonada 0,1 % por 15 minutos a temperatura
ambiente. Logo apds a reconstitui¢do, a viabilidade foi avaliada pela técnica de

citometria de fluxo.

2.8. Analise de células viaveis

A integridade das células apds o processo de liofilizag¢do foi analisada com o uso
de dois corantes que coram &4cidos nucleicos em combinagdo com as andlises de
citometria de fluxo. Os corantes fluorescentes syto9 e iodeto de propideo (PI) do kit de
viabilidade de bactéria LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular probes, Invitrogen) foram
utilizados para essa finalidade. O syto9 cora o DNA de células vivas e lesadas. O PI
cora somente 0 DNA de células com membrana comprometida. O protocolo de
coloragdo das células fornecido pelo fabricante foi alterado em algumas etapas.
Aliquotas das solugdes estoque dos corantes Syto (3,34 mM) e PI (20 mM) foram
diluidas em salina 0,85 %, de modo a obter uma concentragao do Syto9 e do PI de 0,83
mM e 5 mM, respectivamente. As células desidratadas reconstituidas em dagua
peptonada 0,1 % foram diluidas em salina 0,85 % de modo a alcancar 10* a 10° UEC
mL". Aliquotas de 100 uL dessa suspensdo de células diluidas foram adicionadas em
900 uL de salina 0,85 %, e 1,5 uL de cada corante foram adicionados. As amostras
foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente em local protegido da luz, e em
seguida foram centrifugadas (13.000 x g, 3 minutos, 4 °C) e o sedimento formado foi
resuspendido em 300 uL de salina 0,85 % antes da andlise em citdmetro de fluxo. As
andlises foram realizadas em citdmetro de fluxo Guava Easycyte Plus®. A fluorescéncia
vermelha das células coradas com PI e a fluorescéncia verde das células coradas com
syto9 foram detectadas pelos filtros 583/26 nm e 525/30 nm, respectivamente. Os gates
nos graficos de FSC/SSC foram usados para discriminar as bactérias. As andlises foram
realizadas utilizando fluxo baixo (0,24 ul seg."l), e os dados dos eventos (10.000
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eventos por amostra, contados no gate definidor de bactérias em FSCxSSC) foram
coletados e analisados usando Cytosoft 5.3 Guava®. Os resultados obtidos sdo

provenientes de trés repeticoes.
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GSH (nM / mg proteina)

3. RESULTADOS
3.1. Presenca de GSH em L. lactis LVA. 2

O conteddo de GSH intracelular de L. lactis LVA. 2 cultivado em MQD sem

suplementac¢ao e suplementado com GSH foi avaliado (Figura 1).
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Figura 1 - Efeito da adi¢do de diferentes concentracoes de GSH em meio MQD sobre a

concentracao intracelular de GSH (a) e crescimento de L. lactis LVA. 2 (b) cultivado a

30 °C por 7 horas. A concentragdo de GSH intracelular e o crescimento celular foram

determinados em espectrofotometro pela medida da absorbancia a 412 nm e 600 nm,

respectivamente. Os valores médios sdo determinacdes de amostras provenientes de

trés repeticdes. As barras de erro indicam os desvios padroes.

58



A auséncia de GSH intracelular em L. lactis LVA. 2 em MQD sem
suplementacdo de GSH indica que esta estirpe ndo tem capacidade de sintetizar GSH, e
somente tem capacidade de transportar quando MQD ¢ suplementado com GSH (Figura
1 a). Observou-se também que quando a concentragao final de GSH em MQD é 6 mM a
célula acumula praticamente a mesma quantidade de GSH que foi observada no MQD a
4 mM de GSH. Além disso, essa estirpe ndo utiliza GSH do meio de cultivo como fonte

de nutriente para seu crescimento (Figura 1 b).

3.2. Aumento da concentracio de GSH intracelular
Diferentes condi¢des de cultivo foram avaliadas para verificar o seu efeito na

concentracdo de GSH intracelular em L. lactis LVA. 2 (Figura 2).
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Figura 2 — Concentracdo intracelular de GSH em L. lactis LVA. 2 em meio M 17 sem
suplementagdo e com suplementacio com GSH. As células foram incubadas
estaticamente e em agitador rotatério (200 rpm) a 30 °C por 7 horas. As células
também foram inoculadas em meio M 17 anaerdbio incubado estaticamente a 30
°C por 7 horas. A concentragdo de GSH intracelular foi determinada em
espectrofotometro pela medida da absorbancia a 412 nm. Os valores médios sdo
determinagdes de amostras provenientes de trés repeticoes. As barras de erro

indicam os desvios padrdes.



