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RESUMO

DIAS, Rodrigo Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2022.
Obtencao de linhagens de Streptococcus equinus HC5 com producao
aumentada de bovicina HC5 por evolucao adaptativa em laboratoério. Orientador:
Hilario Cuquetto Mantovani. Coorientadores: Denise Mara Soares Bazzolli, Tiago
Antonio de Oliveira Mendes e Wendel Batista da Silveira.

A bacteriocina bovicina HC5, sintetizada por Streptococcus equinus HC5, é capaz de
inibir o crescimento de diversos microrganismos patogénicos e deteriorantes de
alimentos. Além disso, o peptideo é termotolerante, resistente ao pH &acido e
apresenta baixa toxicidade in vivo, o que confere vantagens para sua aplicagao
industrial. Obter maior rendimento de producdo e efetiva recuperacdao € um dos
principais gargalos para viabilizar o uso da bovicina HC5. Neste projeto, S. equinus
HC5 foi submetido a diferentes temperaturas de incubacgao para avaliar os efeitos do
estresse térmico no crescimento deste microrganismo. Posteriormente, foi utilizado a
técnica de evolucdo adaptativa em laboratério (EAL) por estresse térmico com o
objetivo de selecionar linhagens de S. equinus HC5 com maior producéo de bovicina
HC5. Foi observado, neste estudo, que a temperatura 6tima de crescimento do S.
equinus HC5 é 42 °C e que temperaturas maiores que 49 °C inibem completamente
o crescimento da cultura. O processo de EAL em batelada foi mantido por 400
geracdes (100 dias) em temperaturas de 47 °C e 48 °C. Oito linhagens com fendtipos
distintos foram selecionadas, sendo que destas, duas apresentaram producao
aumentada de bovicina HC5 entre 26% e 140% (P< 0,05). A linhagem com a maior
producdo da bacteriocina apresentou expressao diferencial dos genes biossintéticos
da bovicina HCS5, e foi observado maiores niveis de expressdo do gene que codifica
para o peptideo precursor (bvcA) (P< 0,05). Alem disso, as linhagens adaptadas
apresentaram modificagdo na composi¢do dos acidos graxos de membrana, com
aumento da concentracao de acidos graxos saturados (P< 0,05). A linhagem obtida
ao final do processo de evolugdo apresentou maior resisténcia ao estresse térmico,
demonstrando maior taxa de crescimento especifico (4 = 1,33 + 0,02 h ') e biomassa
(DOgoonm = 4,08 £ 0,06) a 48 °C em relacéo a linhagem selvagem (u = 0,98 £ 0,04 h -
e DOsoonm = 1,96 + 0,12) (P < 0,05). Os resultados desta pesquisa indicam que a EAL
€ uma estratégia eficaz para a selecéo de linhagens de S. equinus HC5 com producéao
aumentada da bacteriocina bovicina HCS5.



Palavras-chave: Bacteriocinas. Bactérias lacticas. Estresse térmico.



ABSTRACT

DIAS, Rodrigo Gongalves, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, October, 2022.
Obtaining strains of Streptococcus equinus HC5 with increased production of
bovicin HC5 by adaptive laboratory evolution. Adviser: Hilario Cuquetto Mantovani.
Co-advisers: Denise Mara Soares Bazzolli, Tiago Anténio Mendes and Wendel Batista
da Silveira.

Bovicin HC5, a bacteriocin synthesized by Streptococcus equinus HC5, is capable of
inhibiting the growth of several pathogenic and food-deteriorating microorganisms.
Obtaining higher production yields and effective recovery is one of the main
bottlenecks to enabling applied use of bovicin HC5. In this project, S. equinus HC5
was subjected to different incubation temperatures to evaluate the effects of heat
stress on the growth of this bacterium. Subsequently, the technique of adaptive
laboratory evolution (ALE) by heat stress was used in order to select S. equinus HC5
strains with higher production of bovicin HC5. It was observed in this study that the
optimal temperature for growth of S. equinus HC5 is 42 °C and that temperatures
higher than 49 °C completely inhibit growth. The batch ALE process was maintained
for 400 generations (100 days) at temperatures of 47 °C and 48 °C. Eight strains with
different phenotypes were selected, and of these, two showed increased production of
bovicin HC5 between 26% and 140% (P < 0.05). The strain with the highest bacteriocin
production showed differential expression of the bovicin HC5 biosynthetic genes, and
higher expression of the gene encoding the precursor peptide (bvcA) (P < 0.05). In
addition, the adapted strains showed changes in the composition of membrane fatty
acids, with an increase in the concentration of saturated fatty acids (P < 0.05).
Furthermore, the final strain obtained in the evolution process showed greater
resistance to heat stress, obtaining a higher specific growth rate (u = 1.33 £0.02 h')
and biomass (OD600nm = 4.03 + 0.06) at 48 °C than the wild-type strain (u = 0.98 *
0.04 h'" and OD600nm = 1.96 + 0.12) (P < 0.05). The results presented in this study
indicate that ALE is an effective strategy to select S. equinus HC5 strains with
increased production of bacteriocin bovicin HCS.

Keywords: Bacteriocins. Lactic acid bactéria. Thermal stress.
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INTRODUCAO GERAL

Desde o advento dos antibiéticos com a descoberta da penicilina, o mundo tem
experimentado diversos avangos na medicina e na producao industrial, o que tem nos
permitido, juntamente com outros avangos tecnoldgicos, vislumbrar crescente
expectativa de vida e sustentar elevadas taxas de crescimento populacional. O uso
de antibidticos na area clinica permite ndo apenas o controle de infeccdes microbiana
simples, mas também procedimentos de elevada complexidade como transplante de
orgaos. Na producao de alimentos, mais especificamente proteina de origem animal,
0 uso de antibidticos como promotores de crescimento tem permitido aumentos na
eficiéncia da conversado alimentar e maior rendimento na producdo de carne e
produtos lacteos.

No entanto, o uso amplo de antibiéticos na agricultura e no controle de
infeccbes na populagdo tem exercido pressdo de selecdo que contribui para o
aumento da prevaléncia de bactérias resistentes e multirresistentes, com riscos para
a saude publica. Desse modo, se faz urgente o desenvolvimento de alternativas para
0 uso de antibiéticos, especialmente nos setores de producédo animal, de forma que
seja possivel realizar o controle de microrganismos patogénicos ou deteriorantes de
alimentos sem comprometer a eficacia de antibidticos de uso clinico. Neste contexto,
as bacteriocinas tém sido propostas como estratégias alternativas ou complementares
ao uso dos antibidticos no tratamento profilatico e terapéutico de animais e na
modulag¢do do microbioma intestinal.

As bacteriocinas compreendem um grupo de peptideos antimicrobianos
sintetizados ribossomicamente por bactérias. Tais moléculas tém despertado
crescente atengéo das industrias alimenticias e farmacéuticas, visto que apresentam
alta estabilidade quimica, amplo espectro de acdo contra patégenos, baixa
citotoxicidade as células de mamiferos e baixa tendéncia de promover resisténcia
bacteriana. No entanto, o baixo rendimento dessas moléculas confere limitacoes
quanto ao uso desses peptideos, sendo 0 aumento da producéo e recuperacao dos
peptideos uma das principais barreiras a serem transpostas.

Streptococcus equinus HC5 é uma bactéria Gram-positiva aerotolerante,
isolada do rumen bovino, capaz de sintetizar a bacteriocina bovicina HC5. S. equinus
HC5 pertence ao complexo Streptococcus bovis / Streptococcus equinus (SBSEC). A

revisdo taxonémica mais recente, baseada em biomarcadores genéticos (16S rRNA,
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sodA e groEL), descreve SBSEC como compreendendo as espécies: Streptococcus
equinus, Streptococcus infantarius subsp. infantarius, Streptococcus lutetiensis,
Streptococcus alactolyticus e Streptococcus gallolyticus. A bovicina HC5 é até o
momento a bacteriocina isolada do ramen melhor caracterizada, possui amplo
espectro e mecanismo de acao na membrana citoplasmatica similar a nisina. Estudos
anteriores demonstraram que a bovicina HC5 inibiu bactérias indesejaveis da
fermentagao ruminal e patégenos bacterianos presentes na silagem, além de que seu
uso combinado com a nisina impediu o crescimento de bactérias deterioradoras de
alimentos. A bovicina HC5 também demonstrou eficacia contra diversos
microrganismos causadores de mastite bovina, incluindo diversas estirpes de
Staphylococcus aureus.

Apesar do potencial de aplicagéo da bovicina HC5, sua producgéao pela linhagem
selvagem ainda requer melhoria da produtividade para viabilizar ensaios in vivo que
demandem maior quantidade do peptideo, a exemplo de experimentos com animais.
Considerando o potencial biotecnoldgico bovicina HC5, a otimizacdo da sua via de
producdo e o aumento do rendimento deste peptideo se tornam alvo de estudo. A
vista disso, neste estudo foi avaliada a hipoétese de que a evolugcdo adaptativa em
laboratério de S. equinus HC5, submetido a estresse térmico, permite selecionar
linhagens com alteragées no envelope celular que contribuem para o aumento do
rendimento de bovicina HC5. Classicamente, o aumento de produtividade pode ser
atingido por meio da selecao de linhagens melhoradas do organismo produtor ou por
técnicas de biologia molecular. A Evolucao Adaptativa em Laboratério (EAL) pode ser
uma ferramenta valiosa dentro da microbiologia industrial para obtencéo de linhagens
de microrganismos com fendtipos melhorados. Nesta técnica, populagdes
microbianas sédo cultivadas em condi¢cdes de crescimento definidas por diversas
geracoes até a selecéo de linhagens com caracteristicas desejadas. Estratégias como
a EAL podem oferecer possibilidades de obtengcdo de mutantes de S. equinus HC5
com melhores caracteristicas fenotipicas, como produgdo aumentada de bovicina
HC5. Além disso, esta técnica pode expandir os conhecimentos sobre a expressao
dos genes biossintéticos da bacteriocina bovicina HC5, bem como aumentar o
arcabouco de informagdes acerca da fisiologia do S. equinus HC5.

Neste projeto, S. equinus HC5 foi submetido a diferentes temperaturas de

incubacdo para avaliar os efeitos do estresse térmico no crescimento da bactéria.
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Posteriormente, foi utilizada a técnica de EAL por estresse térmico para selecionar

linhagens de S. equinus HC5 com fendtipos de interesse melhorados.
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CAPITULO 1

1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 Microbiota ruminal

Os animais ruminantes caracterizam-se por possuir estémago composto por
quatro cavidades: rdamen, reticulo, omaso e abomaso (RUSSELL, 2000). O rimen é
0 maior compartimento, sendo um ambiente anaerébico, isotérmico (temperatura em
torno de 39-42 °C), com pH entre 6,0 e 7,0 e presenca permanente de substratos, o
que contribui para o desenvolvimento de microrganismos anaerébios e anaerobios
facultativos e para intensa atividade fermentativa (KOZLOSKI, 2002). O ambiente
ruminal é colonizado por populagdes interdependentes de bactérias, arqueas,
protozoarios, fungos e virus. As bactérias representam o grupo mais abundante e
diverso de microrganismos, dominado, principalmente, por bactérias pertencentes aos
filos Bacteroidetes e Firmicutes, que podem representar quase 80% da comunidade
bacteriana, sendo o género Prevotellaum dos mais dominantes. (KITTELMANN et al.,
2013; ZHAO et al., 2019).

Os microrganismos presentes no rimen sao responsaveis pela decomposicao
de nutrientes, principalmente celulose e hemicelulose, e realizam a fermentacdo de
carboidratos e proteinas, que sdo convertidos em moléculas mais simples, como
acucares e aminoacidos. Devido as condi¢cbes anaerdbicas do rumen, a fermentacéo
microbiana ruminal metaboliza os agucares em &cidos graxos volateis, didxido de
carbono e metano (CREEVEY et al., 2014). Nesse ecossistema com intensa atividade
fermentativa, as bactérias séo classificadas de acordo com a atividade metabdlica que
desempenham na digestao ruminal: fibroliticas (Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciens e Fibrobacter succinogenes), amiloliticas (Selenomonas ruminantium,
Streptococcus spp.), proteoliticas (Prevotella spp.), lipoliticas (Anaerovibrio lipolytica),
produtoras de lactato (Streptococcus spp. e S. ruminantium) e consumidoras de
lactato (Megasphaera elsdenii) (CREEVEY et al., 2014; HUNGATE, 1966).

A diversidade e abundancia relativa da microbiota ruminal € afetada por fatores
extrinsecos e intrinsecos ao animal, sendo que esta microbiota pode responder ao
uso de antibioticos, regime de dieta, idade e a saude do animal hospedeiro; além de
fatores ambientais associados a localizagdo geografica, clima e estacées do ano
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(HENDERSON et al., 2015). A exemplo, altas temperaturas e umidade ambiente sé&o
capazes de causar estresse térmico em ruminantes e afetar a microbiota do rimen, o
que pode diminuir significativamente o desempenho animal. Considerando o
aquecimento global, o problema do estresse térmico afeta cada vez mais a pecuaria
e a economia. Em um estudo realizado por Zhao e colaboradores (2019), foi avaliado
a influéncia do estresse térmico na composicdo e no metabolismo de bactérias do
rumen de vacas leiteiras em lactacdo. Os animais submetidos ao estresse por calor
apresentaram aumento significativo nas abundancias relativas de Streptococcus spp.
(principal género de bactérias produtoras de lactato no
rumen) e Enterobacteriaceae no liquido ruminal. Os pesquisadores observaram
também aumento do nivel de lactato e reducao do pH, fatores que podem resultar em
acidose ruminal, um importante distirbio metabdlico no rdmen que afeta
negativamente a producdo de leite em vacas leiteiras (ZHAO et al.,, 2019). A
capacidade de modulacao da microbiota ruminal esta diretamente relacionada com a
capacidade de adaptacdo dos microrganismos a diferentes condi¢cdes e fatores
estressantes (HENDERSON et al., 2015).

A alta diversidade e densidade das populacées microbianas presentes no
ambiente ruminal, proporcionam constante oportunidade de interagdes ecolbgicas,
como competicdo, sinergismo e antagonismo entre os microrganismos. Devido a
essas interagoes, algumas estratégias competitivas asseguram a sobrevivéncia e a
permanéncia de organismos no rumen. A capacidade de sintetizar compostos
antimicrobianos como as bacteriocinas, confere a algumas bactérias vantagem na
colonizagdo do rumen. Estudos indicam que os géneros bacterianos Ruminococcus
(ODENYO et al, 1994; CHEN, STEVEN e SONWEIMER, 2004), Butyrivibrio
(RYCHLIK e RUSSELL, 2002), Enterococcus (NIGUTOVA et al, 2007) e
Streptococcus (MANTOVANI et al., 2002; WHITFORD et al., 2001; XIAO et al., 2004;
JOACHIMSTHAL et al., 2010) séo os mais frequentemente associados a producgéo de
peptideos antimicrobianos.