Baixa concentracdo de GSH intracelular foi obtida quando as células foram
cultivadas em meio M17 sem suplementacio de GSH, independente da condicdo de
cultivo, ndo sendo observada uma diferenca aparente. A suplementacdo do meio M17
com GSH proporcionou aumento nas trés condi¢des de cultivo, sendo que em meio
anaerdbio e cultivo aerébio em agitador rotatério a concentracdo de GSH intracelular foi
mais acentuada. Como a condi¢do de cultivo em M17 suplementado com GSH em
condi¢do aerdbia estdtica, que € a condi¢do de cultivo normalmente empregada para L.
lactis, ndo permitiu acimulo acentuado de GSH intracelular, a adicdo de NaCl foi
avaliada nessa condi¢do. A adi¢cdo de NaCl no meio M17 suplementado com GSH
permitiu aumento na concentracdo de GSH intracelular, mas o mesmo nio foi

observado com o meio que ndo foi suplementado com GSH (Figura 3).
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Figura 3 — Concentracdo intracelular de GSH em L. lactis LVA. 2 em meio M 17 sob
condi¢des de estresse osmotico ocasionado pela adicdo de NaCl. Os meios
inoculados foram incubados estaticamente a 30 °C por 7 e por 10 horas
quando o NaCl é adicionado. A concentracdio de GSH intracelular foi
determinada em espectrofotdmetro pela medida da absorbancia a 412 nm. Os
valores médios sao determinacdes de amostras provenientes de trés repeti¢des.

As barras de erro indicam os desvios padrdes.
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3.3. Expressao do gene gshR em diferentes condicoes de cultivo

A andlise da expressdo relativa por RT-qPCR do gene gshR foi avaliada para
verificar se nas diferentes condi¢des de cultivo em M17 suplementado com GSH a sua
expressao € alterada. O cultivo de L. lactis LVA. 2 em diferentes condi¢des de cultivo

provocou alteracoes distintas na expressao relativa do gene gshR (Figura 4).
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Figura 4 — Expressdo relativa normalizada do gene gshR de L. lactis LVA. 2 em diferentes
condic¢des de cultivo em meio M 17 suplementado com GSH. O meio inoculado foi
incubado a 30 °C por 7 horas. As barras correspondem ao nivel de expressao relativa
em relacdo ao tratamento controle, cujo valor € igual a 1. As barras de erro

correspondem aos desvios-padrao.
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A expressao do gene em cultivo aerébio sob agitagdo teve a sua expressao
aumentada de 2 vezes em relagdo ao cultivo em condicdo aerdbia estitica (controle), e
teve a sua expressao aumentada 8 vezes em relagcdo ao cultivo em meio anaerébio. Além
disso, a expressao do gene gshR foi afetada quando NaCl foi adicionado ao meio M17

suplementado com GSH (Figura 5).
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Figura 5 — Expressao relativa normalizada do gene gshR de L. lactis LVA. 2 em meio
M 17 sob condicdes de estresse osmoético ocasionado pela adi¢do de NaCl.
O meio inoculado foi incubado a 30 °C por 7 horas, e por 10 horas quando
NaCl foi adicionado. As barras correspondem ao nivel de expressao relativa
em relacdo ao tratamento controle, cujo valor € igual a 1. As barras de erro

correspondem aos desvios-padrao.
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3.4. Avaliacao da viabilidade

lactis

YT [GRN-HLog]

O PI e o syto9 foram usados simultaneamente para avaliar a viabilidade de L.

LVA. 2 antes e ap06s a liofilizacdo (Figura 6).
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Figura 6 — Grafico de pontos multiparamétrico obtido apds a coloragdo dupla com
syto9/PI na marcacdo de células de L. lactis LVA. 2 coletadas antes da

liofilizagdo (a) e ap6s a liofilizacao.
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Diferencas na distribui¢do da populacdo de células foram observadas entre as
populacdes de células antes da liofilizacdo (Figura 6 a) e ap6s a liofilizacao (Figura 6 b).
Ap06s o processo de liofilizacdo, a maior parte da populacdo de células € representada
pela populagao de células lesadas.