Em um estudo, realizado por Azevedo e colaboradores (2015), foi avaliado a
distribuicédo e a diversidade de clusters génicos de bacteriocinas nos genomas de 224
bactérias e cinco arqueas ruminais. Foram identificados 46 clusters de genes de
bacteriocinas em 33 estirpes de bactérias ruminais (AZEVEDO et al., 2015). Em outro
trabalho, realizado por Oliveira et al. (2022), clusters de genes biossintéticos
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conservados associados a producdo de bacteriocinas foram identificados em
diferentes estirpes de Streptococcus lutetiensis ruminais, sugerindo que estes
microrganismos sao potenciais produtores desses peptideos antimicrobianos.

1.2 Bacteriocinas

Bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos sintetizados ribossomicamente
por bactérias e que apresentam diversidade em sua composicao quimica, estrutural e
funcional; diferindo em tamanho, sequéncia de aminoacidos e mecanismos de acao
(COTTER et al. 2005). Geralmente, as bacteriocinas sao sintetizadas como um pré-
peptideo inativo contendo uma sequéncia lider na regidao N-terminal que auxilia o
reconhecimento do pré-peptideo pelas enzimas de maturagao e transporte, e protege
a estirpe produtora, mantendo a bacteriocina inativa até ser secretada no meio
extracelular (MORTON et al, 2015). Esses peptideos podem ou nao sofrer
modificacées pos-traducionais e diferem dos antibidticos pelo seu mecanismo de
sintese. Os antibidticos sao tipicamente produzidos por vias biossintéticas compostas
por complexo multi-enzimatico (COTTER et al. 2005). Embora as bacteriocinas sejam
estruturalmente diversas, 0s genes necessarios para a biossintese sao geralmente

conservados entre diferentes espécies (MORTON et al., 2015).

A maioria dos peptideos antimicrobianos s&o produzidos por bactérias Gram-
positivas como uma estratégia de defesa. Geralmente, as bacteriocinas sao efetivas
contra microrganismos filogeneticamente relacionados e sdo produzidas em situagao
de estresse ou de elevado nivel populacional (RILEY, 2011). Podem possuir espectro
de agcédo amplo ou estreito, sendo que 0s organismos produtores s&o imunes as suas
préoprias bacteriocinas, devido a producao de proteinas especificas de “imunidade”. O
mecanismo de acdo desses peptideos podem exibir atividade bactericida ou
bacteriostatica, formando poros em membranas de células susceptiveis, ou inibindo a
sintese de moléculas como peptideoglicano, proteinas e de acidos nucleicos (PAIVA
etal., 2011).

De acordo com o BACTIBASE (banco de dados dedicado a bacteriocinas),
existem mais de 177 bacteriocinas descritas, das quais 88% sao produtos de bactérias
Gram-positivas e 10% de bactérias Gram-negativas. Além disso, é relatado que estas

bacteriocinas estdo distribuidas em 31 géneros de microrganismos, sendo as
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bactérias do acido lactico (ordem Lactobacillales) o grupo predominante de
produtores, responsavel por 64% das bactercionas descritas
(http://bactibase.hammamilab.org/statistics.php, acesso em Setembro de 2022).

As bacteriocinas formam um grupo heterogéneo de peptideos e por esse
motivo foram classificados em quatro grupos com base na sua estrutura: classe |,
constituida por peptideos que sofrem modificacbes pds-traducionais; classe I,
composta por peptideos que permanecem inalterados apés a traducao; classe lll, que
inclui proteinas de alta massa molecular (> 30 kDa); e classe IV, que consiste em
peptideos contendo carboidratos ou fragdes lipidicas (COTTER et al. 2005).

Os lantibidticos sdo agrupados na classe | e reconhecidos pela sua efetiva agéo
antimicrobiana, sendo que o grande potencial antimicrobiano dos lantibiéticos é
possibilitado pela estrutura Unica desses peptideos. Trata-se de peptideos de
tamanho pequeno (5 kDa), caracterizados pela presenca de aminodcidos nao usuais
como dehidrobutirina (Dhb) e dehidroalanina (Dha), monémeros de B-metilantionina
(MeLan) e anéis de lantionina (Lan). Ligacdes covalentes podem ser formadas entres
esses residuos de aminodacidos, resultando em anéis internos que caracterizam
estruturalmente os lantibioticos. Outros residuos de aminoacidos incomuns também
podem estar presentes na estrutura dos lantibidticos, resultantes da modificagéo poés-
traducional (COTTER et al. 2005; BIERBAUM AND SAHL, 2009). Os lantibidticos
atuam principalmente, formando poros na membrana citoplasmatica que dissipam o
gradiente eletroquimico através da membrana. Além disso, podem se ligar a
moléculas precursoras da biossintese de peptideoglicano na membrana plasmatica, a
exemplo do lipideo Il, inibindo a sintese da parede celular (DISCHINGER et al., 2014).

As bactérias produtoras de lantibidticos sédo capazes de se proteger dos efeitos
da bacteriocina por meio de proteinas de imunidade ancoradas em suas membranas
citoplasmaticas. Proteinas de imunidades conhecidas como Lanl interagem com a
bacteriocina impedindo a formagéo de poros na membrana citoplasmatica (KHOSA et
al., 2016). Além disso, as proteinas de imunidade LanF, LanE e LanG atuam como
transportador ABC especializado na secrecdo de lantibiéticos do citoplasma para o
meio extracelular (ASO et al., 2005). Dentre os lantibidticos ruminais melhor
caracterizados e com potencial de aplicacao biotecnoldgica, destaca-se a bovicina
HC5, sintetizada por S. equinus HC5.
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1.3 Streptococcus equinus HC5 e bovicina HC5

Streptococcus spp. compreende um género de bactérias comensais com
grande importancia industrial e na clinica humana e veterinaria. Esse género se
destaca pela alta capacidade adaptativa em diferentes ecossistemas, resisténcia a
antibiéticos e ao sistema imune do hospedeiro (JANS et al., 2015). O complexo
Streptococcus bovis / Streptococcus equinus (SBSEC), pertence ao grupo de
Streptococcus spp do grupo D ndo enterocécico e a andlise de biomarcadores
genéticos (16S rRNA, sodA e groEL), indicou que SBSEC compreende as espécies:
Streptococcus equinus, Streptococcus infantarius subsp. infantarius, Streptococcus
lutetiensis, Streptococcus alactolyticus e Streptococcus gallolyticus (POMPILIO,
BONAVENTURA e GHERARD, 2019). Espécies representativas deste complexo
bacteriano sdo comumente encontradas no trato digestivo de humanos e ruminantes,
mas também, foi relatado em aves e suinos, e seus produtos alimenticios, bem como
em alguns animais silvestres, tais como aves, marsupiais e mamiferos aquaticos.
(PARK et al, 2021). Para a maioria dos microrganismos do grupo SBSEC o
crescimento ocorre em temperaturas entre 10 e 45 °C, com temperatura 6tima em
torno de 37 °C. Dependendo da espécie, maior crescimento ocorre em atmosfera com
5% de COg2, enquanto algumas linhagens requerem concentracdées mais altas de CO»
(HODGE E SHERMAN, 1936).

S. equinus HC5, pertencente ao complexo SBSEC, é uma bactéria
aerotolerante Gram-positiva isolada do rimen bovino. Os estreptococos ruminais (S.
bovis/S. equinus) sao considerados importantes produtores de acido lactico no
ecossistema ruminal (MANTOVANI et al. 2002; HUNGATE, 1966). S. equinus HCS é
capaz de sintetizar uma bacteriocina denominada bovicina HC5 (MANTOVANI et al.,
2002). Esta bacteriocina € um peptideo anfifilico de 2449 Da carregado positivamente,
classificada como um lantibiético de classe | e que apresenta residuos de aminoacidos
modificados poés-traducionalmente, com um padrdo de anéis de lantionina similar a
nisina (MANTOVANI et al., 2002). Até o0 momento, a bovicina HC5 € a bacteriocina
isolada do rumen mais bem caracterizada, com cluster génico constituido pelos genes
bvcATCBFEGRK com tamanho estimado de 10,1 kb. O gene bvcA codifica o precursor
de bovicina HC5 enquanto, bvcB e bvcC codificam enzimas necessarias para
modificacao po6s-traducional; bveT possui homologia com o transportador necessario
para a secregao de lantibidticos. Os genes bvcFEG codificam proteinas de imunidade,
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enquanto bvcRK estdo associados com o sistema de regulagdo da biossintese do
peptideo (AZEVEDO et al., 2015).

Sugere-se que a biossintese da bovicina HC5 ocorre conforme descrito para
outros lantibiéticos. Inicia-se com a traducao do gene estrutural /anA, que codifica um
peptideo precursor, constituido pela regido lider (LanA) e a sequéncia do estrutural do
peptideo que é modificado enzimaticamente apds a traducao (ARNISON et al., 2013).
No peptideo precursor os residuos de serina e treonina sofrem desidratacao e formam
dehidroalanina (Dha) e dehidrobutirina (Dhb), respectivamente. As enzimas LanB
(desidratase) e LanC (ciclase) catalisam as reacdes entre a amina da cisteina e a
carbonila da Dha/Dhb, que resulta na formacao dos anéis de lantionina (Lan) e -
metilantionina (MeLan), na devida ordem (BIERBAUM e SAHL, 2009). O peptideo
recém modificado, é translocado para o exterior da célula pela enzima de transporte
LanT, que pode ser responsavel por clivar o peptideo lider através do dominio
cisteino-protease N-terminal de algumas LanT (WILLEY e VAN DER DONK, 2007;
ARNISON et al. 2013).

A maior recuperacgao de atividade da bovicina HC5 foi observada quando S.
equinus HC5 foi cultivado em meio basal (pH 6,5), em anaerobiose sob fluxo constante
de COz2. A producgao de bovicina HC5 ocorre em diferentes temperaturas de incubagao
do microrganismo produtor, se mantendo constante em temperaturas entre 33 - 42 °C,
com diminuicdo da atividade em temperaturas superior a 45 °C (BARBOSA et al.,
2015). Devido a caracteristica catibnica desta bacteriocina, durante o crescimento do
S. equinus HC5 a maioria das moléculas permanecem ligadas a membrana celular
das células produtoras. Dessa forma, a extracédo da bovicina HC5 é baseada em troca
ibnica, utilizando solucdes acidas de cloreto de sédio (MANTOVANI et al., 2002).

A bovicina HC5 é resistente a a-quimiotripsina, proteinase K e ao aquecimento
a 121°C por 20 min, caracteristicas vantajosas para sua aplicacdo industrial
(MANTOVANI et al., 2002). O amplo espectro de acéo da bovicina HC5 em bactérias
Gram-postivas pode estar relacionado com o seu mecanismo de agédo, semelhante ao
da nisina, com ligacéo especifica da bacteriocina no lipideo Il presente na membrana
das células alvos de microrganismos sensiveis. A associagao da bovicina HC5 com o
lipideo Il pode interferir com a biossintese da parede celular, por meio da inibicao da
sintese de peptideoglicano. Consequentemente, ha formacao de poros na membrana,
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0 que ocasiona a deplecdo de potassio intracelular e de ATP nas células alvos
(MANTOVANI e RUSSELL, 2008).

Diversos trabalhos demonstram resultados promissores para aplicacao da
bovicina HC5 na industria alimenticia devido a atividade contra bactérias
deterioradoras de alimentos. Em um trabalho realizado por Ribeiro e colaboradores
(2022), bovicina HC5 e nisina reduziram a viabilidade celular e a resisténcia térmica
de endosporos de Alicyclobacillus acidoterrestris em sucos de frutas. A atividade de
bovicina HC5 também foi relatada em bactérias isoladas de alimentos, tais como
Alicyclobacillus acidoterrestris, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium
tyrobutyrucum e Bacillus thuringiensis (MANTOVANI e RUSSELL, 2003; DE
CARVALHO, et al., 2007; DE CARVALHO, et al., 2008).

Alguns resultados também apontam aplicacdo da bovicina HC5 na producao
agropecuaria, uma vez que esta bacteriocina tem atividade contra bactérias que
reduzem a eficiéncia ruminal, e foi capaz de reduzir a producao de metano ruminal in
vitro (FLYTHE e RUSSELL, 2004; LEE et al., 2002); um efeito semelhante foi obtido
com bovicina HC5 na reducao da producao de aménia ruminal por bactérias (LIMA et
al., 2009). Além disso, Godoy-Santos et al. (2019), demonstraram que a bovicina HC5
apresenta eficacia contra diversos microrganismos causadores de mastite bovina,

incluindo estirpes de Staphylococcus aureus.

Embora o potencial de aplicagdo da bovicina HC5 tenha sido explorado em
diversos trabalhos ainda se faz necesséria a superagdo de algumas barreiras
tecnoldgicas para que a producdo da bacteriocina seja escalonavel. Obter maior
rendimento de producdo e efetiva recuperacao € um dos principais gargalos para
viabilizar o uso da bovicina HC5 de forma industrial.

1.4 Evolucao Adaptativa em Laboratorio (EAL)

A evolucdo natural é o processo no qual as espécies da biosfera sofrem
mutacdes e recombinacgdes, que sao dependentes do ambiente ou sdo hereditarias,
seguida pela selecdo natural, onde as espécies mais adaptadas aos seus ambientes
sobrevivem e se reproduzem (DARWIN, 1859). Todo esse processo também é
conhecido como evolugdo adaptativa (METZGAR e WILLS, 2000). A evolugéao
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adaptativa em laboratério (EAL) é o processo no qual os principios da evolugao natural
sdo implementados em laboratério para uma populacdo especifica sob condicoes
controladas e desejadas (MAVROMMATI et al., 2022). Nessa técnica, populagdes
microbianas sao cultivadas em condicées de crescimento definidas por periodos
prolongados, e linhagens adaptadas com o fendétipo de interesse podem ser
selecionadas (L()PEZ—GONZALEZ etal., 2018; WU et al., 2022).

Os experimentos de EAL séao realizados principalmente em microrganismos,
pois apresentam vantagens sobre animais e plantas, como: curto tempo de geragao,
grande tamanho populacional, ambiente facilmente aplicavel e reprodutivel. Outro
fator importante é que culturas de microrganismos podem ser congeladas e
permanecem viaveis por longo periodo de tempo; além do que, apresentam genomas
relativamente pequenos que simplificam a andlise e compreensao dos mecanismos
de adaptacao (MAVROMMATI et al., 2022).

A estratégia mais comum para a realizagdo de um experimento EAL em
populacées microbianas € o cultivo em bateladas. Tecnicamente, esse processo é
realizado inoculando as células do microrganismo em meio liquido, cultivando-as sob
a pressao seletiva desejada e transferindo aliquotas dessa cultura de uma batelada
para outra. O procedimento continua até o niumero desejado de geracdes, de forma
que é possivel manter ou aumentar a pressao seletiva durante o experimento. De
forma alternativa, o experimento EAL pode ser realizado em dispositivos de cultura
continua, como os quimiostatos. Nestes equipamentos as células microbianas sé&o
cultivadas sob um ambiente controlado. O meio de cultura € adicionado ao biorreator
a uma taxa constante, enquanto a cultura microbiana é removida na mesma taxa de
entrada do meio, de modo que o volume permaneca inalterado ao longo do tempo.
Durante um experimento de EAL por cultura continua, um Unico nutriente essencial €
usado como fator limitante do crescimento, enquanto todos os outros nutrientes séo
abundantes no meio (GRESHAM e HONG, 2015; MAVROMMATI et al., 2022).

A EAL tornou-se valiosa para a engenharia metabdlica e para a microbiologia
industrial, e pode ser utilizada para diferentes aplicagdes: Otimizacdo da taxa de
crescimento e aumento da tolerancia a estresses, assimilacao de substrato, aumento
do rendimento/titulo do produto e para estudos da fisiologia, do metabolismo e da
expressao génica de microrganismos. Diversas pesquisas com EAL estdo sendo
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conduzidas para a obtencdo de microrganismos com fendtipos de interesse
melhorados, como: melhoramento da producéao de etanol, aumento da producao de
bacteriocinas, acido lactico, lipideos e carotendides; além de obtencéo de resisténcias
térmica, osmotica e oxidativa, bem como melhoramento da assimilacao de substratos
de baixo valor agregado (SANDBERG et al., 2019).

Em uma pesquisa conduzida por da Silveira e colaboradores (2020) a levedura
Kluyveromyces marxianus foi sujeitada a EAL com o objetivo de obter linhagens
tolerantes ao etanol. As células de K. marxianus foram expostas a concentracao
constante de etanol (4 % v /v). A linhagem evoluida apresentou taxa de crescimento
especifico 122% maior do que sua linhagem selvagem quando cultivada em etanol
4% v/v. A toxicidade do etanol é um dos estresses mais prejudiciais que as células de
levedura sofrem durante a fermentacao alcodlica, resultando em menor viabilidade
celular, menor eficiéncia do processo fermentativo e diminuicdo da producao de
etanol. Portanto, a otimizagcdo da tolerAncia ao etanol pelos microrganismos
produtores de etanol é uma das principais melhorias que os pesquisadores buscam
(DA SILVEIRA et al., 2020; MAVROMMATI et al., 2022). Mladenovi¢ et al. (2019)
utilizaram o processo de EAL para melhorar a assimilacao de melaco e produtividade
de acido lactico por Lactobacillus paracasei, aumentando gradualmente a
concentragdo de melago durante o processo de evolugdo. A linhagem evoluida
apresentou maiores taxas de consumo de melago e 59% maior produtividade de acido
lactico quando comparado com a estirpe selvagem.

Um estudo realizado por Papiran e Hamedi (2021), a EAL sob estresse térmico
e oxidativo foi aplicada em L. /actis com o objetivo de aumentar os rendimentos de
biomassa e de nisina. A linhagem final adaptada ao estresse oxidativo, apresentou
producdo de biomassa e nisina aumentada 1,87 e 1,48, respectivamente, em relacédo
a linhagem selvagem. Além disso, a linhagem de L. /actis adaptada ao estresse
térmico apresentou producdo de biomassa e nisina aumentadas 1,2 e 1,32 vezes,
respectivamente, em relacdo a estirpe de L. lactis selvagem. Em outro estudo
realizado por Moreira, Mendes e Mantovani (2021), pioneiro na utilizacao da EAL em
bactérias lacticas para obtengc&o de maior rendimento de titulo de bacteriocinas, o
microrganismo produtor da bacteriocina bovicina HC5, S. equinus HC5, foi submetido
a um processo de EAL sob estresse acido e os resultados mostraram maior
recuperacao de bovicina HC5 pela linhagem adaptada em relagéo a selvagem. Além
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disso, o estudo contribuiu para o entendimento do nivel de expressao dos genes

biossintéticos de bovicina HC5 ao longo das fases do crescimento de S. equinus HCS.

A EAL é uma ferramenta valiosa que pode ser utilizada para a compreensao
das vias genéticas e/ou metabdlicas de microrganismos, bem como para o
melhoramento da fabricagao de produtos industriais de alto valor agregado, sendo um
método promissor e eficaz para a biotecnologia e microbiologia industrial
(MAVROMMATI et al., 2022). Estratégias como a EAL podem oferecer possibilidades
de obtencao de linhagens de S. equinus HC5 com melhores caracteristicas
fenotipicas, como producdo aumentada de bovicina HC5. Além disso, essa técnica
pode expandir os conhecimentos sobre a expressdo dos genes biossintéticos da
bacteriocina bovicina HC5, bem como aumentar o arcabouco de informacdes acerca
da fisiologia do S. equinus HC5. Devido a bovicina HC5 permanecer aderida ao
envelope celular do microrganismo produtor em razao da sua caracteristica catinica,
foi avaliada a hipétese de que a EAL de S. equinus HC5 submetido a estresse térmico
permite selecionar linhagens com alteracdes no envelope celular que contribuem para

0 aumento do rendimento de bovicina HC5.

Neste projeto, Streptococcus equinus HC5 foi submetido a diferentes
temperaturas de incubacéo para avaliar os efeitos do estresse térmico no crescimento
deste microrganismo. Posteriormente, foi utilizado a técnica de EAL por estresse
térmico para selecionar linhagens de S. equinus HC5 com fendtipos de interesse
melhorados.
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CAPITULO 2

1. INTRODUGCAO

O surgimento de bactérias multirresistentes a antibiéticos e a desaceleracao na
descoberta de novas classes destes medicamentos sdao considerados problemas
graves para a saude publica mundial (Organizacao Mundial de Saude — OMS, 2019).
Neste contexto, tem aumentado os estudos para identificar estratégias terapéuticas
com potencial de aplicacdo nos setores alimenticio, biomédico e agropecuario
(SOLTANI et al., 2021). Entre as moléculas com potencial antimicrobiano, as
bacteriocinas representam o grupo mais importante como alternativa aos antibiéticos,
visto que apresentam alta estabilidade quimica, amplo espectro de acao, baixa
citotoxicidade e baixa pressao seletiva para resisténcia bacteriana (BENITEZ-CHAO
et al., 2021; GROSU-TUDOR et al., 2014; PERALES-ADAN et al., 2018; TODOROV
et al., 2017). Isto posto, existe grande interesse em compreender a biossintese e

producao dessas moléculas antimicrobianas para aplicabilidade industrial.

Bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos sintetizados ribossomicamente
por bactérias e que apresentam diversidade em sua composicao quimica, estrutural e
funcional (COTTER et al. 2005). Dentre as bacteriocinas, a bovicina HC5 € um
lantibidtico de classe | de 2449 Da carregado positivamente, caracterizada pela
presenca de modificagcbes pos-traducionais. Este peptideo € sintetizado por
Streptococcus equinus HC5, bactéria aerotolerante, Gram-positiva, isolada do rimen
bovino (MANTOVANI et al,, 2002). Atualmente, a bovicina HC5 & a bacteriocina
isolada do rumen mais bem caracterizada. O cluster génico é constituido pelos genes
bvcATCBFEGRK, com tamanho estimado de 10,1 kb. O gene bvcA codifica o
precursor de bovicina HC5, bvcB e bveC codificam enzimas necessarias para
modificacao pos-traducional; bvcT possui homologia com o transportador necessario
para a secrec¢ao de lantibidticos. Os genes bvcF, bvcE, e bveG codificam as proteinas
de imunidade, enquanto bvcR e bvcK estao associados com o sistema de regulacéo
da biossintese do peptideo (AZEVEDO et al., 2015). A maior atividade especifica de
bovicina HC5 é observada na fase estacionaria do crescimento do S. equinus HC5,
sendo que devido a caracteristica catibnica do peptideo a maioria das moléculas
permanecem ligadas a membrana celular das células produtoras (MOREIRA,
MENDES E MANTOVANI, 2021; MANTOVANI et al., 2002).
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Bovicina HC5 apresenta estabilidade em altas temperaturas e pH acido e baixa
toxicidade in vivo e amplo espectro de acao, o que confere vantagens para a aplicacao
industrial (MANTOVANI et al., 2002;; AZEVEDO et al., 2015). Além disso, diversos
trabalhos demonstram resultados promissores para aplicacdo da bovicina HC5 na
industria de alimentos (MANTOVANI e RUSSELL, 2003; DE CARVALHO, et al., 2007;
DE CARVALHO, et al., 2008) e na agropecuaria (FLYTHE e RUSSELL, 2004; LEE et
al., 2002 LIMA et al., 2009; GODOY-SANTOS et al, 2019). Embora inUmeros
trabalhos tenham explorado o potencial de aplicacdo da bovicina HC5, se faz
necessaria a superacao de algumas barreiras tecnoldgicas para que a producao do
peptideo seja escalonavel, como o0 aumento do rendimento do peptideo produzido em

batelada.

Os estudos para aumentar a producado de bovicina HC5 tém focado na
otimizacao de fatores abidticos e nas condicées de crescimento do microrganismo
produtor, visando aumentar a biomassa celular ou o0 rendimento de bacteriocina
(BARBOGSA et al., 2015; DE CARVALHO et al., 2009). Além disso, Moreira, Mendes e
Mantovani (2021) selecionaram linhagens de S. equinus HC5 com caracteristicas
fenotipicas melhoradas e maior producao de bovicina HC5 por Evolucdo Adaptativa
em Laboratério (EAL) sob condicdo de estresse acido. A EAL é uma ferramenta
valiosa para a microbiologia industrial (MAVROMMATI et al., 2022). Nessa técnica,
populagdes microbianas sao cultivadas em condi¢gées de crescimento definidas por
periodos prolongados, e linhagens adaptadas com o fenétipo de interesse podem ser
selecionadas (LOPEZ-GONZALEZ et al. 2018; WU et al, 2022). A EAL pode
possibilitar obtencdo de mutantes de S. equinus HC5 com caracteristicas fenotipicas
desejaveis do ponto de vista industrial, como por exemplo a produ¢cdo aumentada de
bovicina HC5. Além disso, pode contribuir para expandir o conhecimento acerca dos

genes biossintéticos desta bacteriocina.

Em razéo da caracteristica catiénica da bovicina HC5, o peptideo permanece
aderido ao envelope celular do microrganismo produtor. No presente trabalho, foi
avaliada a hipétese de que a EAL de S. equinus HC5 sob estresse térmico permite
selecionar linhagens com alteragdes no envelope celular que contribuem para o
aumento do rendimento de bovicina HC5. Esta pesquisa, teve como objetivo,
selecionar linhagens de S. equinus HC5 com producao aumentada de bovicina HCS

utilizando a estratégia de EAL sob estresse térmico.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos e condicoes de cultivo

S. equinus HC5, produtor de bovicina HC5, foi cultivado a 42 °C em meio basal
(PC), semi-sintético, contendo (por litro): 292 mg de KH2PO4, 480 mg de (NH4) SOa,
480 mg de NaCl, 100 mg de MgS04.7H20, 64 mg de CaCl2.2H20, 500 mg de cisteina
hidrocloridrica, 1000 mg de Trypticase® (BBL Microbiology Systems, Cockeysville,
MD, EUA), 500 mg de extrato de levedura, 4000 mg de Na>-COs e 8000 mg de glicose.
O meio de cultura foi preparado anaerobicamente sob fluxo de CO: livre de O2 e o pH
final foi ajustado para 6,5 com NaOH (3 mols I'"). O crescimento foi monitorado em
espectrofotometro Spectronic 200E (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, EUA) por
meio da densidade Optica a 600nm (DOeoonm). Lactococcus lactis ATCC 19345,
bactéria susceptivel a bovicina HC5, foi utilizado como microrganismo indicador para
os ensaios de quantificagdo da atividade antimicrobiana. A bactéria indicadora foi
cultivada aerobicamente em caldo Brain Heart Infusion — BHI (Sigma-Aldrich®, Sao

Paulo, Brasil), a 37 °C, por 24 h antes do uso.