Para investigar se o acimulo de GSH por L. lactis LVA. 2 exerce efeito de
protecdo nas células submetidas ao processo de liofilizacdo, o cultivo em MQD sem
GSH e com GSH foi realizado. O actimulo de GSH por L. lactis ndo proporcionou
protecdo aparente quando as células foram expostas ao processo de liofiliza¢ao (Figura

7 a).
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Figura 7 — Porcentagem de células integras e lesadas de L. lactis LVA. 2 apds o processo
de liofilizacdo, analisadas pelo método de citometria de fluxo. As células foram
cultivadas em meio MQD (sem suplementacdo e suplementacdo com GSH) (a),
em M 17 suplementado com GSH (estatico, agitacdo e em meio anaerdbio) (b) e
em M 17 suplementado com GSH sem adi¢do e com a adicdo de NaCl. Os dados

sao valores médios de trés repeticoes.
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Quando L. lactis foi cultivado em meio M17 suplementado com GSH em
diferentes condicdes de cultivo, as células cultivadas em meio anaerdbio foram
aparentemente mais sensiveis ao processo de liofiliza¢do, quando comparadas as células
cultivadas em condi¢do aerdbia estdtica e aerdbia sob agitacdo (Figura 7 b). Mas quando
as células de L. lactis foram cultivadas em meio M17 suplementado com GSH e com
adicao de NaCl foi observado uma maior porcentagem de células integras é observada

(Figura 7 ¢).
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4. DISCUSSAO

A selecdo de estirpes de L. lactis que apresentam capacidade de transportar GSH
do meio de cultivo para o meio intracelular tem sido visto como alternativa para
obtencdo de culturas starter com maior estabilidade da viabilidade quando exposta a
condicdo de estresse (Pophaly et al., 2012). Na literatura ndo € mencionado a existéncia
de estirpes de L. lactis com capacidade de biossintese de GSH, mas somente com
capacidade de transportar GSH para seu meio intracelular (Li et al., 2003). Pelo papel
funcional que GSH exerce nas células, é interessante que GSH acumule na célula em
grande quantidade para exercer o seu papel protetor. Assim, ndo € desejavel o uso de
estirpes que utilizam GSH como fonte de nutriente. Nas estirpes de Streptococcus
mutans (Sherrill et al., 1998), Lactococcus lactis (Li et al., 2003) e de Leuconostoc
mesenteroides (Kim et al., 2012) foi observado que GSH é consumido como fonte de
cistéina durante o crescimento.

Para a obtenc@o de uma cultura desidratada (freeze drying ou spray drying) ou
congelada que apresente maior propor¢cdo de células vidveis é importante otimizar as
condicdes de cultivo do micro-organismo, de modo a proporcionar alteracoes
fisioldgicas favordveis a célula, tornando-as mais resistentes a essas condicdes. O
aumento observado no acimulo de GSH em L. lactis LVA. 2 em condi¢des de cultivo
aerobio sob agitacdo e aerdbio com adi¢do de NaCl, parece atuar nas células como
mecanismo regulatério de defesa quando as células estdo expostas a condi¢des de
estresse. Em Escherichia coli ja foi observado que o acimulo de GSH € acentuado
quando as células sdo expostas a condicdes hipertdnica ocasionada pela presenca de
NaCl (Mclaggan et al., 1990). O mesmo resultado ndo foi observado quando L. lactis
LVA. 2 foi cultivado em condicdo aerdbia estédtica, que provavelmente devido a menor
incorporagdo de oxigénio o mecanismo regulatério ndo necessita ser muito atuante.
Entretanto, no caso do meio anaerébio acreditamos que o grande acimulo de GSH
observado, seja devido o baixo consumo de GSH pelas células para manter a
homeostase intracelular. Vale ressaltar, que ja foi observado que algumas estirpes de L.
lactis acumulam GSH em maior quantidade em meio anaerébio do que em aerébio
estatico, e vice-versa (Li et al., 2003).

O estado fisiolégico das células de L. lactis LVA. 2 pode ser monitorado pela
avaliacdo da expressdo do gene gshR. Ja foi demonstrado que a presenca ou auséncia de
GSH nio influéncia a atividade da enzima gshR (Li et al, 2003). Assim, neste estudo o
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fator que provavelmente levou a altera¢do na expressao do gene gshR foi a concentragao
de oxigénio presente no meio de cultivo. Logo, em cultivo aerébio sob agitacdo €
esperado que o gene tivesse a sua expressdo aumentada, € em meio anaerdbio a sua
expressdo reduzida. Ja as células de L. lactis LVA. 2 cultivadas em condi¢des de
estresse osmotico possivelmente o gene gshR possa ter sido reprimido pela adi¢dao de
NaCl ao meio.