2.2 Evolucao Adaptativa em Laboratério (EAL)

2.2.1 Efeito da temperatura no crescimento de S. equinus HC5

S. equinus HC5 foi cultivado em diferentes temperaturas, entre 33°C e 51 °C,
por 24 h, mensurando a taxa de crescimento especifico (1) e a densidade Optica
(DOes00 nm), para estabelecer a faixa de temperatura para o cultivo de S. equinus HC5
durante a Evolucao Adaptativa em Laboratério (EAL) e para determinar a temperatura
6tima e maxima de crescimento. A taxa de crescimento especifico (u) foi calculada a
partir da regressao linear dos valores de logaritmo neperiano (In) da DOgoonm €m
funcdo do tempo (h), utilizando o programa Microsoft Office Excel (2013). Os
resultados obtidos foram utilizados para a construgédo do Grafico de Arrhenius [In (,
h') x 1/Temperature (K') ]. A temperatura mais alta que permitiu manter o
crescimento da cultura durante as transferéncias sucessivas do inéculo foi escolhida

como temperatura inicial para o experimento de EAL por bateladas.
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2.2.2 Obtencao de linhagens de S. equinus HC5 por Evolucao Adaptativa em

Laboratorio sob estresse térmico

Antes de iniciar o processo de evolucao adaptativa sob estresse térmico, a
cultura de S. equinus HC5 foi ativada em meio PC anaerobio, na temperatura 6tima
de crescimento estabelecida previamente. Apds a ativacdo, S. equinus HC5 foi
cultivado em meio PC anaerdbio sélido em camara de anaerobiose, por 48 h.
Posteriormente, uma colbénia de S. equinus HC5 foi selecionada e inoculada em meio
PC anaerdébio. Para iniciar a EAL, S. equinus HCS5, foi inoculado em tubo Hungate (16
x 125 mm) contendo 5 ml de meio PC anaerdbio (8 g | ! glicose) com DOsoonm ajustada
para 0,05; a incubagao foi realizada em banho-maria (Digital Thermostatized Bath,
modelo B105-DE, OVAN, Barcelona, Espanha) em temperatura de 47 °C. As
transferéncias em série do indculo (3 % v / v) para um novo tubo contendo 0 mesmo
meio de cultura foram realizadas quando a cultura atingiu a fase estacionaria de
crescimento. A cada 50 geracoes foi determinada a DOsoonm, a taxa de crescimento
especifica (U, h') e o tempo de geracéo da cultura (h). Foram utilizados como critérios
de adaptacao da cultura a temperatura, 0 aumento do p e da DOegoonm. Apds aumento
dos critérios de adaptacao, a temperatura de incubacao foi elevada para 48 °C. Para
a preservacao das estirpes adaptadas de S. equinus HC5, amostras das culturas
coletadas a cada 50 geragdes foram armazenadas em glicerol (25 % v /v)a-20°C e
a -80 °C para posterior caracterizagao fenotipica. O processo de evolugao adaptativa
foi realizado durante 120 bateladas, por aproximadamente 400 geracdes e 100 dias
(Figura 1).
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Para iniciar a EAL, S. equinus HC5 foi inoculado em tubo Hungate contendo 5 ml de meio PC anaerdbio (8 g | -! glicose)
com DOgggr, ajustada para 0,05 em temperatura de 47 °C. As transferéncias em série do inoculo (3 % v / v) para um
novo tubo contendo meio PC foram realizadas na fase estacionaria de crescimento de cada batelada. Apés aumento dos

critérios de adaptacéo, a temperatura de incubacao foi elevada para 48 °C.

Figura 1: Fluxograma metodoldgico experimental da EAL.

2.3 Caracterizacao fenotipica das linhagens de S. equinus HC5 obtidas na EAL

As linhagens de S. equinus HC5 obtidas durante a EAL foram comparadas com
a linhagem selvagem quanto aos parametros cinéticos de crescimento (DOeoonm,
massa seca e velocidade especifica de crescimento) e producéo de bovicina HC5. As
culturas também foram avaliadas quanto a produgdo de acidos organicos e
composicao de lipideos de membrana. As linhagens adaptadas onde a recuperacéo
de bovicina HC5 foi distinta da linhagem parental foram submetidas a anélise de PCR
quantitativo em Tempo Real (RT-gPCR) para avaliar a expressdo dos genes de
biossintese, imunidade e regulacdo da sintese de bovicina HC5. A caracterizacao

fenotipica da bactéria foi realizada em cultivos em batelada sob temperatura de 42 °C.
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2.3.1 Parametros cinéticos de crescimento

Para determinar a DOsoonm € a velocidade especifica de crescimento (u, h'') da
linhagem selvagem e das linhagens obtidas por EAL, as culturas foram cultivadas
anaerobicamente em tubos Hungate contendo 5 ml de meio PC a 42 °C, por 24 h. A
DOsoonm foi monitorada utilizando o espectrofotémetro Spectronic 200E (Thermo
Fisher Scientific, Madison, WI, EUA). O u foi calculado a partir da regressao linear dos
valores de logaritmo neperiano (In) da DOsoonm €m funcao do tempo (h), utilizando o

programa Microsoft Office Excel (2013).

2.3.2 Extracao da bovicina HC5

Para avaliar a eficiéncia do método de extragdo da bovicina HC5 do S. equinus
HC5 selvagem e das linhagens obtidas no processo de EAL, foi utilizado o protocolo
de Mantovani et al. (2002), sob diferentes condigbes de temperatura de extracao,
conforme descrito abaixo. Apds 24 h de fermentagéo, o pH dos cultivos foi ajustado
para 7,0, com NaOH (2 M). Posteriormente, as culturas foram submetidas a
temperatura de 75°C por 30 min para inativacdo de peptidases. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 10.000 g por 20 min, 4 °C (Sigma 4K15 centrifuge -
Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode, Germany) e o sobrenadante foi descartado.
As células foram ressuspendidas em 10 ml de solucao de cloreto de sodio (100 mM)
com pH ajustado para 2,0 com solugdo de HCI (1 M). As suspensdes foram
submetidas a diferentes temperaturas de incubacdo: 5 ml de cada suspenséo foram
incubados a 4 °C por 16 h e 5 ml foram tratados termicamente a 100 °C por 10 min.
ApGs as incubacgdes, as suspensoes de células foram centrifugadas a 10.000 g por 20
min, a 4 °C e o sobrenadante foi recuperado para avaliagdo da atividade de bovicina
HCS.

A atividade antimicrobiana do extrato foi analisada pelo método de difusdo em
meio solido segundo Tagg et al. (1976). Os ensaios foram realizados utilizando 20 ml
de meio BHI e 20 pl de inéculo com densidade éptica ajustada na escala McFarland
0,5. 25 pl dos diferentes extratos foram colocadas em pogos nas placas de agar BHI,
utilizando como microrganismo indicador Lactococcus lactis ATCC 19345. As placas

foram incubadas a 4 °C por 16 h e posteriormente, a 37 °C por 24 h.
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2.3.3 Massa seca e recuperacao da atividade de bovicina HC5

A recuperacao da atividade de bovicina HC5 de S. equinus HC5 selvagem e
das linhagens obtidas no processo de EAL foi realizada conforme Mantovani et al.
(2002), com temperatura de extragcado de 100 °C por 10 min, definido previamente. O
extrato recuperado foi utilizado para avaliacdo da atividade da bovicina HC5 e a
biomassa de células foi utilizada para a quantificacdo da massa seca. A massa seca
foi determinada apds secagem em estufa a 105 °C até obter peso constante (Estufa
de Secagem e Esterilizacdo — Fanem 315 SE, Sao Paulo, Brasil) (DE CARVALHO et
al., 2009).

A atividade antimicrobiana do extrato de bovicina HC5 foi analisada pelo
método de difusdo em meio sélido (HOOVER E HARLANDER, 1993). Dilui¢des
seriadas do extrato foram realizadas em agua ultrapura e aliquotas de 25 pl de cada
diluicdo foram colocadas em pogos nas placas de &agar BHI, utilizando como
microrganismo indicador L. lactis ATCC 19345. Os ensaios foram realizados utilizando
20 ml de meio BHI e 20 pL de in6culo ajustado na escala McFarland 0,5. As placas
foram incubadas a 4 °C por 16 h e posteriormente, a 37 °C por 24 h. O titulo de
bovicina HC5, expresso em unidades de atividade (AU), foi calculado da seguinte
forma: AU/ ml = (1000/25) (FD), no qual o FD é o fator de maior diluigdo que produziu
uma zona de inibicado com pelo menos 5 mm de diametro a partir da borda do pogo. A
atividade especifica da bovicina HC5 foi calculada dividindo o titulo de bacteriocina

pela biomassa (AU / ml por mg de massa celular seca).
2.3.4 Analise do consumo de glicose, producao de acidos organicos e etanol

Para a analise da producao de acidos organicos (acido férmico, acido lactico,
acido acético), etanol e glicose residual, S. equinus HC5 selvagem e as linhagens
adaptadas, foram cultivados em 5 ml de meio PC em tubos Hungate, com DOgoonm
ajustado para 0,05. As incubacdes foram realizadas a 42 °C por 24 h. Como controle,
foram utilizadas amostras do meio PC sem adicdo do inéculo. Apbés 24 h de
fermentagao os cultivos foram centrifugados a 10.000 g por 15 min (Eppendorf 5417C
Centrifuge - Hamburgo, Alemanha). Posteriormente, o sobrenadante foi filtrado em
filtros de seringa PVDF Fl de 13 mm com poros de 0,45 uM e 500 pl foram adicionados

aos vials de cromatografia para posterior analise.
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As quantificacdes dos acidos organicos e glicose residual foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em cromatografo liquido Dionex
Ultimate 3000 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA). Foi utilizado detector por
indice de refracao (RI) Shodex Rl — 101 e coluna Phenomenex Rezex-ROA (300 x 7,8
mm, Phenomenex Inc. Torrance, CA, EUA). A fase movel usada foi de H2SO4 em
concentragao de 5 mmol / L em agua ultrapura, com fluxo de 0,7 ml/ min e temperatura
de forno de 45 °C. O volume de injecao por amostra foi de 20 ul. O rendimento dos
acidos organicos e etanol foi expresso pela razdo da concentragao dos produtos pelo

consumo de glicose, de acordo com a equacgao Yess (9/9)-

2.4 Extracao de acidos graxos de membrana e analise de ésteres metilicos

S. equinus HC5 selvagem e as linhagens adaptadas foram cultivadas em 50 ml
de meio PC em frascos de penicilina a temperatura de incubacao de 42 °C por 24 h.
Posteriormente, os cultivos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min (Eppendorf
5417C Centrifuge - Hamburgo, Alemanha) e a biomassa celular foi lavada com
solucdo salina. Os acidos graxos da membrana foram saponificados, metilados e

extraidos seguindo o protocolo recomendado por Rozes (1993).

A saponificacado foi realizada pela adicdo de 1 ml do Reagente 1 (3,75 mol |
NaOH:CH3OH, 1:3 v/v), seguido de breve agitagdo e aquecimento dos tubos a 95 °C
por 25 min. A metilag&o foi feita incubando os tubos arrefecidos com 2 ml de Reagente
2 (CH30OH:6N HCI, 85:1) a 80 °C durante 10 min. As reagdes de extragao foram entao
realizadas adicionando 1,25 mL de Reagente 3 (CsH14:CsH120, 1: 1 v/v) e agitando
suavemente os tubos por 10 min. A fase aquosa inferior foi removida e foram
adicionados 3 ml de Reagente 4 (0,3 mol I NaOH) a fase orgéanica. Apds agitacéo
por 5 minutos, a camada superior organica foi colocada em um frasco de

Cromatografia Gasosa (GC) para andlise.

A andlise de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) foi realizada em
cromatégrafo GC Agilent Technologies 7890A (Wilmington, DE, EUA) equipado com
coluna capilar de metil-silicone (HP-ULTRA 2-25 m x 0,2 mm x 0,33 pm). A
temperatura inicial do forno foi mantida constante em 310 °C, e o hidrogénio (H2) foi
usado como gas de arraste. Os FAMEs foram identificados com o software Sherlock
(RTSBAG Library, Verséo 3.9, Microbial ID, Newark, DE, EUA), com base nos tempos
de retencao do padrao de calibracdo externo antes da andlise da amostra. O padrao
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de calibracao foi composto por uma mistura de acidos graxos saturados de cadeia

linear de 9 a 20 carbonos de comprimento (9:0 a 20:0) e cinco hidroxiacidos.

2.5 Analise da expressao dos genes biossintéticos de bovicina HC5 por PCR
quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)

O RT-qPCR foi realizado para quantificar a expressao relativa dos genes de
bovicina HC5 das linhagens de S. equinus HC5. Pares de primers foram projetados
para flanquear os genes biossintéticos (bvcATCBFEGRK) envolvidos na biossintese
de bovicina HC5 usando GenScript Real-time PCR (TagMan) Primer Design Tool
(https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-primer-design-tool)
(MOREIRA, MENDES e MANTOVANI, 2021). As sequéncias dos iniciadores de
bovicina HC5 estao listadas na Tabela 1.

Tabela 1: Primers de RT-qPCR para genes o0s biossintéticos de bovicina HC5.

Gene Product Sequence (5'—3’) Accession
number

bvcA  Bovicin HC5 TGGCGCTCATGTTGAAGTAGGT BAP19019
structural gene AACATACTTCCAACATGAACCAGGAG

bveT  Bovicin HC5 GCGAGAGAATATAGGCTTGGGAGA BAP19020
transporter TTTGCCACTGCCCTCCTGAT

bveC Lanthionine CACGGCATAATTGGTCCGCTT BAP19021
synthetase GCCATGCGACTTGGACTGTT

bveB  Lantibiotic GGACCGAGAGAACGCCAAGAAG BAP19022
dehydratase CCTTAGGTCCGCCATACCTAT

bvcF  Transporter CTAATGGGGCTGGTAAGTCA BAP19023

Immunity protein e GTCTCCATTCATGACCA

bveG  Transporter TTGGTCACGAAGAGGTGGTG BAP19024
Immunity protein 05 ACACCTGCTTCCATAT

bvcE  Transporter AGACTCCTAGTGTAACTTCGCT BAP19025
Immunity protein - =, A GTGGCTCTAGAAGTCGCA

bvcK  DNA-binding AGAGGCTGCCAATAAGACGA BAP19026
response
ootiator AGGTGCCCAAAATCCTCAGT

bvcR AGTTAACGCAGACGGAGATGA BAP19027
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Signal TTGATTTCCGTCCCAAAGCC
transduction
histidine kinase

gyrA DNA gyrase TTGTTGCTCGTGCTCTTCCT WP024344064
subunit A TAACATCCCCGGTGATACGT

16S 16S ribosomal TGCCTTGGCACTAGAAGC KF573427 .1

rRNA RNA TCCCCCATTCGGACATCT

Para a extracdo de RNA total do S. equinus HC5 selvagem e das linhagens
adaptadas, foram realizados cultivos em condicdo andxica em 50 ml meio PC, a 42
°C e apds 12 h (fase estacionaria) amostras de 25 ml foram coletadas e centrifugadas
(10.000 g/10 min). Posteriormente, foi adicionado 1 ml de nitrogénio liquido nos
microtubos contendo o pellet celular obtidos na centrifugacdo e foi realizada a
maceracao das amostras com o pistilo. Em seguida, foi adicionado 1 ml de TRl
Reagent® (Sigma-Aldrich Corp, WI, EUA.), seguindo as instrucdes do fabricante. A
concentragao total e pureza dos acidos nucleicos foram determinadas com leituras de
absorbancia (260 nm e 280 nm) utilizando espectrofotdmetro Nanodrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Para verificar a integridade dos
acidos nucleicos, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
(1%) a 80 V por 30 min.

O RNA extraido foi tratado com DNAse (Promega, Madison, WI, EUA) e
posteriormente, convertido em seu DNA complementar (cDNA) por High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, WI, EUA). Foi utilizado 20
ng de cDNA para realizar o RT-gPCR usando o CFX96 Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). As reagdes foram realizadas em placas de 96
pocos, em volumes de 10 pl, contendo: 5 pl Maxima SYBR Green gPCR Master Mix
(2x) (Thermo Fisher Scientific), 0,8 ul de cada primer (10 umol 1), 2 ul de cDNA diluido
e 1,4 ul de 4gua livre de RNase. A reacao de amplificacdo consistiu de desnaturacao
inicial a 95 °C (10 min) seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C (30 s),
anelamento e extensdo a 60 °C (1 min), conforme instru¢des do fabricante. A andlise
da curva de fusao foi realizada imediatamente ap6s o ultimo ciclo de RT-gPCR com
uma etapa preliminar de desnaturagéo a 95 °C por 1 min, manutencéo inicial a 60 °C
/ 1 min, seguida de incremento na temperatura para 95 °C em rampa com taxa de 1
°C / min e aquisi¢do continua de fluorescéncia. As curvas de fusdo foram geradas

plotando os valores de fluorescéncia versus temperatura.
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O software Bio-Rad CFX Manager 2.0 versao 2.0.885.0923 (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) foi utilizado para calcular os valores de limiar de ciclo (Ct) e coletar os dados
de ponto de fusdo. Para cada conjunto de primers, R? foi determinado e a eficiéncia
de amplificagdo foi calculada usando a seguinte equacgdo: E = (10-"slor¢) -1 da
concentragdo de cDNA de controle (SOUZA et al, 2019). Os genes de RNA
riboss6mico 16S (76S rRNA) e DNA girase A (gyrA) de S. equinus HC5 foram usados
como genes enddgenos de referéncia para calcular os niveis de expressao relativa.
Os resultados foram expressos pela média da expressao relativa obtida a partir de

cada gene enddgeno.

2.6 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados com trés réplicas biol6gicas e em duplicatas.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia unilateral (ANOVA one-way),
seguido de teste de comparagao de médias (Tukey e Bonferroni) a 5 % significancia.

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao.

3. RESULTADOS

3.1 Evolucao Adaptativa em Laboratério (EAL)

3.1.1 Grafico de Arrhenius

S. equinus HCS5 foi cultivado em diferentes temperaturas de incubacao, entre
33 °C e 51 °C, a maior taxa de crescimento especifico (1 = 2,16 + 0,03 h'), foi
observada quando S. equinus HC5 foi cultivado a 42 °C (Figura 2). Temperaturas de
cultivo acima de 42 °C causaram redugdo nos valores da taxa de crescimento
especifico e temperaturas maiores que 49 °C inibiram completamente o crescimento
bacteriano(P < 0,05).
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Figura 2: Grafico de Arrhenius demonstrando o efeito da temperatura na taxa de
crescimento especifico (y, h™') de S. equinus HC5. S. equinus HC5 foi cultivado por
24 h em meio PC anaerdbico em diferentes temperaturas de incubacao. O indculo
inicial foi ajustado para 0,05 de DOsoonm. O u foi mensurada por regressao linear entre
os valores de In da DOsoonm @0 longo do tempo (h). a* representa a maior média entre

os tratamentos pelo teste de Tukey e/ou Bonferroni a 5%.

Quando o efeito de diferentes temperaturas de incubagao na DOegoonm de S.
equinus HC5 foi monitorado (Figura 3), observou-se que as temperaturas de cultivo
entre 40 °C e 42 °C resultaram nos maiores valores de DOegoonm (5,24 + 0,41) e ndo
houve diferenga estatistica nesse intervalo. Em temperaturas maiores que 42 °C foi
observado diminuicdo da DOeoonm, sendo que a 48 °C a DOsoonm foi de
aproximadamente 1,91. Apesar de S. equinus HC5 apresentar crescimento a 49 °C
(DOsoonm de aproximadamente 0,20) ndo houve diferenca estatistica quando
comparada com temperaturas de 50 °C e 51 °C, nas quais o crescimento microbiano

nao foi notado.
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Figura 3: Efeito da temperatura de incubacao na densidade éptica 600 nm (DOsgoonm)
de S. equinus HC5. S. equinus HC5 foi cultivado por 24 h em meio PC anaerobico. Os
valores apresentados foram subtraidos da DOsoonm inicial (0,05). Letras iguais nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
3.1.2 Obtencao de linhagens de S. equinus HC5 por EAL sob estresse térmico

Para selecionar linhagens de S. equinus HC5 com fenétipos melhorados para
producao de bovicina HC5, utilizou-se 0 método de evolugao adaptativa em laboratério
por estresse térmico. A EAL foi iniciada com a temperatura de incubagéo de 47 °C na
qual a taxa de crescimento especifico de S. equinus HC5 foi de 1,12 + 0,02 h'' e
DOsoonm de 3,17 £ 0,08. Durante as primeiras 150 geracbes houve aumento da taxa
de crescimento especifico em aproximadamente 0,26 h™' e elevagdo da DOsoonm €M
aproximadamente 1,31 comparado com a linhagem selvagem (P< 0,05) (Figuras 4 e
5).

Ap6s 150 geragbes aumentou-se o estresse térmico com a elevacdo da
temperatura de incubacéo para 48 °C e foi observado queda na taxa especifica de
crescimento, de 1,37 + 0,02 h' para 0,89 + 0,02 h"' (P< 0,05). (Figura 4). Os valores
de u aumentaram nas geracOes seguintes e mantiveram-se constantes, sendo de

aproximadamente 1,33 h™' nas Gltimas 100 geragdes do processo evolutivo (P< 0,05).
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Figura 4: Efeito da evolucao adaptativa em laboratério por estresse térmico na taxa
de crescimento especifico (i, h'') de S. equinus HC5. O experimento de EAL foi
conduzido nas temperaturas de incubacao de 47 °C por 150 geracdes e depois a 48
°C por 250 geracgdes. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Em resposta ao aumento da temperatura de incubagdo para 48 °C foi
observado diminuigdo da DOegoonm de 4,48 £ 0,05 para 4,05 + 0,08, a qual se manteve
constante nas geragdes seguintes. A linhagem de S. equinus HC5 40048 (linhagem
adaptada), aumentou (P< 0,05) a DOsoonm €m aproximadamente 2,12 em relagéo a
S. equinus HC5 WT (selvagem) quando cultivadas em temperatura de 48 °C (Figura
5e6).
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Figura 5: Efeito da evolucao adaptativa em laboratério por estresse térmico na
DOsoonm de S. equinus HC5. O experimento de EAL foi conduzido nas temperaturas
de incubacéao de 47 °C por 150 geracdes e depois a 48 °C por 250 geragdes. Letras

iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

S. equinus HC5  S. equinus HCS
40048 (adapted) WT

Figura 6: Crescimento de S. equinus HC5 WT (selvagem) e de S. equinus HC5 40048
(linhagem adaptada) em temperatura de incubacao de 48 °C. As linhagens selvagem
e adaptada foram cultivadas em meio PC anaerdbico com DOsoonm inicial de 0,05.
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Apl6s 24 h de incubagao S. equinus HC5 WT e S. equinus HC5 40048 obtiveram
DOeoonm de aproximadamente 1,91 £ 0,11 e 4,03 £ 0,06, respectivamente.

O tempo de geracao de S. equinus HC5 reduziu de 0,62 + 0,01 h para 0,50
0,01 h nas primeiras 150 geracdes do processo de EAL (Figura 7) em fungcao da maior
taxa de crescimento especifico observada nas linhagens de S. equinus HC5. Apés a
elevacao da temperatura de incubacao para 48 °C observou-se aumento do tempo de
geracao em aproximadamente 0,27 h (P< 0,05). Nas geracdes seguintes o tempo de
geragao diminuiu e se manteve constante nas ultimas 100 gerag¢des, com média de
0,52 £ 0,01 h. A média de tempo de geracao ao longo do processo evolucao foi de
0,58 £ 0,08 h.
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Figura 7: Efeito da evolucao adaptativa em laboratorio por estresse térmico no tempo
de geracado (h) de S. equinus HC5. O experimento de EAL foi conduzido nas
temperaturas de incubacao de 47 °C por 150 geragbes e depois a 48 °C por 250

geracoes. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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3.2 Caracterizacao fenotipica das linhagens de S. equinus HC5 obtidas na EAL

3.2.1 Parametros cinéticos de crescimento

Oito linhagens de S. equinus HC5 foram selecionadas durante a EAL: HC5
5047, HC5 10047, HC5 15047, HC5 20048, HC5 25048, HC5 30048, HC5 35048, HC5
40048. Essas linhagens foram comparadas com a linhagem selvagem quanto a
velocidade especifica de crescimento (h'), densidade dptica 600 nm (DOsoonm),
producdo de massa seca (mg ml-') e pH final, em temperatura de incubagéo de 42 °C

(Figura 8) e producao de bovicina HC5 (Figuras 9 e 10).

A cultura de S. equinus HC5 selvagem apresentou maior taxa de crescimento
especifico (2,16 + 0,02 h™') e maior DOgoonm (5,46 + 0,28) em relagédo as linhagens
adaptadas quando cultivada a 42 °C (Figuras 8A e 8B). Os valores de u para as
linhagens obtidas no processo de evolugdo adaptativa variaram entre 1,13 h-' e 1,48
h'. Em relacdo a recuperacdo de massa seca, a linhagem de S. equinus HC5
selvagem também resultou em maior rendimento de biomassa de 0,75 + 0,03 mg ml’
' e nao apresentou diferenca estatistica significativa quando comparada com as
linhagens HC5 5047, HC5 10047, HC5 25048 e HC5 35048 (Figura 8C). Nao foi
observado diferenca significativa entre os valores de pH final das linhagens de S.
equinus HC5 analisadas. O pH final médio entre os cultivos foi de 3,85 + 0,12 (Figura
8D).
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Figura 8: Parametros cinéticos de crescimento de S. equinus HC5 WT (selvagem) e
das linhagens obtidas na EAL. A: Taxa de crescimento especifico maxima B:
Densidade 6ptica 600 nm (DOeoo nm) C: Massa seca (mg mL"). D: Valores de pH. O
experimento foi realizado em meio PC anaerdbio com temperatura de incubacao de
42 °C por 24 h. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Nado houve diferenga significativa entre os valores de pH final das

linhagens de S. equinus HC5 analisadas.
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3.2.2 Extracao da bovicina HC5

Foram avaliados dois métodos para a recuperacao de bovicina HC5 das células
de S. equinus HC5, o quais basearam-se em diferentes temperaturas de extracdo. O
teste de atividade revelou que a extragcao em baixa temperatura (a 4 °C por 16 h) nao
foi eficiente para recuperar a bovicina HC5 das linhagens de S. equinus HC5
selecionadas na EAL (Figura 9). Apenas o extrato de S. equinus HC5 (WT) apresentou
atividade antimicrobiana (zona de inibicao de 20 £ 0,58 mm) (Figura 9). No entanto,
todos os extratos de bovicina HC5 obtidos por extracdo em alta temperatura (a 100
°C por 10 min) apresentaram atividade antimicrobiana. A maior zona de inibicao foi
observada pelo extrato da linhagem HC5 40048 (24 + 0,58 mm), seguido pela
linhagem selvagem (22 + 0,58 mm) (Figura 9). Nao houve diferenca estatistica no
didmetro dos halos dos extratos das linhagens HC5 15047, HC5 20048, HC5 25048,
HC5 30048, HC5 35048; e os menores diametros foram observados nas linhagens
HC5 5047 e HC5 10047 (Figura 9B). Quando a atividade de bovicina HC5 foi avaliada
no sobrenadante livre de células, foi observado que apenas o sobrenadante da
linhagem selvagem apresentava atividade de bovicina HC5.

] . Zone of inhibition (mm
S. equinus HCS strains (mm)
Cold extraction Hot extraction

A S. equinus HC5 WT 20 220

Cold extraction B . equinus HCS 5047 ; 134
C 8. equinus HC5 10047 - 17¢

D S. equinus HC5 15047 - 20"

5 E S. equinus HC5 20048 - 220

Hot extraction " F S, equinus HC5 25048 - 20°
' , ; G S. equinus HCS 30048 - 20°

H S. equinus HC5 35048 - 220

I S. equinus HCS 40048 - 242

Figura 9: Eficiéncia dos métodos de extragdo de bovicina HC5 em alta temperatura
(a 100 °C por 10 min) e baixa temperatura (a 4 °C por 16h) a partir de células de S.
equinus HC5. A: Teste de atividade dos extratos de bovicina HC5 obtidos na extragéo
em baixa e alta temperatura, utilizando L. /lactis ATCC 19345 como indicador. As letras
maiusculas representam a identificagdo dos extratos. B: Identificacdo dos extratos
correspondentes as respectivas linhagens de S. equinus HC5 por letras mailsculas.
Tamanho das zonas de inibicdo (mm) formadas pela atividade de bovicina HC5. Letras
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mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
3.2.3 Atividade especifica de bovicina HC5

A atividade especifica de bovicina HC5 foi comparada entre a linhagem
selvagem de S. equinus HC5 e as linhagens selecionadas por EAL (Figura 10). A
linhagem HC5 40048 apresentou a maior atividade especifica de bovicina HC5 entre
as linhagens avaliadas (1022,22 + 38,49 AU ml'' mg de massa seca') (P< 0,05).
Quando comparada com a linhagem selvagem (425,10 + 14,12 AU ml"" mg de massa
seca) o aumento da atividade foi de 140%. Além disso, a linhagem HC5 20048
apresentou aumento de 26% na atividade especifica de bovicina HC5 (539,36 + 5,22
AU ml"' mg de massa seca') quando contrastada com a linhagem selvagem (P<
0,05). Nao houve diferenca estatistica significativa na atividade especifica de bovicina
HC5 entre as linhagens HC5 15047, HC5 25048, HC5 30048, HC5 35048 e a linhagem
selvagem. Em contraste, as linhagens HC5 5047 e 10047 apresentaram reducéo de

aproximadamente 56% na produc¢ao de bovicina HC5 (P< 0,05).
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Figura 10: Atividade especifica dos extratos de bovicina HC5 entre diferentes
linhagens de S. equinus HC5. Os cultivos foram realizados em meio PC anaerobio,
com temperatura de incubagao de 42 °C por 24 h. A bovicina HC5 foi extraida a 100
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°C por 10 min. A atividade especifica da bovicina HC5 foi calculada dividindo o titulo
de bacteriocina pela biomassa (AU ml"' mg de massa seca celular'). Letras iguais nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
3.2.4 Consumo de glicose, producao de acidos organicos e etanol