A GSH parece ndo exercer nenhum mecanismo de protecio na membrana
plasmaética de L. lactis LVA. 2 durante a liofilizacdo. Na literatura ndo ha referéncia de
nenhum trabalho em que foi avaliado o efeito protetor de GSH em L. lactis apds a
liofilizag¢do, sendo somente avaliado e comprovado o efeito protetor de GSH na estirpe
Lactobacillus sanfranciscensi (Zhang et al., 2010b). Como a estirpe de L.
sanfranciscensi € muito sensivel ao processo de liofilizacdo, talvez isso possa ter
favorecido a visualizac¢do do efeito protetor conferido por GSH. Entretanto, acreditamos
que GHS possa ter conferido um tipo de protecdo por regulacio fisiologica, como foi
observado em L. sanfranciscensi (Zhang et al., 2010c), ndo sendo possivel observar em
L. lactis LVA. 2 essa prote¢ao imediatamente ap6s a liofilizacao. Pelo fato de ter sido
utilizado a citometria de fluxo, uma técnica muito sensivel, que em combinacdo com
corantes avalia a integridade da membrana das células, pode-se inferir que GSH ndo
exerce nenhum efeito de protecdo a membrana em relacdo aos danos ocasionados pela
formacdo de cristais de gelo e do estresse osmético. O mesmo resultado também foi
observado pela técnica de contagem em placa (dados ndo mostrados).

Apesar do meio anaerdbio ter proporcionado melhor condi¢do de cultivo para L.
lactis LVA. 2, a auséncia de oxigénio durante o cultivo pode ter inativado alguns
mecanismos envolvidos na prote¢ao ao processo de liofilizacdo. No caso das células
expostas ao estresse osmoético ocasionado pela presenga de NaCl, ja é conhecido que
nessa condi¢do as células apresentem modificacdes no perfil de 4cido graxo da
membrana (Guillot et al., 2000), o que possivelmente foi o fator que contribuiu com o

aumento da resisténcia ao processo de liofilizagao.
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5. CONCLUSAO

Embora GSH nio tenha conferido uma protecdo aparente a L. lactis LVA. 2 apds
o processo de liofilizacdo, conclui-se que a adicdo de NaCl ao meio suplementado com
GSH além de favorecer o acimulo de GSH também aumentou a sobrevivéncia apds o
processo de liofiliza¢do. O fato de esta estirpe acumular GSH e apresentar o gene gshR
a torna uma estirpe promissora para enfrentar outras situacdes de estresse, onde a

funcionalidade de GSH ja foi confirmada em outras estirpes de L. lactis.
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CONCLUSAO GERAL

Lactococcus lactis, amplamente usado em produtos fermentados lacteos, €
também distribuido em ecossistemas aparentemente diversos. Essa diversidade de
ecossistemas influi na diversidade de estirpes, inclusive afetando suas exigéncias de
condig¢des de cultivo e sua resisténcia a processos de conservagdo. Demonstra-se aqui, a
necessidade de diversificar meios e métodos de isolamento uma vez que resultados de
métodos independentes de cultivo demonstram aparentemente presenca de mais estirpes
que as isoladas em meio MI17. A temperatura de incubacdo também afetou o
isolamento, pelo menos no caso do leite de bufala. A exploracdo eficaz de novos
ecossistemas na busca de estirpes diversas dependerd da otimizacdo de métodos de
cultivo. Os métodos moleculares, a exemplo do DGGE, poderdo servir de baliza para
essa busca.

A citometria de fluxo apresenta-se como alternativa ao método de contagem em
placa, podendo-se supor que possa ser calibrado e padronizado para o controle de
qualidade na producdo de culturas starter.

Os resultados do efeito da glutationa sobre a resisténcia a liofilizag¢ao indica que
esse ndo é o mecanismo 6bvio na dnica linhagem que acumula glutationa entre todos os
isolados. Outro papel para esse composto deve ser procurado, uma vez que a glutationa
foi assimilada e ndo foi utilizada como fonte de nutriente.

No geral, a diversidade desejada de caracteristicas com impacto tecnolégico em
novas estirpes de Lactococcus lactis, justifica a execugdo autorizada da continuidade

deste projeto.
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