Foi observado que tanto S. equinus HC5 selvagem, quanto as linhagens
obtidas no processo de EAL consumiram aproximadamente 95% (7,22 + 0,02 g) da
glicose disponivel no meio. Em relacao a producao de acidos organicos e etanol, foi
identificado producédo de acido lactico e etanol por todas as linhagens de S. equinus
HC5 avaliadas e néao foi detectado &cido formico e &cido acético no sobrenadante livre
de células. As linhagens HC5 30048 e HCS5 35048 resultaram nos maiores
rendimentos de &cido lactico (P< 0,05) (2,58 + 0,19 g/g e 2,29 * 0,19 g/g,
respectivamente) com valores semelhantes estatisticamente . A linhagem selvagem
de S. equinus HC5 apresentou rendimento de acido lactico de aproximadamente 1,98
g/g, com diferenca estatistica apenas para a linhagem HC5 30048 (P< 0,05) (Figura
11)

Em relacdo a producdo de etanol, as linhagens HC5 15047 e HC5 25048
apresentaram os maiores rendimentos (0,068 + 0,02 e 0,039 + 0,01 g/g,
respectivamente) (P< 0,05). A linhagem selvagem obteve rendimento de cerca de
0,021 g/g, menor do que o observado para a linhagem HC5 15047 (P< 0,05) (Figura
11).
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Figura 11: Rendimento de acido lactico e etanol por S. equinus HC5 selvagem e pelas
linhagens selecionadas por EAL. A: Producéo de acido lactico por glicose consumida
(g/g). B: Producao de etanol por glicose consumida (g/g). Os cultivos das linhagens
de S. equinus HC5 foram conduzidos em temperatura de incubacao de 42 °C, em
meio PC anaerdbio. O rendimento de acido lactico e etanol foram expressos pela
razao da concentracao dos produtos pelo consumo de glicose (Yr/isQ/g). Letras iguais

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.3 Composicao de acidos graxos da membrana

A linhagem selvagem de S. equinus HC5 e quatro linhagens obtidas no
processo de EAL (HC5 10047, HC5 20048, HC5 30048 e HC5 40048) foram avaliadas
quanto a composicao de acidos graxos da membrana. A analise de éster metilico de
acidos graxos (FAMEs) mostrou alteracdes na composicdo dos acidos graxos da
membrana das culturas de S. equinus HC5 submetidas a EAL (Tabela 2). Apenas na
membrana celular das linhagens de S. equinus HC5 obtidas por EAL foram
encontrados os acidos decanoico (C10:0), eicosanoico (C20:0) e tridecanoico (C13:1).
Em relacéo aos acidos graxos saturados, foi observado que a membrana da linhagem
HC5 40048 apresentou diminuicdo (P < 0,05) da propor¢cao do acido hexadecanoico
(C16:0) quando comparada com a variante HC5 10047 e aumento (P< 0,05) da
proporgcdo do acido octadecanoico (C18:0) em comparagdo com a linhagem HC5
30048. Acerca dos acidos graxos insaturados, foi notado que na membrana das
linhagens adaptadas houve diminuicdo (P< 0,05) da concentragdo do acido
hexadecendico (C16:1 w5c) e de acido octadecanoico (C18:1 w7c) na linhagem HC5
10047 (P< 0,05) em comparacdo com a linhagem selvagem. A proporgéo de acidos
graxos saturados para insaturados aumentou (P< 0,05) na linhagem HC5 10047 em
contraste com S. equinus HC5 selvagem e nao foi observado diferenca estatistica
entre as linhagens HC5 20048, 30048, 40048 e a linhagem selvagem.
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Tabela 2: Concentracao relativa de acidos graxos de S. equinus HC5 selvagem e das linhagens selecionadas por EAL apds

crescimento por 24 h a 42 °C em meio PC anaerobico.

Fatty acids

Saturated

Decanoic acid

Dodecanoic acid
2-hydroxytridecanoic acid
Tetradecanoic acid
2-hydroxypentadecanoic acid
Hydroxyhexadecanoic acid
Hexadecanoic acid
3-hydroxyhexadecanoic acid
Heptadecanoic acid
2-heptadecanoic acid
Octadecanoic acid
17-methyloctadecanoic acid
Eicosanoic acid

Unsaturated
Tridecanoic acid
7(Z)-hexadecenoic acid

Abbreviation
10:0

12:0

13:0 20H
14:0

15:0 20H
16:0 OH
16:0

16:0 30OH
17:0

17:0 20H
18:0

19:0 isso
20:0

13:1
16:1 w9c

Relative concentrations (%)

HC5 WT
2.32 £0.80
0.26 £0.10
11.70 £ 2.40
0.43 £0.01
0.96 £0.47
38.10£2.30 %
0.26 £0.02
0.28 +£0.04
0.76 £0.29
8.70 +1.56 *
1.24+0.10 2

6.94 £0.35

S. equinus HC5 strains

HC5 10047
1.10+0.60 ®
10.85 +4.92
0.20 £0.10
19.40 +2.90
1.55 +1.23
38.31+3.19%
0.41 £0.06
0.38 £0.26
0.30 +£0.04
1414 +0.63 %

0.23+0.11 %

0.34+£0.09°
5.20 £1.27

HC5 20048
0.59 +0.35%
7.27 +0.33
0.54 +0.30
15.83 £6.75
0.70 £ 0.27
0.83+0.20
32.96 £2.90
0.34 +0.13
0.84 +0.42
0.46 +0.08
10.74 £5.37 %
1.58 £0.08 @
0.37 £0.07 @

0.38+0.19°
6.80 +0.80

HC5 30048
0.93+0.54 ¢
6.44 +0.98
0.61 +£0.19
20.00 £1.77
0.69 +0.34
1.75 +0.91
31.60+2.252
0.33 £0.06
0.95 +0.71
0.28 +£0.05
7.45+042°
0.47 £0.15°

0.68 £0.11 %
7.08 £0.20

HC5 40048
0.83+0.17 %
5.58 £0.71
0.54 £0.12
15.85 +3.85
0.70 £ 0.06
2.33 £1.33
30.49 £2.63°
0.78 £0.23
0.33 £0.03
17.93 +3.56 @
1.18 £0.47 %
0.40 £0.07 @

0.87+0.11 @
5.39+£0.78

P-value

0.023
0.057
0.145
0.178
0.071
0.524
0.025
0.294
0.446
0.073
0.034
0.007
0.004

0.002
0.064
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9(Z)-hexadecenoic acid/8/(2)- 16:1 w7c/16:1 wéc 3.43 £ 0.56 3.38 £0.38 3.81 £1.21 3.97 £0.79 3.50 £0.75 0.856
hexadecenoic acid
11(Z)-hexadecenoic acid 16:1 w5c 2.00+0.082 1.15+0.27° 1.13+0.29° 1.10+0.19° 1.02+0.19° 0.010
9(Z)-octadecenoic acid 18:01 w7c 14.02+29928 4.76+275° 7.73+3.13% 832+1.123% 970+235%2 0.017
9(Z)-octadecenoic acid 18:1 w9c 6.18 £2.28 3.35+£0.48 5.31 £ 0.61 5.05+1.73 7.02 +1.51 0.215
10(Z)-nonadecenoic acid 19:1 iso | - - 0.62 £0.08 0.67 £0.45 0.49 +0.06 0.052
11(2)-eicosenoic acid 20:1 w9c 1.04 £0.12 0.42 £0.05 1.01 £0.07 0.86 +0.33 0.91 £0.23 0.134
Sat./Unsat. Ratio 1.79+0.03° 467+059°23 273+054% 258+0.223% 257+0.78% 0.045

Os valores estao representados em média e desvio padrao (). OH* posi¢do do grupo hidroxila da extremidade acida. w* extremidade metil do acido
graxo. ¢* configuracao cis da ligagao dupla. iso* acidos graxos ramificados. Sat./Insat.* propor¢gao de acidos graxos saturados para insaturados. — *

nao detectado. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.




56

3.4 Anadlise da expressao dos genes biossintéticos de bovicina HC5 por PCR
quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)

RT-qPCR foi utilizado para avaliar os niveis de expressao dos genes do cluster
da bovicina HC5 na linhagem selvagem de S. equinus HC5 e em quatro linhagens
selecionadas no processo de EAL e que apresentaram atividade especifica de
bovicina HC5 diferentes. As analises confirmaram que os genes envolvidos na
biossintese da bovicina HC5 foram diferencialmente expressos entre as linhagens de

S. equinus HC5 avaliadas (Figura 12).

A linhagem adaptada HC5 40048 apresentou maiores niveis de expressao do
gene que codifica para o peptideo precursor (bvcA) em comparagcao com as outras
linhagens avaliadas (P< 0,05) (Figura 12.B). No entanto, a linhagem selvagem
apresentou maior expressao do gene do transportador (bveT), sendo que, entre as
linhagens adaptadas, o maior nivel de expressao desse gene ocorreu na linhagem
HC5 40048 (P< 0,05) (Figura 12.C). Em relagao aos genes que codificam as enzimas
de modificacao po6s-traducional (bveB e bveC), nao houve diferencga significativa nas
expressoes entre as linhagens selvagem e HC5 40048; as linhagens HC5 10047, HC5
20048 e HC5 30048 mostraram baixa expressao desses genes (Figura 12D e 12E).
As expressdes dos genes das proteinas de imunidade (bvcF, bvcE e bveG) foram
maiores na linhagem selvagem, exceto pelo gene bvcG cuja expressao foi semelhante
entre as linhagens selvagem e HC5 40048 (Figura 12F-H). Quanto aos genes do
sistema de regulagéo (bvcK e bvcR) foi observado que bvcK foi mais expresso na
linhagem selvagem de S. equinus HC5 e que nao houve diferenca significativa na
expressao entre as linhagens adaptadas. A expressao do gene bvcR foi semelhante
entre as linhagens, HC5 20048 e HC5 30048 e ndo houve diferenga significativa entre

as outras linhagens adaptadas (Figura 12H e 12I).
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Figura 12: Atividade especifica de bovicina HC5 e expresséo dos genes biossintéticos
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de bovicina HC5 de S. equinus HC5 selvagem e das linhagens selecionadas por EAL.

Os cultivos foram conduzidos a 42 °C, em meio PC anaerdbio suplementado com 8 g

L. A extracdo de RNA foi conduzida apds 12 h de fermentacao (fase estacionaria).

Os genes de RNA ribossémico 16S (76S rRNA) e DNA girase A (gyrA) de S. equinus
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HC5 foram utilizados como controles endégenos para calcular os niveis de expressao

relativa. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4. DISCUSSAO

Apesar de muitas bactérias lacticas produtoras de bacteriocinas terem sido
isoladas de diversos ecossistemas e avaliadas por sua atividade antibacteriana,
existem poucas informagdes acerca da resposta desses microrganismos a fatores
abidbticos e estresses ambientais. Neste trabalho, demonstramos o efeito do estresse
por calor na cinética de crescimento e na composicao de acidos graxos de membrana
de S. equinus HC5. Além disso, foi utilizada a técnica de EAL por estresse térmico
para selecionar linhagens de S. equinus HC5 com fen6tipos de interesse melhorados,
com produc¢ao aumentada de bovicina HC5 e para obter informagdes que contribuam
para a compreensao acerca da expressao dos genes biossintéticos da bacteriocina
bovicina HC5.

Nossos resultados demonstraram que a temperatura 6tima de crescimento de
S. equinus HC5 é 42 °C, resultando em maior taxa de crescimento especifico e
acumulo de biomassa. Além disso, evidenciamos, que 49 °C é a temperatura maxima
de crescimento de S. equinus HC5, com redugéo expressiva da taxa de crescimento
celular e biomassa, de modo que a 50 °C ja ndo € possivel observar o crescimento
microbiano. O ambiente ruminal apresenta caracteristica isotérmica, com faixa de
temperatura entre 38 °C e 42 °C, de modo que a maioria dos microrganismos desse
ecossistema apresentam crescimento o6timo a 39 °C (KOZLOSKI, 2002).
Corroborando com nossos resultados, um estudo realizado por Zhao e colaboradores
(2019), avaliaram a influéncia do estresse térmico na composicdo da microbiota do
rumen. Os autores relataram que o0s animais submetidos ao estresse por calor
apresentam aumento significativo da abundéancia relativa de Streptococcus spp.,
sendo que no ambiente ruminal este género € representado em sua maioria por
microrganismos do complexo SBSEC. A elevada taxa de crescimento de S. equinus
HC5 em altas temperaturas favorece o aumento da abundancia deste microrganismo
na composigdo microbiana do rumen sob estresse térmico. Alguns estudos relatam
que animais submetidos ao estresse por calor desenvolvem acidose ruminal,
importante distarbio metabdlico que diminui a eficiéncia da fermentacdo no rumen e
que pode afetar a saude do animal (YADAV et al., 2013; ZHAO et al., 2019). S. equinus
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HC5 produz lactato como o principal produto de fermentacdo, dessa forma, o
crescimento substancial desta espécie no ambiente ruminal pode elevar os niveis de
lactato, reduzir o pH e diminuir a disponibilidade de energia, contribuindo para acidose
ruminal. Essas alteracdes tém potencial de modificar a composicao microbiana do
rumen, visto que podem inibir o crescimento de bactérias sensiveis ao pH, como
algumas bactérias celuloliticas e comprometer a capacidade metabdlica ruminal
(RUSSELL E ROBINSON, 1983; ASANUMA E HINO, 2002; ZHAO et al., 2019).

S. equinus HC5 é capaz de sintetizar a bacteriocina bovicina HC5. Devido a
caracteristica catibnica do peptideo, durante a multiplicacdo celular as moléculas
permanecem majoritariamente ligadas a superficie do envelope celular do
microrganismo produtor. Dessa forma, estratégias que induzam alteracdes na parede
celular podem ser utilizadas para obter linhagens adaptadas de S. equinus HC5 com
maior produgao e/ou recuperagao de bovicina HC5. Visando obter maior rendimento
e eficacia de extracao do peptideo foi utilizado o método de EAL por estresse térmico
para selecionar linhagens de S. equinus HC5. A EAL é o processo no qual os
principios da evolucao natural sdo implementados em laboratério para uma populacao
especifica sob condicdes controladas. Essa estratégia se tornou ferramenta valiosa
na engenharia metabdlica e para a microbiologia industrial para a obtencdo de
microrganismos com fenoétipos de interesse melhorados, como otimizacdo da taxa de
crescimento, tolerancia a estresses e aumento do rendimento/titulo de produtos de
interesse biotecnoldgico. (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2018; SANDBERG et al., 2019;
MAVROMMATI et al., 2022).

Neste estudo, S. equinus HC5 foi submetido ao estresse térmico em
temperaturas de incubagéo de 47 °C e 48 °C e durante 400 geragdes, oito linhagens
com fendtipos distintos da linhagem selvagem foram selecionadas para
caracterizagcdo. Das linhagens obtidas, duas (HC5 20048 e HC5 40048) apresentaram
maior producdo da bacteriocina em comparacdo com o S. equinus HC5 selvagem,
sendo que a linhagem HC5 40048 alcangou producdo aumentada em 140%. Em
concordancia com nossos resultados, Papiran e Hamedi (2021) utilizaram a EAL sob
a abordagem de estresse do envelope celular (térmico e oxidativo) para selecionar
linhagens de L. lactis com caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas melhoradas. A
linhagem final adaptada ao estresse oxidativo, obteve produgéo de biomassa e nisina
aumentada em 1,87 e 1,48, respectivamente, em relagdo a linhagem selvagem. Além
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disso, a linhagem de L. lactis adaptada ao estresse térmico também apresentou
producao de biomassa e nisina aumentadas em 1,20 e 1,32 vezes, respectivamente,
em comparacao com a linhagem selvagem. Os autores identificaram mutacdes
pontuais no genoma das linhagens adaptadas responsaveis pela homeostase da
bactéria aos estresses oxidativo e térmico que podem ter contribuido para a
diversidade fenotipica encontrada. Um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) foi
encontrado na sequéncia do gene da DnaB da linhagem adaptada. A DnaB é uma
enzima critica na replicacdo do DNA e ja foi relatado que mutagdes nessa enzima
resultaram na adaptacdo de Escherichia coli ao estresse térmico (SALUJA E
GODSON, 1995). Um SNP também foi observado em uma proteina reguladora da via
da arginina. O catabolismo da arginina e o aumento do pH citoplasmético é uma
estratégia conhecida de tolerancia acida e oxidativa em bactérias (XIONG et al.,
2015).

Neste trabalho, a producao aumentada de bovicina HC5 pode estar relacionada
com a expressao diferencial dos genes do cluster biossintético da bacteriocina entre
a linhagem selvagem e as linhagens adaptadas. A linhagem adaptada HC5 40048,
que apresentou a maior producao de bovicina HC5, também demonstrou niveis
elevados de expressao do gene que codifica para o peptideo precursor (bvcA) em
comparagao com as outras linhagens avaliadas. Contudo, a expressao dos genes que
codificam para as enzimas de modificagdo po6s-traducional (bveB e bvcC) foram
semelhantes entre as linhagens selvagem e HC5 40048. A expressao dos genes do
transportador (bvcT), de proteinas de imunidade (bvcF, bvcE e bvcG) e os genes do
sistema de regulacao (bvcK e bvcR), de forma geral, foram menores na linhagem HC5
40048 em comparacao com a selvagem. Esses resultados sugerem que o aumento
da expressao do gene que codifica o peptideo precursor seja suficiente para aumentar
a producéao de bovicina HC5 no microrganismo produtor e que a superexpressao do
gene bvcA em S. equinus HC5 pode ser uma estratégia promissora para aumentar a
producdo da bacteriocina nesta bactéria. Em um estudo realizado por Moreira,
Mendes e Mantovani (2021), S. equinus HCS5 foi submetido a um processo de
evolucao adaptativa ao estresse acido e foi observado maior produgcédo de bovicina
HC5 pela linhagem adaptada em relagdo a selvagem. Contudo, quando a expressao
dos genes do cluster da bovicina foram avaliados, notou-se que todos os genes tinham

sua expressao aumentada na linhagem adaptada em comparagdo com a linhagem
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selvagem, no entanto, o nivel de expressao do gene bvcA foi pelo menos 10 vezes
maior do que os demais genes do cluster biossintético, em concordancia com nossos
resultados. O cluster biossintético da bovicina HC5 (bvcATCBFEGRK) apresenta nove
genes que estao sob controle de um mesmo operon e que séo transcritos em um Unico
RNAm policistrénico. A expressao diferencial dos genes dentro do mesmo operon,
observada na expressao do cluster da bovicina HC5, pode ser consequéncia da
regulacdo génica em nivel transcricional, por meio de fatores que afetam a
estabilidade do RNAm, como a presenca de estruturas secundarias conhecidas como
hairpins. Estas estruturas, além de funcionarem como terminadores da transcricéo,
fazendo com que a RNA polimerase libere 0 RNAm no final da transcrigdo, quando
presentes internamente nos genes, fornecem uma barreira para a acao de
exonucleases e endonucleases, impedindo-as de degradar a sequéncia de
codificacdo do RNAm (QUAX et al., 2013). A protecao a nucleases proporcionada a
alguns genes pela presenga de hairpins pode promover decaimento diferencial de
genes transcritos em um mesmo RNAm policistrnico, como observado a expressao
dos genes do cluster biossintético da bovicina HC5 (CARRIER e KEASLING, 1997;
DAR e SOREK, 2018).

No presente estudo, a diferengca na expressdo dos genes envolvidos na
biossintese de bovicina HC5 entre a linhagens selvagem e adaptadas, pode estar
relacionada com o surgimento de mutagdes no cluster da bacteriocina durante o
experimento de EAL. Em condi¢Oes estressantes os microrganismos sao submetidos
a mecanismos que podem aumentar a variacao genética. No processo de evolugéo,
S. equinus HC5 foi exposto ao estresse térmico durante inUmeras geragbes € 0
aumento da temperatura pode ter causado desnaturagédo térmica parcial do DNA,
além de depurinacdo e perda de bases nitrogenadas pirimidicas (LINDAHL E
NYBERG, 1972). Os microrganismos utilizam de sistemas de reparo de DNA para
corrigir os danos causados pelo estresse e esses sistemas induzem polimerases
propensas a erros para reparar as incompatibilidades de DNA, o que pode facilitar a
mutagénese espontdnea (FOSTER, 2007). Estas eventuais mutagbes podem ter
influenciado a transcricéo e a estabilidade do RNA mensageiro policistrénico, por meio
de modificagdes em estruturas secundarias presentes nesses RNAs, responsaveis
pela regulagdo pos-transcricional. O sequenciamento do genoma completo do S.
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equinus HC5 selvagem e das linhagens adaptadas permitira identificar eventuais

mutacdes associadas com os fenétipos obtidos.

Além disso, a recuperagao de bovicina HC5 das linhagens obtidas por EAL
pode estar sendo afetada pela modificagdo na composicdo da membrana
citoplasmatica. Para recuperar a atividade da bacteriocina foram avaliados dois
métodos utilizando diferentes temperaturas de extracao. Foi observado que a extracao
usando baixas temperaturas nao foi eficiente para recuperacao de bovicina HC5 nas
linhagens adaptadas. Contudo, quando se utilizou altas temperaturas de extracao
todos os extratos das culturas de S. equinus HC5 avaliados apresentaram atividade.
Esses resultados, de forma geral, podem estar relacionados com o aumento da
proporcao de acidos graxos saturados para insaturados nas linhagens adaptadas em
relacdo a selvagem, que pode ter contribuido para o aumento da rigidez da membrana
celular. Além do que, as linhagens selecionadas por EAL demonstraram maior
diversidade de acidos graxos de membrana, colaborando para possiveis modificacdes
da hidrofobicidade e do balanco de cargas do envelope celular (FONSECA et al.,
2019). Essas alteracées em conjunto tém potencial para alterar a recuperacao de
bovicina HC5 das linhagens adaptadas durante o processo de extracdo. Em
concordancia com os resultados do presente trabalho, diversos estudos relataram
modificacdo dos padrdes de acidos graxos de membrana e alteragédo da fluidez do
envelope celular em microrganismos adaptados ao estresse por calor (ALVAREZ-
ORDONEZ et al.,2008; CHEN et al., 2015; ARKU, FANNING E JORDAN, 2011;
HADDAJI et al., 2015; FONSECA et al., 2019). Com a elevagédo da temperatura a
fluidez da membrana pode aumentar, comprometendo a permeabilidade seletiva e
expondo a célula a chances de lise por pressdao osmdtica. Pesquisadores
demonstraram que células com concentrag¢ao diminuida de acidos graxos insaturados
ou com teor aumentado de acidos graxos saturados tém a fluidez de membrana
diminuida, conferindo maior resisténcia ao calor (SHIN et al., 2019). A permeabilidade
da membrana celular a ions também pode aumentar com a temperatura, afetando o
gradiente eletroquimico (ALBERS et al., 2000).

Durante o processo de evolucédo adaptativa observou-se aumento gradual da
taxa de crescimento especifico e da biomassa (DOeoo nm) S. equinus HC5. Contudo,
ao aumentar o estresse por meio da elevacao da temperatura observou-se diminuicao

acentuada da taxa de crescimento especifico € DOggo nm. O estresse térmico pode
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causar desnaturacao e agregacao de proteinas, desestabilizacdo de macromoléculas
e instabilidade do material genético. Essas alteragdes podem resultar na diminuicao
da taxa de crescimento e do metabolismo celular dos microrganismos (RICHTER,
HASLBECK E BUCHNER, 2010). Todavia, apos varias geracdes expostas a condicao
de maior estresse a taxa de crescimento especifico e a DOggo nm tendem a aumentar
em resposta a adaptacao celular. As bactérias respondem a condicbes estressantes
alterando seus padroes de expressao génica, codificando proteinas que melhoram a
adaptacdo as condi¢coes ambientais (RICHTER, HASLBECK E BUCHNER, 2010;
MARMION et al., 2022). Dessa forma, o estresse por calor pode induzir a expressao
de genes que codificam proteinas de choque térmico (HSPs). Algumas dessas
proteinas, como GroEL, DnaK, e ClpATPases, sdo pequenas enzimas chaperonas
moleculares que auxiliam no redobramento de proteinas celulares danificadas. Outras
proteinas como ClpP e FisH, atuam como proteases e degradam proteinas
irreversivelmente danificadas. A resposta ao choque térmico € uma das respostas
adaptativas mais conservadas entre os organismos e permite as células sobreviverem
em condigdes de estresse por calor. (RICHTER, HASLBECK E BUCHNER, 2010;
SCHUMANN, 2016; GHAZAEI, 2017).

A linhagem HC5 40048 apresentou maior robustez térmica em temperaturas
elevadas, caracterizada por maior taxa de crescimento especifico, maior acumulo de
biomassa e menor tempo de geragao, em comparag¢ao com a estirpe selvagem. Esses
resultados corroboram as observacdes relatadas por outros pesquisadores como
Chen e colaboradores (2015) e Papiran e Hamedi (2021), que relataram a selecao de
linhagens de L. lactis com maior adaptabilidade térmica e robustez sob estresse por

calor quando as culturas foram submetidas a EAL sob estresse térmico.

Todavia, apesar das linhagens adaptadas apresentarem fenétipos melhorados
em temperaturas elevadas (47 °C e 48 °C), quando foram cultivadas na temperatura
6tima de crescimento do S. equinus HC5 (42 °C), exibiram menor taxa de crescimento
especifico e obtiveram menor DOsoonm que a estirpe selvagem. Esses resultados
podem ser explicados por mecanismos de regulacgao fisiologica e estrutural da célula.
Como ja relatado, as linhagens adaptadas ao estresse térmico apresentaram
modificacées na membrana celular, caracterizadas por maior diversidade de &cidos
graxos e maior conteudo de acidos graxos saturados. Essas alteragdes, podem
conferir resisténcia e estabilidade do envelope celular a temperaturas mais elevadas.
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Entretanto, quando as linhagens adaptadas sao cultivadas em temperaturas mais
baixas, as alteracdes na parede celular podem influenciar o transporte de substratos
e nutrientes para o citoplasma, potencialmente influenciando o fluxo metabdlico.
Estudos adicionais serdo necessarios para avaliar esta hipétese. Além disso, o
fendbmeno observado poderia ser explicado pela modificacdo da temperatura étima
das proteinas (enzimas) nas células adaptadas ao estresse por calor ou por alteracoes
permanentes na regulacdo da expressao génica em resposta ao choque térmico
(RUSSELL, 2002; PANDEY et al., 2022).

Quando S. equinus HC5 selvagem e as linhagens obtidas no processo de EAL
foram avaliados quanto a producao de acidos organicos, foi identificada producao
majoritaria de acido lactico e baixa concentracdo de etanol por todas as linhagens
selecionadas e nao foi detectado produgéao acido férmico e &cido acético. A producao
de lactato por S. equinus ocorre em altas taxas de crescimento microbiano e em
cultivos com pH abaixo de 5,5. Contudo, a producao de acetato e formato acontece
com taxas de crescimento lentas e € limitada quando o pH é menor do que 6,0
(GUNSALUS E GIBBS, 1953; RUSSELL E HINO, 1984). Em nossos experimentos, as
linhagens de S. equinus HC5 apresentaram elevada taxa de crescimento especifico
(1,45 + 0,28 h') e pH final médio de 3,85 + 0,12. Esses dados corroboram com a
producdo predominante de acido lactico e escassez de formato e acetato pelas
estirpes avaliadas. Pesquisas anteriores realizadas por Russell e Hino (1984) em
microrganismos do complexo S. bovis/ S. equinus, relataram o lactato como principal

produto da fermentacdo em cultivos realizados a uma taxa de crescimento de 1.47 h -
]

Os resultados deste estudo permitiram identificar a temperatura 6tima e a
maxima de S. equinus HC5. Além disso, oito linhagens de S. equinus HC5 com
fendtipos distintos e com maior resisténcia ao estresse térmico foram selecionadas
por EAL. Duas linhagens obtiveram maior producao de bovicina HC5 em relacdo a
linhagem selvagem. A linhagem que apresentou maior titulo de producdo da
bacteriocina apresenta elevados niveis de expressao do gene que codifica para o
peptideo precursor (bvcA). As linhagens de S. equinus HC5 adaptados ao estresse
térmico apresentam modificacdo na concentracdo de lipideos do envelope celular

e fendtipo diferencial na extracao e recuperacao de bovicina HC5.
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5. CONCLUSOES

S. equinus HC5 apresenta temperatura 6tima de crescimento a 42 °C e
temperatura maxima a 49 °C. As linhagens de S. equinus HC5 selecionadas por EAL
demonstram fenétipo diferencial de extragcdo de bovicina HC5, maior tolerancia ao
estresse térmico e aumento na concentracao de acidos graxos saturados no envelope
celular. Duas linhagens de S. equinus HC5 com produgédo aumentada de bovicina HC5
foram selecionadas por meio de EAL. A linhagem de S. equinus HC5 com o maior
titulo de bovicina HC5 apresenta expressdo aumentada do gene (bvcA) que codifica
0 peptideo precursor da bacteriocina. O aumento da expressdao do gene bvcA é
suficiente para aumentar a producdo de bovicina HC5 no S. equinus HC5. Desta
forma, em trabalhos futuros, a superexpressao do gene bvcA pode ser uma estratégia
promissora para obter uma linhagem de S. equinus HC5 com produgéao industrial de
bovicina HC5.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBERS, S.-V. Department of Microbiology, Groningen Biomolecular Sciences and
Biotechnology Institute, University of Groningen, Kerklaan 30, 9751 NN Haren, The
Netherlands, 2 Rumen Microbiology, Agresearch Grasslands, Private bag 11008,
Palmerston North, New Zealand. Archaea, p. 813-820, 2000.

ALVAREZ-ORDONEZ, A. et al. Modifications in membrane fatty acid composition of
Salmonella Typhimurium in response to growth conditions and their effect on heat
resistance. International Journal of Food Microbiology, v. 123, n. 3, p. 212-219,
2008.

ARKU, B.; FANNING, S.; JORDAN, K. Heat adaptation and survival of Cronobacter
spp. (Formerly Enterobacter sakazakii). Foodborne Pathogens and Disease, v. 8, n.
9, p- 975-981, 2011.

ASANUMA, N.; HINO, T. Regulation of fermentation in a ruminal bacterium,
Streptococcus bovis, with special reference to rumen acidosis. Animal Science
Journal, v. 73, n. 5, p. 313-325, 2002.



66

AZEVEDO, A. C. et al. Distribution and genetic diversity of bacteriocin gene clusters
in rumen microbial genomes. Applied and Environmental Microbiology, v. 81, n. 20,
p. 7290-7304, 2015.

BARBOSA, A. A. T. et al. Like it acid and poor: a study of abiotic factors influencing
Streptococcus bovis HC5 growth and bacteriocin production. Journal of

microbiology, biotechnology and food sciences, v. 4, n. 5, p. 421-426, 2015.

BENITEZ-CHAO, D. F. et al. Bacteriocins: An Overview of Antimicrobial, Toxicity, and
Biosafety Assessment by in vivo Models. Frontiers in Microbiology, v. 12, n. April, p.
1-18, 2021.

CARRIER, T. A.; KEASLING, J. D. Controlling messenger RNA stability in bacteria:
Strategies for engineering gene expression. Biotechnology Progress, v. 13, n. 6, p.
699-708, 1997.

CHEN, J. et al. Adaptation of Lactococcus lactis to high growth temperature leads to a
dramatic increase in acidification rate. Scientific Reports, v. 5, n. February, p. 1-15,
2015.

COTTER, P. D.; HILL, C.; ROSS, R. P. Food microbiology: Bacteriocins: Developing
innate immunity for food. Nature Reviews Microbiology, v. 3, n. 10, p. 777-788,
2005.

DAR, D.; SOREK, R. Extensive reshaping of bacterial operons by programmed mRNA
decay. PLoS Genetics, v. 14, n. 4, p. 1-19, 2018.

DE CARVALHO, A. A. T. et al. The effect of carbon and nitrogen sources on bovicin
HC5 production by Streptococcus bovis HC5. Journal of Applied Microbiology, v.
107, n. 1, p. 339-347, 2009.

DE CARVALHO, A. A. T.; MANTOVANI, H. C.; VANETTI, M. C. D. Bactericidal effect
of bovicin HC5 and nisin against Clostridium tyrobutyricum isolated from spoiled
mango pulp. Letters in Applied Microbiology, v. 45, n. 1, p. 68-74, 2007.



67

DE CARVALHO, A. A. T.; VANETTI, M. C. D.; MANTOVANI, H. C. Bovicin HC5
reduces thermal resistance of Alicyclobacillus acidoterrestris in acidic mango pulp.
Journal of Applied Microbiology, v. 104, n. 6, p. 1685-1691, 2008.

FLYTHE, M. D.; RUSSELL, J. B. The effect of pH and a bacteriocin (bovicin HC5) on
Clostridium sporogenes MD1, a bacterium that has the ability to degrade amino acids
in ensiled plant materials. FEMS Microbiology Ecology, v. 47, n. 2, p. 215-222, 2004.

FONSECA, F. et al. Factors influencing the membrane fluidity and the impact on
production of lactic acid bacteria starters. Applied Microbiology and Biotechnology,
v. 103, n. 17, p. 6867-6883, 2019.

FOSTER, P. L. Stress-induced mutagenesis in bacteria. Critical Reviews in
Biochemistry and Molecular Biology, v. 42, n. 5, p. 373-397, 2007.

GHAZAEI, C. Role and mechanism of the Hsp70 molecular chaperone machines in
bacterial pathogens. Journal of Medical Microbiology, v. 66, n. 3, p. 259-265, 2017.

GODOY-SANTOS, F. et al. Efficacy of a Ruminal Bacteriocin Against Pure and Mixed
Cultures of Bovine Mastitis Pathogens. Indian Journal of Microbiology, v. 59, n. 3,
p. 304-312, 1 set. 2019.

GROSU-TUDOR, S. S. et al. Characterization of some bacteriocins produced by lactic
acid bacteria isolated from fermented foods. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 30, n. 9, p. 2459-2469, 2014.

GUNSALUS, I. C. AND GIBBS, M. 1952 The heterolactic fermentation. Il. Position of
C14 in the products of glucose dissimilation by Leuconostoc mesenteroides. J. Biol.
Chem., 194, 871-875.

HADDAJI, N. et al. Change in cell surface properties of Lactobacillus casei under heat
shock treatment. FEMS Microbiology Letters, v. 362, n. 9, p. 1-7, 2015.

HOOVER, D. G.; HARLANDER, S. K. Chapter - Screening Methods for Detecting
Bacteriocin Activity. Bacteriocins of lactic acid bacteria: Academic Press, p.23-39,
1993.



68

KOZLOSKI, G. B. Bioquimica dos ruminantes. Santa Maria: Universidade Federal
de Santa Maria, 139p.2002.

LEE, S. S. et al. The effect of bovicin HC5, a bacteriocin from Streptococcus bovis
HC5, on ruminal methane production in vitro1. FEMS Microbiology Letters, v. 217,
n. 1, p. 51-55, 2002.

LIMA, J. R. et al. Bovicin HC5 inhibits wasteful amino acid degradation by mixed
ruminal bacteria in vitro. FEMS Microbiology Letters, v. 292, n. 1, p. 78-84, 2009.

LINDAHL, T.; NYBERG, B. Rate of Depurination of Native Deoxyribonucleic Acid.
Biochemistry, v. 11, n. 19, p. 3610-3618, 1972.

LOPEZ-GONZALEZ, M. J. et al. Adaptive evolution of industrial Lactococcus lactis
under cell envelope stress provides phenotypic diversity. Frontiers in Microbiology,
v.9,n. NOV, p. 1-17, 2018.

MANTOVANI, H. C. et al. Bovicin HC5, a bacteriocin from Streptococcus bovis HC5.
Microbiology, v. 148, n. 11, p. 3347-3352, 2002.

MANTOVANI, H. C.; RUSSELL, J. B. Inhibition of Listeria monocytogenes by bovicin
HC5, a bacteriocin produced by Streptococcus bovis HCS5. International Journal of
Food Microbiology, v. 89, n. 1, p. 77-83, 2003.

MARMION, M. et al. Survive and thrive: Control mechanisms that facilitate bacterial
adaptation to survive manufacturing-related stress. International Journal of Food
Microbiology, v. 368, n. March, p. 109612, 2022.

MAVROMMATI, M. et al. Adaptive laboratory evolution principles and applications in
industrial biotechnology. Biotechnology Advances, v. 54, n. April 2021, p. 107795,
2022.

MOREIRA, S. M.; DE OLIVEIRA MENDES, T. A.; MANTOVANI, H. C. Stimulation of
Bovicin HCS5 Production and Selection of Improved Bacteriocin-Producing
Streptococcus equinus HCS Variants. Probiotics and Antimicrobial Proteins, v. 13,
n. 3, p- 899-913, 2021.



69

PANDEY, S. et al. Mechanisms of stress adaptation by bacterial communities. [s.l.]
Elsevier Inc., 2022.

PAPIRAN, R.; HAMEDI, J. Adaptive Evolution of Lactococcus Lactis to Thermal and
Oxidative Stress Increases Biomass and Nisin Production. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 193, n. 11, p. 3425-3441, 2021.

PERALES-ADAN, J. et al. LAB bacteriocins controlling the food isolated (drug-
resistant) staphylococci. Frontiers in Microbiology, v. 9, n. JUN, p. 1-13, 2018.

QUAX, T. E. F. et al. Differential translation tunes uneven production of operon-
encoded proteins. Cell Reports, v. 4, n. 5, p. 938-944, 2013.

RICHTER, K.; HASLBECK, M.; BUCHNER, J. The Heat Shock Response: Life on the
Verge of Death. Molecular Cell, v. 40, n. 2, p. 253-266, 2010.

ROZES, N. et al. A rapid method for the determination of bacterial fatty acid
composition. Letters in Applied Microbiology, v. 17, n. 3, p. 126—-131, 1993.

RUSSELL, J. B.; HINO, T. Regulation of Lactate Production in Streptococcus bovis: A
Spiraling Effect That Contributes to Rumen Acidosis. Journal of Dairy Science, v. 68,
n.7,p.1712-1721, 1985.

RUSSELL, J. B.; ROBINSON, P. H. Compositions and Characteristics of Strains of
Streptococcus bovis. Journal of Dairy Science, v. 67, n. 7, p. 1525-1531, 1984.

RUSSELL, N. J. Bacterial membranes: The effects of chill storage and food
processing. An overview. International Journal of Food Microbiology, v. 79, n. 1-2,
p. 27-34, 2002.

SALUJA, D.; GODSON, G. N. Biochemical characterization of Escherichia coli
temperature-sensitive dnaB mutants dnaB8, dnaB252, dnaB70, dnaB43, and
dnaB454. Journal of Bacteriology, v. 177, n. 4, p. 1104—-1111, 1995.

SANDBERG, T. E. et al. The emergence of adaptive laboratory evolution as an efficient
tool for biological discovery and industrial biotechnology. Metabolic Engineering, v.
56, p. 1-16, 2019.



70

SCHUMANN, W. Regulation of bacterial heat shock stimulons. Cell Stress and
Chaperones, v. 21, n. 6, p. 959-968, 2016.

SHIN, Y. J. et al. Heat Adaptation Improved Cell Viability of Probiotic Enterococcus
faecium HL7 upon Various Environmental Stresses. Probiotics and Antimicrobial
Proteins, v. 11, n. 2, p. 618-626, 2019.

SOLTANI, S. et al. Bacteriocins as a new generation of antimicrobials: Toxicity aspects
and regulations. FEMS Microbiology Reviews, v. 45, n. 1, p. 1-24, 2021.

SOUZA, G. B. DE et al. Genome-wide identification and expression analysis of
dormancy-associated gene 1/auxin repressed protein (DRM1/ARP) gene family in
Glycine max. Progress in Biophysics and Molecular Biology, v. 146, p. 134-141,
2019.

TAGG, J. R. et al Bacteriocins of gram-positive bacteria. Microbiological Reviews, v.
59, n. 2, p. 171-200, 1995.

TODOROQV, S. D. et al. Safety of Lactobacillus plantarum ST8Sh and Its Bacteriocin.
Probiotics and Antimicrobial Proteins, v. 9, n. 3, p. 334-344, 2017.

World Health Organization (2019). New Report Calls for Urgent Action to Avert
Antimicrobial Resistance Crisis. WHO Jt. News Release. Available online at:

https://www.who.int/ (accessed October 01, 2022.

WU, Y. et al. Advanced strategies and tools to facilitate and streamline microbial
adaptive laboratory evolution. Trends in Biotechnology, v. 40, n. 1, p. 38-59, 2022.

XIONG, L. et al. Molecular characterization of arginine deiminase pathway in
Laribacter hongkongensis and unique regulation of arginine catabolism and anabolism
by multiple environmental stresses. Environmental Microbiology, v. 17, n. 11, p.
4469-4483, 2015.

YADAV, B. et al. Impact of heat stress on rumen functions. Veterinary World, v. 6, n.
12, p. 992-996, 2013.

ZHAO, S. et al. Effect of heat stress on bacterial composition and metabolism in the
rumen of lactating dairy cows. Animals, v. 9, n. 11, 2019.



	INTRODUÇÃO GERAL
	CAPÍTULO 1
	1. REVISÃO DE LITERATURA
	1.1 Microbiota ruminal
	1.2  Bacteriocinas
	1.3  Streptococcus equinus HC5 e bovicina HC5
	1.4  Evolução Adaptativa em Laboratório (EAL)

	2. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

	CAPÍTULO 2
	1. INTRODUÇÃO
	2. MATERIAIS E MÉTODOS
	2.1  Microrganismos e condições de cultivo
	2.2  Evolução Adaptativa em Laboratório (EAL)
	2.2.1 Efeito da temperatura no crescimento de S. equinus HC5
	2.2.2 Obtenção de linhagens de S. equinus HC5 por Evolução Adaptativa em Laboratório sob estresse térmico

	2.3  Caracterização fenotípica das linhagens de S. equinus HC5 obtidas na EAL
	2.3.1 Parâmetros cinéticos de crescimento
	2.3.2 Extração da bovicina HC5
	2.3.3 Massa seca e recuperação da atividade de bovicina HC5
	2.3.4 Análise do consumo de glicose, produção de ácidos orgânicos e etanol

	2.4  Extração de ácidos graxos de membrana e análise de ésteres metílicos
	2.5  Análise da expressão dos genes biossintéticos de bovicina HC5 por PCR quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)
	2.6  Análise estatística

	3. RESULTADOS
	3.1  Evolução Adaptativa em Laboratório (EAL)
	3.1.1 Gráfico de Arrhenius
	3.1.2 Obtenção de linhagens de S. equinus HC5 por EAL sob estresse térmico

	3.2  Caracterização fenotípica das linhagens de S. equinus HC5 obtidas na EAL
	3.2.1 Parâmetros cinéticos de crescimento
	3.2.2 Extração da bovicina HC5
	3.2.3 Atividade específica de bovicina HC5
	3.2.4 Consumo de glicose, produção de ácidos orgânicos e etanol

	3.3  Composição de ácidos graxos da membrana
	3.4  Análise da expressão dos genes biossintéticos de bovicina HC5 por PCR quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)

	4. DISCUSSÃO
	5. CONCLUSÕES
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS


