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RESUMO

PIRES, Isabella Carolina da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2021.
Uso de nanoparticulas de ouro e pontos quanticos de carbono no controle de
microrganismos contaminantes na industria cervejeira. Orientador: Marcos Rogério Tétola.

A presenca de microrganismos contaminantes na cerveja, propicia a producao de compostos
indesejados, o que pode levar a perda total do produto final. Algumas estratégias podem sem
empregadas para se tentar evitar o problema, incluindo a pasteurizagdo. No entanto, para alguns
estilos de cerveja e, especialmente, para o chope, a técnica ¢ evitada, uma vez que pode reduzir
a expressdo de aromas e sabores da cerveja, por acelerar algumas reagdes de oxidacdo. Esse
trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma estratégia alternativa de controle de
microrganismos contaminantes da cerveja, utilizando nanomateriais associados a um peptideo
antimicrobiano. Nanoparticulas de ouro (NPsAu) e pontos quanticos de carbono (PQC) foram
produzidos e caracterizados. Os nanomateriais foram funcionalizados com o peptideo nisina
em diferentes concentragdes, € o efeito dos mesmos foi avaliado em ensaios de atividade
antimicrobiana contra isolados baterianos obtidos de amostras de cerveja com indices elevados
de contaminagdo bacteriana. O efeito do peptideo individual também foi avaliado contra
algumas linhagens de leveduras cervejeiras comerciais selecionadas. A partir de espectros UV-
visivel, foi confirmada a formacdo de nanoparticulas de ouro a partir dos trés protocolos
utilizados e a obtengdo de pontos quanticos de carbono. A maioria dos isolados bacterianos
avaliados foi susceptivel a nisina livre, com concentra¢des inibitorias < 500 pg mL™!. Os
isolados Acetobacter sp. CTUGOS, Bacillus sp. CIFP0S, Bacillus sp. CTUGO06, Lactobacillus
sp. CJFCO3, Lactobacillus sp. CTUGO04 e Sphingomonas sp. CTUG09 nao foram
completamente inibidos pela nisina livre. Para esses isolados, as nanoparticulas de ouro, na
auséncia (NPs Au-DT) ou na presenca do peptideo (NPsAu- DT/ Nisina), apresentaram maior
eficiéncia de inibicao do crescimento. A inibi¢do do crescimento dos isolados bacterianos pelos
pontos quanticos de carbono na auséncia (PQC) ou na presenca do peptideo (PQC-Nisina) ndo
diferiu. O crescimento das leveduras comerciais selecionadas ndo foi afetado pela nisina livre
nas concentragdes avaliadas (< 500 ug mL™). Conclui-se que a utilizacdo da nisina livre ou de
nanomateriais com atividade antibacteriana sao uma alternativa potencialmente aplicavel ao

controle de bactérias contaminantes de cervejas.

Palavras-chave: Dissertacdo. Tese. Pos-graduacdo. Nanoparticulas de ouro. Pontos quanticos

de carbono. Industria cervejeira. Controle de microrganismos contaminantes.



ABSTRACT

PIRES, Isabella Carolina da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2021.
Use of gold nanoparticles and carbon nanodots in the control of contaminant
microorganisms in the beer industry. Adviser: Marcos Rogério Tétola.

The presence of contaminating microorganisms in beer favors the production of unwanted
compounds, which can lead to the total loss of the final product. Some strategies can be
employed to try to avoid the problem, including pasteurization. However, for some styles of
beer, and especially for draft beer, the technique is avoided, as it can reduce the expression of
beer aromas and flavors, by accelerating some oxidation reactions. This work aimed to develop
an alternative strategy to control beer contaminating microorganisms, using nanomaterials
associated with an antimicrobial peptide. Gold nanoparticles (NPsAu) and carbon quantum dots
(PQC) were produced and characterized. The nanomaterials were functionalized with the
peptide nisin at different concentrations, and their effect was evaluated in antimicrobial activity
assays against bacterial isolates obtained from beer samples with high levels of bacterial
contamination. The effect of the individual peptide was also evaluated against selected
commercial brewer's yeast strains. From UV-visible spectra, the formation of gold
nanoparticles was confirmed from the three protocols used and the obtaining of carbon quantum
dots. Most bacterial isolates evaluated were susceptible to free nisin, with inhibitory
concentrations < 500 pg mL-1. Acetobacter sp. CTUGOS, Bacillus sp. CJFP05, Bacillus sp.
CTUGO6, Lactobacillus sp. CJFC03, Lactobacillus sp. CTUG04 and Sphingomonas sp.
CTUGO9 were not completely inhibited by free nisin. For these isolates, the gold nanoparticles,
in the absence (NPsAu-DT) or in the presence of the peptide (NPsAu-DT/Nisin), showed higher
growth inhibition efficiency. The growth inhibition of bacterial isolates by the carbon quantum
dots in the absence (PQC) or in the presence of the peptide (PQC-Nisin) did not differ. The
growth of selected commercial yeasts was not affected by free nisin at the concentrations
evaluated (< 500 pg mL1). It is concluded that the use of free nisin or nanomaterials with
antibacterial activity are a potentially applicable alternative to the control of contaminating

bacteria in beer.

Keywords: Dissertation. Thesis. Gold nanoparticles. Carbon nanodots Brewery industry.

Control of contaminating microorganisms.
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1. INTRODUCAO

A cerveja ¢ a terceira bebida mais consumida no mundo, perdendo apenas para o café e
para o cha. Considerando tal relevancia, a industria cervejeira esta entre as mais importantes
atividades produtivas do século XXI (Capece et al., 2018; Piacentini et al., 2018). Segundo
dados fornecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2019), o
numero de cervejarias registradas cresceu 36,4% nos ultimos 5 anos (dados obtidos em 2019)
e, caso as projecdes para os proximos anos sejam alcangadas, em 2025 o Brasil ultrapassara os
Estados Unidos em relagdo ao nimero de cervejarias.

Essa bebida ¢ o resultado da fermentagdo de acucares disponiveis, gerados por meio do
processo de malteagdao de graos, em etanol e CO». A fermentagdo ¢ principalmente realizada
por leveduras do género Saccharomyces, sendo as espécies Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces pastorianus as principais responsaveis pela producgdo de cervejas do tipo Ale e
Lager, respectivamente (Bamforth, 2017; Boronat et al., 2020). Além da levedura, a dgua, o
lupulo, os cereais e graos maltados sdo ingredientes essenciais para a producdo da cerveja
(Humia et al., 2019).

Apesar da cerveja ser uma bebida de alta estabilidade microbiana, o que dificulta o
crescimento da maioria dos microrganismos, alguns conseguem resistir as suas propriedades e
se desenvolver, podendo afetar negativamente a qualidade do produto final (Schneiderbanger
et al., 2018; Dysvik et al., 2020). Tais microrganismos podem estar presentes no ambiente,
como bactérias e leveduras selvagens, ou advir das matérias primas utilizadas no processo
produtivo (Bokulich & Bamforth, 2017).

Em decorréncia de tal situacao, analises microbiologicas em diferentes etapas e pontos
da linha de producdo devem ser realizadas, no intuito de se garantir a qualidade do produto e
corrigir possiveis problemas (Schneiderbanger et al., 2018). Além disso, a higienizacdo da
cervejaria deve ser feita rotineiramente, visando reduzirem-se os riscos de contaminacdo. No
entanto, ndo ha como se garantir auséncia total de microrganismos indesejaveis, uma vez que o
processo de producao da cerveja nao € asséptico (Vaughan et al., 2005).

A maior preferéncia dos consumidores por alimentos naturais e seguros esta em
crescimento, o que torna necessario o desenvolvimento de estratégias de controle
microbioldgico menos dependentes de compostos quimicos sintéticos por parte da industria
alimenticia (Salanta et al., 2020). Diante disso, o uso de compostos de origem natural tem
ganhado destaque como uma alternativa para se controlar microrganismos indesejaveis
(Pisoschi et al., 2018). Peptideos microbianos que possuem status GRAS - Generally

Recognized as Safe - tém sido utilizados, visto que ndo sdo toxicos e ndo alteram as



propriedades do produto, sendo considerados seguros para o consumo humano (Muller-
Auffermann et al., 2015).

Além dos compostos naturais, o uso de materiais, estruturas e particulas em escala
nanométrica (nm) também vem recebendo grande destaque como estratégia de controle de
contaminag¢do e maior garantia de seguranca alimentar durante toda a cadeia de produgdo (Khan
& Oh, 2016; De Souza et al., 2019). A associacdo entre biomoléculas e nanoparticulas tende a
apresentar maior atividade antimicrobiana quando comparadas com a aplicacdo de tais
moléculas de forma isolada (Tao, 2018).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma estratégia
baseada na associacdo de um composto antimicrobiano de origem natural e nanotecnologia para

o controle de microrganismos indesejaveis na industria cervejeira.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Industria cervejeira

O consumo da cerveja se da desde os primordios da humanidade e, ainda que seja dificil
precisar o inicio e a origem, ha registros de produgdo dessa bebida no antigo Egito e na
Mesopotamia desde 5.500 a.C. (Cabras & Higgins, 2016, Callejo et al., 2017). A descoberta do
processo de producdo da cerveja é considerada um dos mais importantes marcos historicos em
relagdo ao desenvolvimento de processos biotecnoldgicos (Cabras & Higgins, 2016). Naquela
época, ndo se tinha conhecimento sobre a participagdo dos microrganismos no processo de
fermentagdo. Somente nas décadas de 1860 e 1870 foi que o pesquisador Louis Pasteur
demonstrou a importancia do metabolismo microbiano na fermentagdo (Callejo et al., 2017;
Karabin et al., 2017). A partir dessa descoberta, houve um avango significativo no processo de
producdo de cerveja com a utilizacdo de culturas puras, técnica iniciada por Emil Christian
Hansen em 1883 (Petruzzi et al., 2016).

Além da utilizagdo de culturas puras, a introdugao de tecnologias - como a refrigeragao
€ a pasteurizagao - no processo produtivo permitiram o armazenamento e a comercializagao de
um produto de melhor qualidade, o que promoveu um aumento em sua producao € consumo
(Cabras & Higgins, 2016). Assim, atualmente a cerveja ¢ a bebida alcoolica mais consumida
no mundo, € a terceira mais consumida entre as bebidas em geral (Humia et al., 2019). Dessa
forma, a industria cervejeira esta entre as atividades produtivas mais importantes do século XXI
(Piacentini et al., 2018).

Segundo dados publicados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA, 2019), o numero de cervejarias registradas no Brasil cresceu 36,4% nos ultimos 5
anos, alcancando um total de 1.209 unidades em 2019. Sao Paulo ¢ o estado que lidera a lista
do maior nlimero de cervejarias, possuindo 241 empresas, seguido pelo Rio Grande do Sul, com
236, e Minas Gerais, com 163. Ainda de acordo com os dados fornecidos pelo MAPA, se as
projecdes para os proximos anos forem atingidas conforme o tltimo balango realizado, em 2025
o Brasil ultrapassara os Estados Unidos em relagdo ao numero de cervejarias.

A cerveja ¢ resultado de um processo fermentativo, em que os agucares fermentaveis
sdo convertidos em etanol e didxido de carbono (Humia et al., 2019). Na fabricacao da cerveja,
0s principais microrganismos utilizados sao leveduras do género Saccharomyces, em
decorréncia de sua capacidade de tolerar altas concentragdes de alcool, da elevada eficiéncia na

conversao de agucar em etanol e da producgdo de flavors caracteristicos no produto final (Stewart

etal., 2016).
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A producao de alcool pelas células de levedura ocorre para que as mesmas consigam
gerar energia e manter o equilibrio redox ao consumir agucar em condi¢des anaerdbicas. O
equilibrio redox ¢é alcangado pela regeneragdo do NAD * na reagio final da fermentacdo. Supde-
se que isso acontece para que S. cerevisiae consiga manter seu equilibrio intracelular de
elétrons. Em condi¢des anaerdbicas, ou mesmo na presenca de oxigénio e de concentragdes
elevadas de agucar (efeito Crabtree), Saccharomyces converte o acido pirGivico em etanol via
acetaldeido, com a regeneracdo do NAD + para possibilitar a continuacao da glicolise e a
producao de ATP (Walker e Walker, 2018). Durante a fermentacdo por S. cerevisiae sao
formados alguns metabdlitos secundarios, os quais incluem alcoois superiores, polidis, ésteres,
acidos organicos, dicetonas vicinais e aldeidos. Embora tais metabolitos sejam produzidos em
baixas concentragcdes em comparagdo com o etanol e o dioxido de carbono, eles sdo capazes de
influenciar o sabor em bebidas fermentadas (Walker e Stewart, 2016). A eficiéncia da
fermentacdo pelas células de levedura esta diretamente relacionada ao seu metabolismo e taxa
de reprodugdo, os quais sdo, direta ou indiretamente, influenciados por diversos fatores. Tais
fatores incluem temperatura, composicdo do meio de cultivo, pH, presenca de produtos
quimicos, fatores genéticos, entre outros (Cruz et al., 2018; Walker e Walker, 2018).

Embora o uso de culturas puras proporcione um melhor controle do processo e facilite
a reprodutibilidade do produto, contribuindo assim para a sua qualidade, tal pratica tende a
limitar os diversos flavors que poderiam ser gerados por meio da inoculacdo de diferentes
linhagens e espécies de leveduras na producdo de cerveja (Gutiérrez et al., 2018). Ainda que
seja possivel obter bebidas com diferentes perfis sensoriais por meio da varia¢dao de lapulos e
maltes, a maior parte dos compostos aromaticos sao produzidos pela levedura selecionada para
realizar a fermentacao (Callejo et al., 2019). Nesse sentido, leveduras nao-pertencentes ao
género Saccharomyces tém sido estudadas no intuito de se desenvolverem cervejas com
diferentes teores alcoolicos e sabores diversificados (Methner et al.,2019). Apesar do uso desses
microrganismos ser comedido em decorréncia da possivel producdo de compostos que
conferem sabores estranhos para a bebida e da limitagdo do desempenho de fermentagao, eles
sdo capazes de metabolizar diversos precursores ndo volateis em compostos produtores de
aromas, além de produzir compostos secunddrios que irdo influenciar positivamente as
propriedades organolépticas do produto (Callejo et al, 2019; Larroqueet al., 2021).

Além da levedura, dgua, lipulo, cereais e graos maltados sdo também ingredientes
essenciais para a producdo da cerveja (Humia et al., 2019). A cevada e o trigo sdo os principais
graos utilizados na fabrica¢do; entretanto, outros graos, como o arroz, a aveia e o milho também

sao utilizados como coadjuvantes ou na producao de bebidas com perfis sensoriais especificos
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(Dysvik et al., 2020; Humia et al., 2019). Cabe ressaltar ainda que a adicdo de grdos como
coadjuvantes pode ser feita no intuito de se reduzir o custo de producdo do produto, sendo
justificada, ainda, pela maior disponibilidade dos mesmos nos mercados locais (Piacentini et
al., 2018).

Humulus lupulus, comumente conhecido como lipulo, ¢ uma planta rica em compostos
fenolicos, como flavondides, humulonas (a-acidos) e lupulonas (B-acidos) (Almeida et al.,
2020). Nas flores femininas, especialmente na lupulina, encontram-se a-acidos, B-acidos e
Oleos essenciais, 0s quais contribuem para o aroma e amargor tipicos da cerveja (Rodolfi et al.,
2018). O lapulo ¢ um componente importante na cerveja, pois, além de conferir o amargor e
aromas caracteristicos da bebida, atua como um agente protetor contra deterioragdo, em razao
de sua acdo antibacteriana (Steenackers et al., 2015; Rodolfi et al., 2018). Os acidos amargos
do lupulo sdo reportados na literatura como altamente eficazes contra bactérias Gram-positivas,
enquanto que as Gram-negativas sdo resistentes ou necessitam de uma concentragao maior para
serem afetadas (Kramer et al., 2015). As fragdes antimicrobianas do Iupulo atuam alterando a
permeabilidade da membrana celular das bactérias Gram-positivas. Tais compostos sdo capazes
de se difundir através da membrana celular para o interior da célula, causando dissipagdo do
gradiente de protons e, dessa forma, levando a redugdo do pH intracelular e interrompendo a
capacidade da célula de captar nutrientes (Bergsveinson et al., 2015; Pielech- Przybylska et al.,
2017).

Atualmente, a producdo de cerveja esta dividida por estilo de fermentagdo em dois
grupos, sendo eles Ale e Lager (Boronat et al., 2020). Algumas caracteristicas, tais como o
tempo e temperatura utilizados no processo fermentativo, o tipo e as propriedades especificas
da cepa selecionada, entre outros, sdo fatores importantes que diferenciam os dois grupos
(Saerens et al., 2010; Gerhards et al., 2020). As cervejas do tipo Lager sdo produzidas em
temperaturas entre 6 e 15 ° C, enquanto que a fermentagdo das bebidas do grupo Ale ocorre
entre 16 e 24 ° C (Da Costa Jardim et al., 2018). As leveduras cervejeiras mais comumente
utilizadas na produgao dos estilos Ale e Lager sdo Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
pastorianus, respectivamente, sendo classificadas ainda com base nas suas propriedades de
floculagdo (Saerens et al., 2010). O estilo Lager ¢ classificado como cerveja de baixa
fermentagdo, em decorréncia da deposi¢do da levedura no fundo do fermentador (Monerawela
& Bond, 2017). Em contrapartida, o estilo Ale ¢ classificado como cerveja de fermentacao
superior, pois a levedura se mantém na superficie do mosto no final da fermentacao (Gerhards

et al., 2020).
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A caracteriza-se, dentre outros fatores, pela presenca de etanol, pH acido e altos niveis
de dioxido de carbono, os quais contribuem para que esse produto tenha uma alta estabilidade
microbiana (Dysvik et al., 2020). Apesar de todas essas caracteristicas que dificultam o
crescimento de microrganismos contaminantes, existem alguns que sdo resistentes a essas
condi¢des, produzindo compostos indesejaveis e, consequentemente, gerando off-flavors, além
de poder causar turbidez, acidificagdo, sedimentagdo e até a producdo de limo no produto final
(Shimotsu et al., 2015; Schneiderbanger et al., 2018). A presenca desses microrganismos pode
se dar em diversas etapas do processo produtivo, como durante o armazenamento do mosto,
durante a fermentag¢do, maturagdo, envase, dentre outros (Muller-Auffermann et al., 2015).
Cabe ressaltar ainda que, para a maioria das cervejas, a presenga de qualquer microrganismo
que nao tenha sido inoculado de forma intencional ¢ considerada um contaminante (Bokulich
etal., 2012).

Em decorréncia dos efeitos indesejaveis de microrganismos contaminantes na cerveja,
analises microbiologicas de diversos pontos do processo de producdo de cerveja sdo
importantes, uma vez que auxiliam na detecgao e rapida corre¢ao de possiveis problemas, além
de evitar que lotes contaminados sejam consumidos, garantindo-se com isso a qualidade do
produto (Schneiderbanger et al., 2018).

Dentre os microrganismos responsaveis pela deterioragdo da cerveja, incluem-se
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras selvagens e fungos multicelulares
(Esmaeili et al., 2015). O maior nimero de microrganismos contaminantes dessa bebida tem
origem nos equipamentos utilizados na cervejaria e nas matérias primas, como o malte, o lupulo
e a agua (Obi, 2017).

A microbiota natural da matéria prima utilizada pode ser responsavel por eventos de
contaminagdo e resultar na perda completa do produto final (Vaughan et al., 2005; Obi, 2017).
As micotoxinas, metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos, podem também
estar presentes nos cereais usados para a fabricacao da cerveja, e tal contaminacao pode ocorrer
tanto no armazenamento dos mesmos ap6s a colheita, como durante a maltagem (Bertuzzi et
al., 2018). Em decorréncia de condi¢des climaticas favoraveis, a ocorréncia desse tipo de
contamina¢do no Brasil ¢ maior quando comparada a outros paises (Piacentini et al., 2018).
Dada a resisténcia dessas moléculas a altas temperaturas e pH extremos, a temperatura maxima
utilizada durante o processo de producao de cerveja ndo € capaz de destruir esses compostos,
sendo a sua presenca capaz de alterar parametros fisicos, quimicos e biologicos da bebida, além
de causar prejuizos a saude do consumidor (Pascari et al., 2018). O género Fusarium é o mais

comumente associado a essas contaminagdes, sendo as fumosinas, tricotecenos ¢ zearalenona
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as principais micotoxinas encontradas na cerveja (Piacentini et al., 2017; Piacentini et al.,
2018).

A presenca de leveduras selvagens ¢ também indesejavel na produgao de cerveja, uma
vez que elas competem com a levedura cervejeira e reduzem o desempenho da fermentagao.
Além disso, podem produzir off- flavors que comprometem a qualidade final do produto
(Spedding & Aiken, 2015). As contaminagdes por levedura na cerveja se ddo principalmente
por espécies do género Saccharomyces, seguido por Dekkera/Brettanomyces (Suzuki, 2020).
Leveduras selvagens dos géneros Pichia, Saccharomyces, Candida, entre outros, ja foram
detectadas na superficie dos equipamentos de producdo (Hernidndez et al., 2018). Tais
microrganismos sdo capazes de formar biofilmes, fator que facilita o aumento da transferéncia
horizontal de genes e consequentemente o nimero de linhagens resistentes aos compostos
antimicrobianos encontrados na cerveja (Bergsveinson et al., 2015).

As bactérias Gram-positivas sdo consideradas o principal grupo de microrganismos
contaminantes da cerveja, sendo os géneros Lactobacillus e Pediococcus os principais
representantes (Suzuki, 2020). Espécies dos géneros Leuconostoc, Micrococcus e
Staphylococcus também sdo capazes de crescer nessa bebida (Ashtavinayak et al., 2016). As
bactérias do acido latico sdo responsaveis por até 90% das contaminag¢des na industria de
cerveja € sdo resistentes aos compostos antimicrobianos do lapulo, o que lhes confere uma
vantagem para o desenvolvimento no produto (Obi, 2017). Supde-se que tal resisténcia tenha
sido adquirida com o tempo, em decorréncia do frequente e prolongado contato com o lapulo
durante os processos de fermentacdo (Sakamoto & Konings, 2003). Dentro do género
Lactobacillus, L. lindneri foi detectada com uma frequéncia entre 15 e 25 % dos casos de
contaminagdes em cervejarias (Liu et al., 2017). A presenca dessa espécie promove a formagao
de off-flavors, em decorréncia da producdo de compostos como acido latico, acido acético e
diacetil, além de causar turbidez no produto final. Essa espécie é termotolerante, ou seja,
consegue sobreviver a fervura do mosto e, dado o seu tamanho reduzido, consegue passar pelos
sistemas de filtracdo durante o processo de clarificacdo da bebida (Liu et al., 2017; Suzuki,
2020).

Em relacdo ao grupo das bactérias Gram-negativas, a presenca das bactérias do acido
acético ¢ considerada indesejavel na cerveja e em outras bebidas, sendo os géneros Acetobacter
e Gluconobacter os mais frequentemente associados a contaminacao e a perdas significativas
em cervejarias (Ashtavinayak et al., 2016; De Roos & De Vuyst, 2018). Sdo microrganismos
dificeis de se detectar, uma vez que suas células estdo em um estado vidvel mas ndo cultivavel

na maior parte do tempo, e seu cultivo requer a utilizacdo de meios de cultura especificos (De
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Roos & De Vuyst, 2018). Essas espécies sdo capazes de sobreviver em biofilmes e produzir
diversos compostos, como acido acético e sulfeto de hidrogénio, que causam off-flavors e
consequentemente a deterioragdo da bebida (Ashtavinayak et al., 2016). Além desses, os
géneros Megasphaera e Pectinatus também sdo comumente encontrados, sendo esses
microrganismos deteriorantes estritamente anaerdbicos (Schneiderbanger et al., 2018). A
deteccdo de bactérias da familia Enterobacteriaceae indica negligéncia com a higiene. Além
disso, elas sdao capazes de crescer no inicio do processo de fermentacao e produzir compostos
indesejaveis que irdo impactar no produto final, reduzindo a sua qualidade (Ashtavinayak et al.,
2016; Obi, 2017).

Os compostos quimicos comumente utilizados na industria de alimentos tém gerado
cada vez mais linhagens resistentes a compostos antimicrobianos, e a preferéncia do
consumidor por alimentos mais seguros e naturais vem aumentando (Vaughan et al., 2005;
Bahrami et al., 2019). Na busca por compostos capazes de reduzir os impactos negativos
causados por microrganismos contaminantes em alimentos, novas estratégias de controle

envolvendo compostos naturais t€ém ganhado cada vez mais destaque (Pisoschi et al., 2018).

2.2. Nisina

Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos produzidos via ribossomal por bactérias e
arqueias, podendo essas moléculas apresentar mecanismos de acdo bactericidas ou
bacteriostaticos sobre diversos microrganismos sem, contudo, afetar o microrganismo produtor
(Kaskoniene et al., 2017; Santos et al., 2018). Dentre os grupos de bacteriocinas existentes,
destacam-se os lantibioticos, os quais exercem atividade antimicrobiana em baixas
concentragdes. Sua classificacdo se da em decorréncia da presenca de anéis de lantionina na
estrutura quimica, sendo esses, varidveis em relagdo ao nimero e posi¢ao na molécula (Hassan
et al., 2015; Gharsallaqui et al., 2016). A nisina ¢ considerada o lantibiotico mais antigo de que
se tem conhecimento, e também o mais estudado (Kaskoniene et al., 2017).

A nisina ¢ pertencente ao grupo dos lantibioticos de classe I, e ¢ produzida por
Lactococcus lactis (Ozel et al., 2018). A estrutura desse peptideo consiste de 34 aminoacidos,
incluindo quatro aminodcidos incomuns, cinco pontes internas de dissulfeto e cinco anéis de
lantionina, os quais sdo separados por uma regido flexivel que ¢ chamada de dobradica
(Gharsallaoui et al., 2016; Muller-Auffermann et al., 2015; Khosa et al., 2016). Acredita-se que
as estruturas ciclicas sejam responsaveis por manter a rigidez do peptideo e por conferir

protecdo ao mesmo da degradacgdo térmica e por proteases (Khan & Oh, 2016). Sabe-se ainda
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que sua estabilidade térmica aumenta conforme o pH diminui, dada a presenca de ligagdes

tioéter na sua estrutura (Gharsallaoui et al., 2016).

_(Lleu)
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Figura 1: Estrutura do peptideo nisina. (Aminoacidos nao usuais: acido aminobutirico (ABA);
dehidroalanina (DHA); dehidrobutirina (DHB)). Fonte: Jayant & Halami, 2020.

Dois mecanismos de a¢do envolvem a atividade antimicrobiana da nisina, sendo eles a
formagao de poros na membrana e a inibi¢ao da sintese da parede celular (Li et al., 2018). Esse
peptideo atua por meio da liga¢ao ao Lipideo II, molécula essencial na sintese da parede celular,
responsavel pela sintese do peptideoglicano (Muller-Auffermann et al.,2015). Dada essa
caracteristica, a atividade antimicrobiana ir4 variar de acordo com o organismo, uma vez que
existem diferengas na estrutura celular que podem ou nao dificultar o acesso do composto ao
seu alvo de acao (Dos Santos et al., 2018; Medeiros-Silva et al., 2018). Além disso, a nisina
possui maior efetividade contra células que estdo em fase exponencial de crescimento (Muller-
Auffermann et al., 2015), além de possuir atividade esporostatica. Em temperaturas mais
elevadas, sua atividade antimicrobiana ¢ potencializada (Khan & Oh, 2016).

A regido N-terminal hidrofébica da nisina € a que permite sua ligagdo ao grupamento
pirofosfato (PPi1) da membrana celular, permitindo sua penetracdo nessa estrutura celular
(Gharsallaoui et al., 2016). A estrutura do Lipideo II, composta pela ligacdo do pirofosfato a
uma cadeia altamente hidrofobica, faz com que essa molécula consiga se mover através da
membrana citoplasmatica, resultando no bloqueio da sintese da parede celular bacteriana
(Chugunov et al., 2013). Além disso, a extremidade C-terminal do peptideo € responsavel pela
formacdo de poros na membrana plasmatica (Gharsallaoui et al., 2016). Assim, ocorre a
associacdo entre oito moléculas de nisina e quatro moléculas de Lipideo II, o que promove a

desestruturacdo da membrana, gerando dissipacdo do potencial eletrostatico e,
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consequentemente, levando a morte celular (Prince et al., 2016; Chugunov et al., 2013). Tendo-
se o grupamento PPi da membrana celular como alvo, nisina € vista como um potencial agente
antimicrobiano, uma vez que esse grupamento ¢ insubstituivel (Medeiros-Silva et al., 2018).

A atividade antibacteriana da nisina contra bactérias Gram-positivas tem sido reportada
em diversos estudos (Punyauppa-Path et al., 2015; Li et al., 2018). Entretanto, sua atividade
contra bactérias Gram-negativas ¢ reduzida, uma vez que a membrana externa desse grupo
dificulta o acesso da nisina ao seu alvo especifico (Ibarra-Sanchez et al., 2020). Além disso, a
nisina ndo apresenta efeito inibitorio contra leveduras, fungos filamentosos e virus
(Gharsallaoui et al., 2016). Dada a sua forma de produgao, esse peptideo possui um alto custo,
o que dificulta seu uso em larga escala (Muller-Auffermann et al., 2015). Sabe-se ainda que a
aplica¢do da nisina na sua forma livre, a depender das condi¢des em que ¢ empregada, pode
ndo resultar na eficiéncia desejada, em razdo da possivel ocorréncia de mecanismos de
degradagdo enzimatica (Khan & Oh, 2016).

Em decorréncia de algumas limitagdes no uso da nisina como agente de controle
microbioldgico, estudos visando a estratégias alternativas baseadas no uso desse composto de
forma combinada com outras tecnologias tém sido realizados (Khan & Oh, 2016; Chi & Holo,
2018). A aplicacdo de antimicrobianos associados a materiais em escala nanométrica ¢ um
sistema que apresenta potencial de aplicacdo na industria alimenticia, uma vez que tal
tecnologia pode ser empregada durante toda a cadeia de produgao alimentar (Khan & Oh, 2016).
Assim, nanoparticulas recobertas por nisina tém sido utilizadas no intuito de se aumentar o
controle de possiveis microrganismos contaminantes de alimentos (Bahrami et al., 2019).

Embora a atividade da nisina seja limitada, esse peptideo ¢ amplamente utilizado na
industria alimenticia e possui status conhecido como seguro (GRAS), apresentando, portanto,
baixo risco a saude humana, além de nao alterar as propriedades organolépticas dos alimentos
(Camargo et al., 2018; Ibarra-Sanchez et al., 2020). Seu uso em alimentos foi aprovado em mais
de 50 paises e tem sido aplicado como conservante de alimentos desde 1950 (Ibarra-Sanchez et
al., 2020; Khan & Oh, 2016). De acordo com Muller-Auffermann et al (2015), essa molécula ¢
digerida de forma répida pelo organismo humano, ndo gerando nenhum efeito negativo
conhecido sobre a microbiota intestinal.

No que se refere a producao da cerveja, a nisina ¢ uma molécula que possui relevancia,
uma vez que nao altera suas propriedades sensoriais nem afeta a levedura cervejeira, além de
ser estavel em diversas temperaturas, alta concentragdo de CO; e baixo pH (Muller-Auffermann

etal., 2015). Portanto, sua aplicacdo pode ser eficaz em alimentos que sejam submetidos a altas
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temperaturas e baixa acidez, podendo ser aplicada inclusive durante a fervura do mosto sem

que sua atividade seja afetada (Khan & Oh, 2016).

2.3. Nanoparticulas

Ainda que tecnologias baseadas em nanomateriais ja sejam aplicadas por muitas
civilizagdes, apenas recentemente a natureza dos materiais em nanoescala foi descoberta a partir
de analises e técnicas microscopicas (Sk et al., 2012). A nanotecnologia envolve o estudo de
materiais, estruturas e particulas em escala nanométrica (nm) (De Souza et al., 2019). Para tal,
metais nobres como a prata, platina, palddio e ouro, dentre outros, sdo constantemente
estudados. Além desses, as propriedades dos 6xidos inorganicos ndo metalicos, como os 6xidos
de titanio e de zinco, também sao exploradas (Menon et al., 2017).

As nanoparticulas sdo consideradas uma tecnologia com alto potencial de aplicagdo,
possuindo relevancia em diversos campos, tais como a engenharia, medicina e ciéncia
(Varghese et al., 2013). No que diz respeito a alimentos, o sistema de nanoparticulas ¢é
considerado uma tecnologia de grande importancia, aplicavel em toda a cadeia alimentar,
podendo auxiliar no aumento da vida util dos alimentos, da seguranca alimentar e na reducao
da deterioragdo dos mesmos (Khan & Oh, 2016). Segundo Chung e colaboradores (2017),
estudos envolvendo o uso de nanotecnologia enfatizam o alto potencial dessa tecnologia em
substitui¢do ao uso de substancias agrotoxicas em alimentos.

Envolvendo as aplica¢des alimentares, as nanoparticulas também auxiliam no controle
de biofilmes, facilitando a entrada dos agentes antimicrobianos no interior dessas estruturas
microbianas (Bahrami & Delshadi, 2020). Além disso, podem ser empregadas como
biossensores, a fim de se detectar a presenca de microrganismos patogénicos (Shi et al., 2019).
Nanoparticulas podem ser empregadas ainda na entrega de compostos bioativos com maior
biodisponibilidade, sem alterar as propriedades organolépticas dos alimentos. O uso de
nanotecnologia ja ¢ empregado na producao de embalagens para alimentos, a fim de se prevenir
a contaminagdo microbiana (Kaphle et al., 2018). Portanto, embora mais estudos ainda sejam
necessarios, a aplicacdo de nanotecnologia na producdo de alimentos tende a inovar e aprimorar

toda a cadeia de produgdo alimentar (Chung et al., 2017).

2.3.1. Nanoparticulas de ouro
Dentre os materiais disponiveis para a fabricacdo e utilizagdo como nanoparticulas, o
ouro vem ganhando cada vez mais destaque para diversas finalidades (Elahi et al., 2018). Dentre

suas propriedades, destacam-se a estabilidade das nanoparticulas, a facilidade para se controlar
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sua forma e tamanho (geralmente possuem entre 1 ¢ 100 nm), uma alta relacdo superficie-
volume, a capacidade de imobilizar diversos grupos funcionais, a facilidade de deteccdo através
de métodos colorimétricos e fluorimétricos, resisténcia térmica e a alta compatibilidade com
biomoléculas (Chen et al., 2018; Paidari & Ibrahim, 2021).

O ouro ¢ um metal quimicamente inerte e ndo reativo, sendo, portanto, considerado
atoxico (Jia et al., 2017). Dessa forma, as nanoparticulas de ouro também sdo consideradas
relativamente nao citotoxicas (Lopez-Chaves et al., 2018). Entretanto, a toxicidade das
nanoparticulas ¢ uma questdo que diverge na opinido dos pesquisadores, embora ja seja
conhecido que fatores como a forma, tamanho, carga de superficie, revestimento, concentracao,
dentre outros, sdo capazes de influenciar a toxicidade celular (Fratoddi et al., 2015; Schaeublin
etal., 2011).

Dentre a diversas gamas de aplicagdes, as nanoparticulas de ouro também tém sido
utilizadas como estratégia para o controle de diversas bactérias e fungos, sendo de grande
importancia para o controle de bactérias resistentes (Bahrami & Delshadi, 2020; Paidari &
Ibrahim, 2021). Os efeitos antimicrobianos das nanoparticulas sdo variaveis de acordo com
algumas caracteristicas, tais como o tamanho, os agentes utilizados para o revestimento de
superficie, a concentragao e os métodos de purificacao (Zhang et al., 2015).

De acordo com Tao (2018), as nanoparticulas de ouro, quando combinadas com outras
biomoléculas, detém maior atividade antimicrobiana quando comparadas com a aplicagao de
tais moléculas de forma isolada. Os mecanismos pelos quais isso acontece sao diversos, os quais
incluem lise celular, interrupgdo da atividade proton motora, interrup¢ao de funcdes celulares,
interacdo com o material genético, aumento da permeabilidade celular, dentre outros (Tao.,
2018; Zhang et al., 2015). Ainda que as possibilidades sejam diversas, o mecanismo de efeito
sinérgico € dificil de elucidar, uma vez que cada molécula tem seu proprio mecanismo exclusivo
de acdo (Zhang et al., 2015).

Resultados obtidos por Shah et al. (2014) demonstraram que o uso do antibidtico
ceftriaxona conjugado com nanoparticulas de ouro aumentou a atividade antibacteriana em seis
vezes quando comparado ao uso da molécula pura. Em outro estudo, Payne et al. (2016)
testaram a atividade antibacteriana da canamicina e da molécula associada a nanoparticulas de
ouro contra uma bactéria Gram positiva (Staphylococcus epidermidis) e uma Gram negativa
(Enterobacter aerogenes), e observaram que a concentracao inibitoria minima da associagao
entre a nanoparticula e a canamicina era significativamente menor do que quando foi aplicada
a molécula livre. Resultados semelhantes foram encontrados por Rattanata et al. (2016), os

quais avaliaram a atividade antibacteriana do 4cido gélico puro ou conjugado com
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nanoparticulas de ouro contra patdogenos de origem alimentar, tais como Plesiomonas
shigelloides e Shigella flexneri. De acordo com os pesquisadores, a conjugacdo com a
nanoparticula potencializou a atividade do acido galico, € a concentragdo inibitoéria minima foi

significativamente reduzida em comparag¢ao com a da molécula pura.

2.3.2. Pontos quanticos de carbono

O carbono é um elemento encontrado em abundancia na natureza, considerado nao
toxico, e vem sendo alvo de grande interesse para aplicagdes em escala nanométrica (Varghese
et al.,, 2013; Wu et al., 2021). Os pontos quanticos de carbono s3o considerados pequenas
moléculas baseadas em carbono, em escala nanométrica, com eficaz funcionaliza¢do de
superficie, obtidos a partir de materiais organicos ou bioldgicos (Al Awak et al., 2017). A
funcionalizacdo da superficie da nanoparticula é de grande importancia, dado que afeta
propriedades tais como a interagdo celular, o trafego intracelular, a citotoxicidade e
caracteristicas fisicas e opticas (Rabe et al, 2019).

Os pontos quanticos de carbono podem ser sintetizados a partir de uma fonte de carbono
natural ou sintética, por diversos métodos (Wu et al., 2021). De acordo com a literatura, os
pontos quanticos de carbono sdo benignos e considerados nao toxicos in vitro e in vivo, além
de serem facilmente sintetizaveis, de baixo custo e ambientalmente favoraveis (Dong et al.,
2017; Dong et al., 2020; Rabe et al, 2019). Tais particulas tém ganhado destaque em decorréncia
da sua facilidade de detec¢ao, boa biocompatibilidade e propriedades fluorescentes (Shi et al.,
2019). Dessa forma, sao estudadas para diversas aplicagdes, tais como na obtengdo de
biossensores, combate ao cancer, bioimagem e controle de microrganismos (Wu et al., 2021).

O principal mecanismo antimicrobiano descrito para os pontos quanticos de carbono
consiste na producdo de espécies reativas de oxigénio. A adesdo das nanoparticulas a superficie
celular bacteriana desencadeia o rompimento da parede celular e consequentemente induz o
estresse oxidativo intracelular (Dong et al., 2020). Em razao do seu modo de agdo, ¢ necessario
que as nanoparticulas estejam interagindo proximas as células bacterianas para que sejam
eficazes (Rabe et al., 2019). O resultado da atividade antibacteriana ¢ varidvel, uma vez que
diversos parametros devem ser levados em consideragao, tais como o estado de fotoexcitagao,
as propriedades Opticas e a funcionalizagdo da superficie das nanoparticulas (Dong et al., 2020).

O uso dos pontos quanticos de carbono tem sido considerado para aplicagdes clinicas e
na agricultura, uma vez que possuem um menor risco de gerar resisténcia antimicrobiana, em
relagdo aos antibidticos convencionais (Wu et al., 2021). Além disso, sdo utilizados em grande

escala na produgdo de embalagens para alimentos, € comumente migram para 0S mesmos
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(Thiruvengadam et al., 2018). No estudo realizado por Sk e colaboradores (2012), foram
encontradas amostras de pontos quanticos de carbono em alimentos de consumo regular como
pao, agucar mascavo, flocos de milho e biscoito. Dadas as suas caracteristicas tais como
biocompatibilidade e baixa ou nenhuma toxicidade, os pontos quanticos de carbono sao uma
tecnologia com alto potencial de aplicagdo voltado para a seguranga alimentar (Shi et al., 2019).

A nisina € o peptideo antimicrobiano mais comumente utilizado na industria alimenticia
(Bahrami et al., 2019). A atividade antimicrobiana da conjugac¢do de nanoparticulas de diversos
materiais com a nisina tem se mostrado bastante promissora (Arakha et al., 2016; Bhat et al.,
2017; Pandit et al., 2017; Vucomanovik et al., 2017; Pandit., 2021). No estudo realizado por
Thirumurugan e colaboradores (2013), foi demonstrado o efeito positivo da associagdo de
nisina com nanoparticulas de ouro contra patdogenos alimentares em relacdo ao uso do peptideo
na sua forma livre. Em outro estudo, foi relatado que pontos quanticos de carbono associados a
nisina demonstraram alta atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus € Bacillus subtilis (Qi et al., 2011).

Com o crescente aumento da demanda por alimentos e bebidas mais seguros, atrelado
ao aumento de bactérias patogénicas resistentes aos atuais antibioticos e métodos de controle
utilizados, o sistema de nanoparticulas é uma estratégia relevante para auxiliar no aumento da
seguranca alimentar (Khan & Oh, 2016; Bahrami & Delshadi, 2020). Neste trabalho, explorou-
se o efeito da funcionalizacdo de nanomateriais com nisina, com vistas ao controle de

microrganismos comumente encontrados como contaminantes em cervejas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a sensibilidade de microrganismos contaminantes da industria cervejeira e leveduras
comerciais a nanoparticulas de ouro e pontos quanticos de carbono funcionalizados com o

peptideo nisina.

3.2. Objetivos especificos

- Produzir nanoparticulas de ouro e pontos quanticos de carbono funcionalizados com nisina.

- Caracterizar os nanomateriais produzidos.

- Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos nanomateriais conjugados com o peptideo

nisina contra microrganismos contaminantes da cerveja e leveduras cervejeiras.
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4. METODOLOGIA
4.1. Composto antimicrobiano

O composto nisina foi selecionado para os ensaios de avaliagdo da atividade
antimicrobiana contra os microrganismos contaminantes da cerveja em associagdo as
nanoparticulas de ouro e de carbono. A nisina foi adquirida da empresa Fermentech (nome
comercial Nisaplin), e as nanoparticulas foram produzidas no Laboratorio de Biotecnologia e
Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

4.2. Microrganismos

O trabalho foi conduzido com isolados microbianos obtidos de cervejas com historico
de contaminagdo microbioldgica. A atividade antimicrobiana do peptideo foi avaliada contra
um conjunto de bactérias previamente isoladas (Tabela 1) e armazenadas a -80°C, no
Laboratdrio de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) (Siqueira,
2019).

Linhagens de leveduras comerciais comumente utilizadas na industria cervejeira foram
selecionadas para avaliar se a nisina exerce algum efeito inibitorio sobre as mesmas. Para tal,
foram utilizadas neste trabalho as espécies Saccharomyces cerevisiae safale S-04, Trappist Ale
SYO065, California Ale Yeast WLP0O1, Saison Ale SY064, Belgian Ale 04 YLB3003, American
Ale SY025 e Brettanomyces lambicus YLB90O0.
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Tabela 1. Isolados bacterianos obtidos de cerveja com elevados indices de contaminagao
bacterianos utilizados neste trabalho

Isolado Identificagdo

CTUGO5 Acetobacter malorum HWW3
CTUGO8 Acetobacter cerevisiae SCMA40
CJFPO5 Bacillus sp. T56

CJFP10 Bacillus subtilis 30L2-1

CTUGO06 Bacillus megaterium N9

CVICO02 Bacillus sp. YSS/2001-3

CVICO03 Bacillus sp. PVL04

CJFPO1 Lactobacillus brevis M4-1

CJFP0O4 Lactobacillus brevis YJ11B

CJFP11 Lactobacillus brevis NWAFU1535
CJFP12 Lactobacillus brevis SC13

CJFP13 Lactobacillus brevis HBUAS53105
CJFCO03 Lactobacillus brevis YJ11B

CJFCO05 Lactobacillus brevis CE7.3

CTUG04 Lactobacillus brevis YJ11B

CVICO1 Micrococcus yunnanensis SML _M164
CTUGO09 Sphingomonas zeae P5-D10

CJFPO3 Paenibacillus sp. JULS-5

CJFP09 Paenibacillus chibensis BGRI EBC SK18-T28

4.3. Producio de nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas empregadas no estudo foram sintetizadas empregando-se trés
protocolos diferentes. Todas as vidrarias utilizadas para a execucdo dos protocolos foram
cuidadosamente limpas com detergente, 4gua corrente e 4gua ultrapura por 5 vezes cada uma e
finalmente secas em estufa.

A concentracdo de 1 mM foi selecionada em todos os protocolos executados para os

ensaios seguintes de atividade antimicrobiana.
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Figura 2: Ilustracdo esquematica das nanoparticulas de ouro. As letras A, B e C representam
respectivamente NPs Au (estoque das nanoparticulas de ouro), o NPs Au — DT (controle das
nanoparticulas de ouro) ¢ NPs Au — DT/Nisina (nanoparticulas de ouro funcionalizadas com
nisina).

4.3.1. Protocolo 1

Para a produgdo das NPs Au do primeiro protocolo, foram adicionados 0,5 mL de NaOH
(1 mol L") em 48 mL de 4gua ultrapura. Posteriormente, 1,5 mL de cloreto de
tetra(hidroximetil)fosfonio (THPC) 80% diluido em 4gua ultrapura (1,5 mM) foi adicionado a
solugdo, sob agitacdo constante por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de solugdo de
acido tetracloroaurico (HAuCls.3H>0) (10 mM) diluido em HCI (50 mM) (concentragdo final
de 1 uM), sob agitacdo vigorosa e constante por cerca de 15 minutos. Ao fim desse processo,
foram obtidas as nanoparticulas.

Na sequéncia, as nanoparticulas de ouro foram funcionalizadas com nisina (NPs Au-
DT/Nisina). Para tal, em frasco tipo penicilina, foram adicionados 500 pL, 250 uL ou 125 uL
da solugdo estoque de nisina a 20 mM, para um volume final de 10 mL, a fim de se obterem
concentragdes finais de 1 mM, 0,5 mM e 0,25 mM, respectivamente. Em seguida, adicionaram-
se 4 mL de tampao de tetraborato de sodio (50 mM, pH 9,2) e 2,4 uL de dodecanotiol, sob
agitacdo branda por 5 minutos. Por ultimo, foram adicionados 5 mL da solugdo de
nanoparticulas previamente sintetizadas, mantendo-se a agitagdo por 5 minutos adicionais. Os
frascos de penicilina foram recobertos com papel aluminio
e armazenados no escuro por 48 horas, sob temperatura ambiente. Em seguida, as
nanoparticulas foram submetidas a caracterizacdo e avaliadas quanto a atividade

antimicrobiana. Uma descri¢do dos tratamentos do protocolo 1 ¢ mostrada na Tabela 2.
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Tabela 2: Descri¢cdo dos tratamentos do protocolo 1 empregado na sintese das nanoparticulas
de ouro

Tratamento Solugao estoque Tampao NPs Au Dodecanotiol
nisina 20 mM tetraborato | (concentragdo) | (concentragao)
50 mM
NPs Au— DT/ 500 puL 4,5 mL 5mL (0,5 2,4 uL (1000
Nisina 1 Mm uM) uM)
NPs Au— DT/ 250 uL. 4,750 mL 5mL (0,5 2,4 uL (1000
Nisina 0,5 mM uM) uM)
NPs Au— DT/ 125 uLb 4, 875 mL 5mL (0,5 2,4 uL (1000
Nisina 0,25 mM uM) uM)
NPs Au—- DT - 5mL 5mL (0,5 2,4 uL (1000
uM) nM)

4.3.2. Protocolo 2

Para a sintese das NPs Au do segundo protocolo, inicialmente foram adicionados 50 pL
de solu¢do de HAuCl4.3H20 (50 mM) em HCIl (50 mM) a 4,8 mL de agua ultrapura. Em
sequéncia, foram acrescentados 150 pL da solu¢do de NaBH4 (150 mM) em NaOH (50 mM),
sob agitagdo vigorosa e constante por 1 minuto.

Apos a sintese, foi realizada a funcionalizagdo das particulas com nisina (NPs Au-
DT/Nisina) para concentragdes finais de 1 mM, 0,5 mM e 0,25 mM (Tabela 2). Assim, volumes
de 500 uL, 250 pL e 125 puL da solugdo estoque de nisina a 20 mM, para 10 mL de volume
final completados com &gua ultrapura em frasco de penicilina, foram acrescidos de 4,8 uL de
dodecanotiol sob agitagdo constante por 3 minutos. Posteriormente, 20 pL. da solu¢do de
nanoparticulas (0,5 mM) foram adicionados a solu¢do sob agitacdo constante. Os frascos de
penicilina foram cobertos com papel aluminio e mantidos no escuro por 48 horas, sob
temperatura ambiente. Em seguida, as nanoparticulas foram submetidas a caracterizacdo e

avaliadas quanto a atividade antimicrobiana.
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Tabela 3: Descri¢cdo dos tratamentos do protocolo 2 empregado na sintese das nanoparticulas
de ouro

Tratamentos Solugao Tampao NPs Au Dodecanotiol
estoque nisina | tetraborato | (concentracdo) (concentragao)
20 mM 20 mM
NPs Au-DT/ 500 uL 9,5 mL 20 uL (1 uM) | 4,8 uL (2.000 uM)
Nisina 1 mM
NPs Au— DT/ 250 uL 9,750 mL 20 uL (1uM) | 4,8 uL (2.000 uM)
Nisina 0,5 mM
NPs Au— DT/ 125 uL 9,875 mL 20 uL (1uM) | 4,8 uL (2.000 uM)
Nisina 0,25 mM
NPs Au— DT - 10 mL 20 uL (1uM) | 4,8 uL (2.000 uM)

4.3.4. Protocolo 3

A sintese das NPs Au foi realizada de modo similar ao Protocolo 2, diferindo apenas no
processo de funcionalizagao.

A etapa de funcionalizagdo das nanoparticulas de ouro com nisina foi feita em tubo de
centrifuga de 15 mL. Foram adicionados 2 mL da solucdo de nanoparticulas (0,5 mM) e 1,28
mL de acetona, seguindo-se agitacdo manual por alguns segundos. Em seguida, foram
adicionados 1,53 mL de solucdo de hexano contendo 23,7 pL de dodecanotiol, seguindo-se
nova agitacdo manual e vigorosa por 30 segundos. Apds esse tempo, o frasco foi deixado em
repouso para que fossem formadas duas fases (fase inferior aquosa e fase superior organica
contendo as nanoparticulas ligadas ao dodecanotiol e moléculas de dodecanotiol livres). Esse
procedimento foi repetido sequencialmente por 5 vezes, sendo feita em todas elas a coleta da
fase superior e a adi¢do de novo volume de hexano puro a fase aquosa inferior.

Ao fim das lavagens com hexano, 100 pL da fase orgéanica final (hexano) contendo as
nanoparticulas ligadas a dodecanotiol foram adicionados a frascos de penicilina e a solugdo foi
mantida em cabine de exaustdo para a evaporacdo do solvente. Na etapa seguinte, foram
adicionados 500 puL, 250 pL e 125 pL da solugdo estoque de nisina a 20 mM, para um volume
final de 20 mL em 4gua ultrapura, a fim de se obterem concentragdes finais de 1 mM, 0,5 mM
e 0,25 mM, respectivamente (Tabela 3). Ao fim da funcionalizacdo, os frascos foram recobertos
com papel aluminio e mantidos no escuro por 48 horas, sob temperatura ambiente. Em seguida,
as nanoparticulas foram submetidas a caracterizacdo e avaliadas quanto a atividade

antimicrobiana.
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Tabela 4: Descri¢cdo dos tratamentos do protocolo 3 empregado na sintese das nanoparticulas
de ouro

Tratamentos Solugdo estoque Tampao Au Dodecanotiol
nisina 20Mm tetraborato | (concentragdo) | (concentragdo)
20 mM
NPs Au-DT/ 500 pL 9,5 mL (0,67 uM) (67 uM)
Nisina 1 mM
NPs Au— DT/ 250 uLb 9, 750 mL (0,67 uM) (67 uM)
Nisina 0,5 mM
NPs Au-DT/ 125 uLb 9, 875 mL (0,67 uM) (67 uM)
Nisina 0,25 mM
NPs Au-DT - 10 mL (0,67 uM) (67 uM)

4.4. Pontos quanticos de carbono

A sintese de pontos quanticos de carbono foi realizada seguindo-se o protocolo descrito
por Li et al. (2016), com modificac¢des, a partir da pirélise do citrato de amonio. Para tal, citrato
de amonio (2 g) foi submetido a tratamento térmico de 200°C por aproximadamente 2 horas em
mufla. A massa escura obtida foi triturada em almofariz e 0,05 g foram adicionados a 2 béqueres
contendo volumes especificos da solugdo estoque de nisina 10 mg mL!, previamente diluida
em 4gua ultrapura, a fim de se obterem amostras nas concentragdes finais de 1 mg mL™' ¢ 0,5
mg mL™! respectivamente. Assim, ao primeiro béquer foram adicionados ImL da solugdo
estoque e 1 mL de dgua ultrapura e, ao segundo, foram adicionados 0,5 mL da solugdo estoque
e 1,5 mL de agua ultrapura. Posteriormente, os béqueres foram submetidos a temperatura de
260°C por 2 horas em mufla. O precipitado preto foi ressuspendido em 10 mL de 4gua ultrapura.
A solugao obtida foi mantida em sonicador por 1 hora a 40 °C e posteriormente centrifugada a
35.000 g por 1 hora. O sobrenadante foi retirado, e as amostras foram armazenadas em frasco
de penicilina, a -20°C. Seguindo-se os mesmos procedimentos, foi preparado um controle sem
a adicdo da nisina. As solucdes foram armazenadas em frasco de penicilina e mantidas em

geladeira até seu uso.
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® Nisina

Figura 3: Ilustragao esquematica dos pontos quanticos de carbono. As letras A e B representam,
respectivamente, o PQC (controle) e os PQC—Nisina (pontos quanticos de carbono
funcionalizados com nisina).

4.5. Caracterizacio dos nanomateriais

Apo6s a funcionalizagdo, as nanoparticulas de ouro ¢ os pontos quanticos de carbono
foram caracterizados por meio da avaliagdo do espectro de emissdo de fluorescéncia (Cary
Elipse Fluorescence - Agilent Technologies) e de espectrofotometria UV-visivel (Genesys 10S
UV-vis).

Devido a cor escura obtida ao final da sintese dos pontos quanticos de carbono, foi
necessario proceder com a diluicdo das amostras na proporc¢ao 1:50, em agua ultrapura, para

realizar as caracterizagoes.

4.6. Ensaio de atividade antimicrobiana para as bactérias

A atividade antibacteriana da nisina na sua forma livre ou conjugada a nanomateriais
foi avaliada contra o conjunto de microrganismos selecionados previamente (item 4.2),
empregando-se o método de microdiluicao em placas de 96 pogos. Os microrganismos foram
previamente incubados a 30 °C sob agitagcao de 200 rpm por 48 horas. A nisina, em sua forma
livre ou conjugada a nanomateriais foi diluida nos respectivos meios de cultura, a fim de se
obterem concentragdes finais de 1.000 ug mL™!, 500 ug mL™! e 250 ug mL! de nisina. Para
1sso, aliquotas de 50 uL das dilui¢des das diferentes solucdes de nisina foram adicionadas a
pocos contendo 50 uL das culturas celulares em fase de crescimento exponencial (10° UFC mL-
1. As placas foram incubadas por 48 horas a 30 °C e a densidade optica a 600 nm (D.O.600 nm)
foi monitorada em um leitor de microplacas PowerWave XS (BioTek). Os ensaios foram
realizados utilizando-se os meios de cultivo MRS e TSB, de acordo com o microrganismo
avaliado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

O controle foi realizado adicionando-se os nanomateriais ndo conjugados a nisina, nas

respectivas dilui¢des necessarias. Foi realizado ainda, um controle apenas com os respectivos
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meios de cultura. A porcentagem de inibigdo para cada tratamento foi calculada em relagdo ao

controle através da formula:

Porcentagem de inibigao: (D.0.600 nm C - D.0O.600 nm T) X 100 / D.O.600 nm C

D.0.600 nm C = Densidade optica a 600 nm na auséncia da nisina (controle)

D.0O.600 nm T = Densidade optica a 600 nm na presenca da nisina

4.7. Ensaio de atividade antimicrobiana para as leveduras

O ensaio da atividade antimicrobiana da nisina contra as leveduras comerciais foi
realizado pelo método de microdiluigdes em placas de 96 pocos. Os microrganismos foram
incubados a 30 °C por 24 horas, sob agita¢do constante de 200 rpm. Posteriormente, a nisina
foi diluida em meio de cultura YPD para a concentragio final de 500 ug mL™!. A cada pogo
foram adicionados 50 pL da solugdo de nisina diluidos serialmente e 50 pL das culturas
celulares em fase de crescimento exponencial (10° UFC/ mL). As placas foram incubadas por
30 °C por 24 horas e a densidade oOptica a 550 nm (D.O.s50 nm) foi avaliada em leitor de
microplacas PowerWave XS (BioTek). O controle consistiu do cultivo das linhagens de
levedura em YPD, na auséncia do peptideo. Os ensaios foram conduzidos em triplicata.

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi determinada como a menor concentragao

do antimicrobiano capaz de inibir totalmente o crescimento dos microrganismos.

4.8. Analises estatisticas
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia ANOVA (two-way)

seguidos de comparacao multipla por teste de Bonferroni (p-valor < 0,05).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacio das nanoparticulas

5.1.1. Caracterizaciao das nanoparticulas de ouro
As nanoparticulas de ouro (Figura 2) foram sintetizadas a partir da redug¢do do acido
tetracloroaurico (HAuCls). No protocolo 1, foi utilizado o agente redutor cloreto de
tetra(hidroximetil)fosfonio (THPC); nos protocolos 2 e 3, o borohidreto de sodio (NaBHa)
foi o agente redutor. Apos a obtencdo das nanoparticulas, fez-se a ligacdo do dodecanotiol
a superficie dos nanomateriais e, posteriormente, a ligagao da nisina ao dodecanotiol, por

meio de ligagdes hidrofdbicas. Pode-se ver na Figura 4 os resultados de espectrofotometria



31

UV-visivel para as e NPs Au (Figura 4a) e NPs Au-DT (Figura 3b) obtidas segundo os 3

diferentes protocolos executados neste estudo.
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Figura 4: Espectros de absor¢do UV-visivel das nanoparticulas de ouro (a) NPs Au (b) NPs
Au-DT. Protocolo 1: [Au] =1 uM (NPs Au) e 0,5 uM (NPs Au-DT). Protocolo 2: [Au] = 500
uM (NPs Au) e 1 uM (NPs Au-DT). Protocolo 3: [Au] = 500 uM (NPs Au) e 0,67 uM (NPs
Au-DT).

Para o protocolo 1, foi observado um espectro que absorve na faixa do ultravioleta. Vale
ressaltar que o sinal obtido € inferior ao obtido pelos demais protocolos e, por isso, encontra-se
menos evidente na figura. Tal resultado se assemelha ao encontrado por Daniel e Baiker (1993),
que sintetizaram nanoparticulas de ouro produzidas a partir da redugdo do elemento com o
agente THPC. Segundo os autores, diferentes concentragdes de ouro deram origem a
nanoparticulas com tamanhos diferentes. Possivelmente, o baixo sinal de absorvancia
observado para as NPs Au obtidas pelo protocolo 1 (Figura 4a), est4 relacionado ao tamanho
das nanoparticulas, que devem se encontrar em tamanho inferior a 2 nm. As NPs Au do
protocolo 1 recobertas com dodecanotiol (NPs Au-DT) (Figura 4b) apresentam um perfil
semelhante ao obtido com as NPs Au, com destaque para os picos em 250 e 280 nm. Segundo
Du et al. (2005), as nanoparticulas de ouro podem apresentar deslocamento do pico para
comprimentos de ondas maiores conforme ocorre o aumento do tamanho da particula.

No espectro referente aos protocolos 2 e 3, foi observada uma banda com maximo de
absor¢ao em 525 nm para as NPs Au (Figura 4a). Esse resultado ¢ semelhante ao obtido por
Yang et al. (2013), que encontraram uma banda de plasmon para NPs Au em torno de 520 nm.

As NPs Au-DT obtidas com o protocolo 2 (Figura 4b) apresentaram perfil semelhante
ao obtido com as NPs Au, com pico maximo de absor¢do em 525 nm. No entanto, a
funcionalizagdo reduziu a intensidade de absor¢ao das nanoparticulas.

No espectro de absor¢do das amostras obtidas a partir do protocolo 3 (Figura 4b), foi

observado um pico mais intenso de absor¢do em 315 nm e picos menos intensos em 415 nm e
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480 nm. Tal resultado possivelmente esta relacionado com o recobrimento das nanoparticulas
com o dodecanotiol. No estudo realizado por Kyrychenko et al. (2011), foi observado um pico
de plasmon em 516 nm para nanoparticulas de ouro recobertas por dodecanotiol, as quais
apresentavam dimensodes entre 3 ¢ 10 nm. Os autores relatam que a posi¢cdo do pico de
ressonancia pode ser alterada em razdo de diversos fatores, tais como o tamanho das particulas
e a distancia entre elas. A diferenga observada para os espectros das NPs Au-DT dos protocolos
2 e 3 (Figura 4b), pode ser atribuida as diferentes metodologias de funcionalizagao utilizadas.
Na Figura 5, sao mostrados os resultados da andlise UV-visivel para as NPs Au-DT/

Nisina obtidas a partir da adog@o dos trés protocolos executados neste trabalho.
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Figura 5: Espectros de absor¢cdo UV- visivel das NPs Au-DT/ Nisina. a) Protocolo 1, b)
Protocolo 2, c) Protocolo 3. A nisina livre foi diluida em tampdo fosfato 20 mM. As
concentragdes dos componentes presentes em cada amostra estdo descritas nas tabelas 2, 3 e 4,
no item 4.3. Legenda (—) nisina livre 0,25 mM (—) NPs Au-DT/ Nisina 0,25 mM, (—) NPs
Au-DT/ Nisina 0,5 mM (—) NPs Au-DT/ Nisina 1 mM.

Independentemente do protocolo empregado, o perfil dos espectros obtido paras as NPs
Au-DT/ Nisina foram muito semelhantes. A presenca da banda de ressonancia plasmonica,
caracteristica das NPs Au, ndo ¢ observada, o que pode estar associada a baixa concentragao
das NPs Au em relagdo a nisina.

A nisina livre (0,25 mM) apresentou um pico de absorbancia em 250 nm. O resultado

encontrado condiz com o observado no estudo realizado por Pandit et al. (2017), que relataram
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a ocorréncia de um pico de absorbancia em 235 nm. Quando se compara o espectro de
absorbancia da nisina livre (0,25 mM) aos obtidos com as NPs Au—DT/Nisina, observa-se que
a intensidade de absorc¢ao de luz UV-visivel é aumentada conforme se aumenta a concentragao
de nisina (Figura 5).

Na figura 6, sdo apresentados os espectros de emissdo de fluorescéncia das NPs Au e

das NPs Au-DT sintetizadas a partir dos trés protocolos executados.
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Figura 6: Espectros de emissdo de fluorescéncia das nanoparticulas de ouro (A de excitagdo =
290 nm), (a) NPs Au (b) NPs Au—DT. Protocolo 1: [Au] =1 uM (NPs Au) ¢ 0,5 uM (NPs Au-
DT). Protocolo 2: [Au] =500 uM (NPs Au) e 1 uM (NPs Au-DT). Protocolo 3: [Au] =500 uM
(NPs Au) e 0,67 uM (NPs Au-DT).

Os espectros de emissao de fluorescéncia obtidos com as NPs Au sintetizadas de acordo
com o protocolo 1 foram distintos dos observados com as nanoparticulas obtidas segundo os
protocolos 2 e 3. Foi observada uma banda de emissao de fluorescéncia em 577 nm para as NPs
Au (Figura 6a) do protocolo 1. Resultado semelhante foi relatado por Kumar et al. (2013), que
utilizaram THPC como agente redutor. De acordo com os resultados obtidos por aqueles
autores, foi observada uma banda plasmonica entre 515 e 520 nm, a qual corresponde a regido
plasmonica caracteristica de nanoparticulas de ouro pequenas. Foi ainda observado no estudo
realizado por Kumar et al. (2013) que ao se armazenar a mesma amostra € repetirem-se as
analises posteriormente, ocorreu um deslocamento de Stokes do pico. Ao serem recobertas com
dodecanotiol, as NPs Au-DT (Figura 6b) apresentaram um perfil semelhante ao obtido com as

NPs Au, com um pequeno deslocamento de Stokes para 579 nm.

Nos espectros referentes as nanoparticulas obtidas segundo os protocolos 2 e 3, foi
observada, para as NPs Au, uma banda (Figura 6a) com pico de emissdo maxima em 569 nm.
Resultado semelhante foi relatado em Sun et al. (2015), que obtiveram nanopontos

fluorescentes em uma regido plasmoénica com pico de emissao em 582 nm. Os diferentes
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espectros observados na figura 6a, podem ter sido gerados em decorréncia dos agentes redutores
empregados na sintese das NPs Au (THPC para o protocolo 1 e NaBH4 para os protocolos 2 e
3), os quais podem ter formado nanoparticulas com tamanhos diferentes.

Ao serem recobertas com dodecanotiol (NPs Au-DT) (Figura 6b), as nanoparticulas
obtidas segundo o protocolo 2 mantiveram o perfil semelhante ao das NPs Au, com um pequeno
deslocamento do pico de maxima emissdo para 568 nm. As nanoparticulas obtidas segundo o
protocolo 3, ao serem recobertas por dodecanotiol (NPs Au-DT) (Figura 6b), apresentaram um
deslocamento de Stokes de 569 nm para 628 nm. O resultado encontrado condiz com o
observado no estudo publicado por Chen et al. (2015), no qual os autores relatam um espectro
de emissao com méaximo em 550 nm para nanopontos recobertos com dodecanotiol.

Os resultados da andlise de emissao de fluorescéncia das NPs Au-DT/ Nisina, para os

trés protocolos utilizados neste trabalho, podem ser observados na Figura 7.

1100 1100
10004 (a) 10004 (b)
900 900
800 800
= 700+ = 7004
= 600+ f = 600-
E 500 § 500
3 400 'g 4004
£ 3004 £ 3004
200 4 200 4
100 100
= ; J L o . : L
300 350 400 450 500 550 600 650 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
1100
1000
900 (C)
800
= 700+
2 600+
S
g 500
g 400
£ 300
200
100
04

300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 7: Espectros de emissao de fluorescéncia das NPs Au-DT/ Nisina (A de excitagdo = 290
nm). a) Protocolo 1, b) Protocolo, c¢) Protocolo 3. As concentragdes dos componentes presentes
em cada amostra estdo descritas nas tabelas 2, 3 e 4, item 4.3. Legenda (—) Nisina livre 0,25
mM (—) NPs Au-DT/ Nisina 0,25 mM, (—) NPs Au-DT/ Nisina 0,5 mM (—) NPs Au-DT/
Nisina 1 mM.
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Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram similares para todos os protocolos
executados (Figura 7), apresentando picos menos intensos em torno de 360 nm e picos mais
intensos em torno de 580 nm. Além disso, os espectros observados foram semelhantes ao
observado para a nisina livre, destacando-se que a associa¢do da nisina com as nanoparticulas
reduz a intensidade da fluorescéncia do conjugado. De acordo com Chen et al. (2015), as
propriedades que as nanoparticulas de ouro t€ém de emitir luz sdo, em maior parte, dependentes

da densidade e da carga das moléculas que recobrem sua superficie.

5.1.2. Caracterizacio dos pontos quanticos de carbono (PQC)

Os PQC obtidos neste trabalho (Figura 8) emitiram fluorescéncia caracteristica ao serem
excitados por luz UV a 365 nm. Esses materiais sdo amplamente conhecidos por suas
propriedades fluorescentes (Dong et al., 2020). De acordo com Xiao & Sun (2018), a emissao

de fluorescéncia estd associada a temperatura de pirolise.

Nisina livre

Figura 8: Emissao de fluorescéncia por pontos quanticos de carbono funcionalizados com
nisina (PQC—Nisina) sob luz UV (365 nm), em comparagado a nisina livre em solucao aquosa.

Conforme se pode observar a partir dos resultados obtidos no ensaio de
espectrofotometria UV-visivel (Figura 9a), foi obtido um pico de absor¢do em 350 nm tanto
para os PQC quanto para os PQC-Nisina (Figura 9a). Resultado semelhante foi obtido no estudo
conduzido por Li et al., (2016), onde foram obtidos nanopontos de carbono com uma banda de

absor¢cdo em 340 nm. Para a nisina livre sem tratamento térmico, foi observada uma banda na
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regido do visivel em 250 nm. Pandit et al. (2017) relataram resultado semelhante para a nisina
livre, com a ocorréncia de um pico de absorbancia em 235 nm. No entanto, ndo foi observada
nenhuma banda de absor¢ao na faixa UV-visivel para a nisina livre tratada termicamente.

Os PQC apresentaram espectro de emissao de fluorescéncia (Figura 9b) entre cerca de
420 e 460 nm (Figura 9b), comportamento observado tanto para os PQC quanto para os PQC—
Nisina. Tal resultado corrobora as informagdes relatadas por Li et al. (2016), que obtiveram
pico de emissao no mesmo comprimento de onda quando o comprimento de excitagao foi fixado
em 365 nm. Neste trabalho, o comprimento de onda de excitagdo que resultou em méxima
emissdo de fluorescéncia foi 350 nm. Nessas condi¢des, foi observado um pico de emissao de
fluorescéncia para a nisina livre (sem tratamento térmico) a 1 mg mL! em cerca de 410 nm,
com baixa intensidade de fluorescéncia, ¢ um outro pico mais intenso foi observado em 627
nm. Para a nisina tratada termicamente, ndo foi observada nenhuma emissao de fluorescéncia.
Tal resultado, associado ao resultado observado para a absor¢do UV-visivel, indica uma

possivel degradacdo do peptideo, em decorréncia do tratamento térmico.
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Figura 9: a) espectros de absor¢do de UV-visivel dos pontos quanticos de carbono (PQC); b)
espectros de emissdo de fluorescéncia (A de excitagdo = 350 nm) dos pontos quanticos de
carbono (PQC). Em razdo da coloragdo muito escura obtida apos a sintese dos pontos quanticos
de carbono, as amostras contendo carbono foram diluidas na propor¢ao 1:50, em dgua ultrapura,
para as anélises. Legenda: (—) Nisina livre (1 mg mL™") tratada termicamente; (—) Nisina livre
(1 mg mL") sem tratamento térmico; (—) PQC-Nisina 0,5 mg mL!; (—) PQC-Nisina 1 mg
mL'; (—) PQC.

5.2 Ensaios de atividade antibacteriana

5.2.1 Ensaios de atividade antibacteriana com as NPs Au-DT/ Nisina
Ensaios de inibi¢do bacteriana foram realizados com os materiais obtidos e os resultados

se encontram nas Figuras 10 a 16.
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A nisina livre inibiu completamente 13 dos 19 isolados obtidos de amostras de cervejas
com contaminag¢do bacteriana (Figura 10). Apenas os isolados CTUGO0S, CJFP05, CTUGO06,
CJFCO03, CTUG04 e CTUGO09, destacados com setas, ndo foram totalmente inibidos nas
concentragdes avaliadas (< 500 ug mL™). Destaca-se ainda que, a excecdo do resultado obtido
com os seis isolados destacados acima, a menor concentragdo de nisina avaliada (125 pg mL")
foi tao eficaz quanto as concentracdes mais elevadas.
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Figura 10: Atividade antimicrobiana da nisina livre contra isolados baterianos obtidos de
amostras de cerveja com contaminagdo bacteriana. A identificacdo dos isolados bacterianos ¢
apresentada na Tabela 1, item 4.2.

Embora a nisina livre tenha sido pouco eficiente em inibir o isolado Acefobacter sp.
CTUGOS (Figura 11), houve completa inibi¢do desse isolado pelas NPs Au-DT na maior
dosagem avaliada (500 ug mL™), independentemente do protocolo utilizado. Houve também
inibi¢ao desse isolado pelo conjugado, isto €, pelas NPs Au-DT/Nisina; na maior concentragao
avaliada houve mais de 50% de inibicao para os protocolos 1 e 3 (Figura 11). Aparentemente,
ao recobrir a nanoparticula de ouro, a nisina inibe ou reduz o efeito do ouro sobre esse

microrganismo.
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Figura 11: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo os trés protocolos
executados contra o isolado bacteriano Acetobacter sp. CTUGOS. O controle ¢ referente as NPs
Au-DT e os tratamentos referem-se as NPsAu-Dt/ Nisina, nas diferentes concentragoes testadas.
A suspensdo de nanoparticulas utilizada como controle, ndo possui nisina. Dessa forma, as
concentragdes referentes a cada concentragdo avaliada, conforme descritas na legenda, sdao
referentes as diluigdes realizadas na mesma propor¢ao dos tratamentos para cada concentragao.
Assim, ainda que na ausé€ncia de nisina, os demais componentes presentes na suspensdo de
nanoparticulas do controle (ouro e dodecanotiol) sofreram dilui¢do de forma semelhante aos
tratamentos. Legenda (1) 500 pg mL"'; (mm) 250 png mL'; () 125 ng mL".

A nisina livre foi também pouco efetiva em inibir o crescimento dos isolados de Bacillus
sp. CJFP05 e CTUGO6 (Figura 10). Porém, o conjugado NPs Au-DT/ Nisina (Figuras 12 e 13)
obtidos segundo os protocolos 1 e 2, na concentracdo de 500 pug mL™' de suspensio de
nanoparticula, apresentaram valores de inibicdo superiores a 60%. Esses resultados sdo
relevantes quando se considera o processo de producdo de cervejas, uma vez que o género
Bacillus compreende bactérias formadoras de endosporos e de biofilmes, o que torna esses

microrganismos dificeis de serem removidos do processo produtivo, uma vez que tenham se

estabelecido (Munford et al., 2017).
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Figura 12: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo os trés protocolos
executados contra o isolado bacteriano Bacillus sp. CJFP05. O controle é referente as NPs Au—
DT e os tratamentos referem-se as NPsAu—Dt/ Nisina, nas diferentes concentracoes testadas. A
suspensdo de nanoparticulas utilizada como controle, ndo possui nisina. Dessa forma, as
concentragdes referentes a cada concentracdo avaliada, conforme descritas na legenda, sdo
referentes as dilui¢des realizadas na mesma proporg¢ao dos tratamentos para cada concentragao.
Assim, ainda que na auséncia de nisina, os demais componentes presentes na suspensao de
nanoparticulas do controle (ouro e dodecanotiol) sofreram dilui¢do de forma semelhante aos
tratamentos. Legenda (C1) 500 ug mL!; (l) 250 ug mL!; (M) 125 ug mL.



40

0 CTUGO06

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
100 - —

80 +

60

40 4

Inibicdo de crescimento (%)

20

7 . .
NS N NS N K4 N
& \g v.&@ g Y. g
I\ 3 AN = . 2

I & & & g &£

$ N &

Figura 13: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo os trés protocolos
executados contra o isolado bacteriano Bacillus sp. CTUGO06. O controle ¢ referente as NPs
Au-DT ¢ os tratamentos referem-se as NPsAu—Dt/ Nisina, nas diferentes concentragdes
testadas. A suspensdao de nanoparticulas utilizada como controle, ndo possui nisina. Dessa
forma, as concentragdes referentes a cada concentracdo avaliada, conforme descritas na
legenda, sdo referentes as diluigdes realizadas na mesma propor¢ao dos tratamentos para cada
concentragdo. Assim, ainda que na auséncia de nisina, os demais componentes presentes na
suspensdo de nanoparticulas do controle (ouro e dodecanotiol) sofreram diluicdo de forma
semelhante aos tratamentos. Legenda ([J) 500 pg mL"!; (M) 250 pg mL™!; (M) 125 pg mL".

Lactobacillus sp. CJFC03 e CTUGO04 foram os unicos representantes desse género que
ndo foram completamente inibidos pela nisina livre (Figura 10), apresentando valores de
inibi¢do menores que 30% e 80%, respectivamente. Para CJFCO03 (Figura 14), o conjugado NPs
Au-DT/ Nisina na maior concentrag¢io avaliada (500 pg mL™), obtido segundo o protocolo 1,
proporcionou um aumento da inibi¢do para aproximadamente 55%. Para os demais protocolos,

a eficiéncia de inibi¢ao foi inferior a 35%.
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Figura 14: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo os trés protocolos
executados contra o isolado bacteriano Lactobacillus sp. CJFC03. O controle ¢ referente as NPs
Au-DT e os tratamentos as NPsAu—Dt/ Nisina, nas diferentes concentracdes testadas. A
suspensdo de nanoparticulas utilizada como controle, ndo possui nisina. Dessa forma, as
concentragdes referentes a cada concentracdo avaliada, conforme descritas na legenda, sdo
referentes as dilui¢des realizadas na mesma proporg¢ao dos tratamentos para cada concentracao.
Assim, ainda que na auséncia de nisina, os demais componentes presentes na suspensao de
nanoparticulas do controle (ouro e dodecanotiol) sofreram dilui¢do de forma semelhante aos
tratamentos. Legenda ([1) 500 pg/ mL, (l) 250 pg/ mL, (M) 125 pg/ mL.

Com relagdo ao isolado Lactobacillus sp. CTUGO04 (Figura 15), a nisina livre apresentou
eficiéncia de inibicao inferior a 77%. O efeito inibitorio foi ainda menor quando se empregaram
os conjugados,NPs Au-DT/ Nisina, independentemente do protocolo utilizado, obtendo-se

eficiéncia de inibigao inferior a 60%.
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Figura 15: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo os trés protocolos
executadoscontra o isolado bacteriano Lactobacillus sp. CTUGO04. O controle ¢ referente as
NPs Au-DT e os tratamentos as NPsAu-Dt/ Nisina, nas diferentes concentragdes testadas. A
suspensdo de nanoparticulas utilizada como controle, ndo possui nisina. Dessa forma, as
concentragdes referentes a cada concentracdo avaliada, conforme descritas na legenda, sdo
referentes as dilui¢des realizadas na mesma propor¢ao dos tratamentos para cada concentragao.
Assim, ainda que na auséncia de nisina, os demais componentes presentes na suspensao de
nanoparticulas do controle (ouro e dodecanotiol) sofreram dilui¢do de forma semelhante aos
tratamentos. Legenda ([7) 500 pg mL™!, (m) 250 pg mL!, (M) 125 ug mL™".

A elevada eficiéncia da nisina em inibir a maioria dos isolados de Lactobacillus sp.,
assim como mencionado anteriormente sobre o género Bacillus, ¢ de grande relevancia
industrial, tendo em vista que bactérias desse género estdo entre as mais frequentemente
encontradas em casos de contaminagao microbiologica de cerveja (Suzuki, 2020). Dentro desse
género, destaca-se a espécie L. brevis, a qual é capaz de formar biofilme, o que dificulta sua
remocao do processo de producdo quando esta presente (Garofalo et al., 2015).

Sphingomonas sp. CTUG09 mostrou-se resistente a maioria dos tratamentos (Figura
16), sendo a inibi¢ao obtida com nisina livre inferior a 30%. A maior eficiéncia de inibicao foi
obtida com as NPs Au—DT/ Nisina sintetizadas segundo o protocolo 2, com aproximadamente
55% de inibi¢dao. Considerando-se que tanto a nisina livre (Figura 10) quanto as NPs Au-DT
apresentam baixo efeito inibitdrio sobre esse isolado, esses resultados indicam a ocorréncia de

um efeito sinérgico entre as NPs Au—-DT e a nisina quando a sintese ¢ realizada segundo o

protocolo 2.
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Figura 16: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo os trés protocolos
executados contra o isolado bacteriano Sphingomonas sp. CTUGO09. O controle ¢ referente as
NPs Au-DT e os tratamentos as NPsAu-Dt/ Nisina, nas diferentes concentra¢des testadas. A
suspensdo de nanoparticulas utilizada como controle, ndo possui nisina. Dessa forma, as
concentragdes referentes a cada concentragdo avaliada, conforme descritas na legenda, sdo
referentes as diluigdes realizadas na mesma propor¢ao dos tratamentos para cada concentragao.
Assim, ainda que na ausé€ncia de nisina, os demais componentes presentes na suspensdo de
nanoparticulas do controle (ouro e dodecanotiol) sofreram diluicao de forma semelhante aos
tratamentos. Legenda (1) 500 pg mL"', (m) 250 png mL', (M) 125 ng mL".

Para os demais isolados, como mostrado na Figura 17 para a concentragdo de 500 pg
mL!, os conjugados apresentaram um efeito inibitério menor do que o obtido com a nisina

livre. Os demais resultados sdo mostrados nas Figuras 20 a 22, item 9 (Apéndice).
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Figura 17: Atividade antimicrobiana das NPs Au-DT/ Nisina dos 3 protocolos realizados
contra isolados baterianos obtidos de amostras de cerveja com indices elevados de
contaminag¢io bacteriana, para a concentracdo de 500 pg mL!. Os resultados para as demais
concentragdes encontram-se no item 9. A identifica¢do dos isolados bacterianos ¢ apresentada
na Tabela 1, item 4.2.

5.2.2. Ensaio de atividade antibacteriana dos PQC

No ensaio de inibigdo do crescimento das bactérias selecionadas, os PQC—Nisina
apresentaram resultados semelhantes aos PQC, na auséncia do peptideo (Figura 18). Acredita-
se que o efeito proeminente dos PQC sobre os microrganismos tenha sido causado pelo carbono.
No ensaio de UV-visivel (Figura 9a), observou-se que a nisina livre exposta ao tratamento
térmico ndo apresenta absorbancia em toda a regido analisada, diferentemente do observado
com o peptideo que ndo foi submetido ao tratamento térmico. Dessa forma, ainda que a nisina
seja estavel a altas temperaturas, conclui-se que a exposi¢ao do peptideo a temperatura de
260°C por 2 horas tenha causado alteragcdes significativas na estrutura da molécula,
desencadeando a perda da fungdo da mesma. De acordo com Modugno et al. (2018), a estrutura
da nisina ¢ a principal responsavel por sua atividade antimicrobiana. As ligagdes tioéter e os
anéis de lantionina sdo importantes para a que a nisina exerca sua atividade antimicrobiana

(Modugno et al., 2015; Khusainov & Kuipers, 2013).
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Atividade antimicrobiana dos PQC contra isolados baterianos obtidos de amostras

Figura 18

de cerveja com indices elevados de contaminagdo bacteriana. A identificacdo dos isolados
bacterianos ¢ apresentada na Tabela 1, item 4.2. O controle € referente aos PQC e os tratamentos

aos PQC-Nisina nas diferentes concentracoes testadas.
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5.3. Ensaio de inibicao das leveduras

A eficiéncia da fermentagdo estd diretamente ligada a vitalidade e viabilidade das
células de levedura, as quais sao afetadas pelo estresse causado a essas células durante todo o
processo. A viabilidade esta relacionada a porcentagem de células vivas em uma populagao,
enquanto a vitalidade se refere as células metabolicamente ativas (Luarazi et al., 2016). Além
disso, as leveduras podem ser reutilizadas por diversos ciclos de fermenta¢do, o que ird
depender das condigdes de viabilidade e vitalidade das mesmas (Wang et al., 2019). Dada a
importancia da viabilidade celular das leveduras para o processo fermentativo, a nisina foi
avaliada quanto a um possivel efeito inibitério do crescimento de leveduras cervejeiras
comerciais.

Ao contrario do observado para a maioria das bactérias contaminantes testadas, para as
quais a menor concentragdo de nisina avaliada exerceu efeito inibitdrio sobre as mesmas (Figura
10), o peptideo ndo chegou a inibir o crescimento das leveduras selecionadas (Figura 19),
mesmo na maior concentracdo. O ideal ¢ que a viabilidade do fermento para inoculagdo na
cerveja seja de, no minimo, 90% (Wray, 2020). Apenas para a levedura Saison Ale SY064, a
concentracdo de 500 ug mL! de nisina exerceu efeito significativo sobre o crescimento. Tais
resultados corroboram com a literatura, onde ¢é reportado que essa bacteriocina nao exerce efeito

inibitdrio sobre leveduras (Gharsallaoui et al., 2016).
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Figura 19: Porcentagem de inibicdo das leveduras comerciais selecionadas para o tratamento
com nisina livre. As leveduras avaliadas foram: Saccharomyces cerevisiae safale S-04 (L1),
Trappist Ale SY065 (L2), California Ale Yeast WLP001 (L3), Saison Ale SY064 (L4), Belgian
Ale 04 YLB3003 (L5), American Ale SY 025 (L6), Brettanomyces lambicus YLB900 (L7).
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6. CONCLUSOES

A caracterizagdo das nanoparticulas de ouro e dos pontos quanticos de carbono
demonstrou que os mesmos foram obtidos com sucesso.

A nisina na sua forma livre foi, de modo geral, muito eficiente em inibir o crescimento
de bactérias contaminantes de cervejas, ¢ ndo afeta a viabilidade das leveduras cervejeiras
comerciais analisadas.

Em comparagdo aos conjugados NPs Au-DT/ Nisina, a nisina livre foi mais eficaz no
controle bacteriano para a maioria dos isolados. No entanto, para alguns microrganismos
testados, as NPs Au-DT/Nisina foram mais eficientes.

Os PQC-Nisina apresentaram baixa eficiéncia de inibig¢do de bactérias contaminantes de
cervejas. Os efeitos de inibi¢cdo, quando observados, podem ser atribuidos ao carbono, dado que
anisina sofreu degradacdo térmica durante o processo de obten¢ao dos PQC. Embora o peptideo
nisina seja estavel a altas temperaturas, a exposicdo do mesmo a temperaturas altas por um
longo periodo de tempo causa a perda parcial ou total da sua atividade.

Os nanomateriais sdo uma tecnologia promissora, passiveis de aplicacdo em diversos
campos €, outros protocolos devem ser testados a fim de se obterem nanomateriais com elevada

eficiéncia de inibi¢ao de microrganismos indesejaveis na industria cervejeira.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Futuramente, espera-se proceder com o processo de didlise das nanoparticulas para
eliminarem-se impurezas que possam interferir em caracterizagdes e ensaios posteriores.
Espera-se ainda, apos a purificacdo, avaliar-se a atividade das nanoparticulas contra biofilmes
bacterianos e caracterizd-las mais detalhadamente a partir de outras metodologias, como
microscopia eletronica de transmissdo e analise de infravermelho (FTIR). Além disso, deve-se
buscar outro modo de funcionalizar os pontos quanticos de carbono, a fim de se manter a
atividade da nisina. A fim de complementar os resultados obtidos, espera-se ainda avaliar o
efeito das nanoparticulas produzidas contra as leveduras comerciais avaliadas. Ensaios
buscando avaliar o efeito de todos os componentes utilizados, na sua forma livre, bem como a
avaliag¢do da citotoxicidade dos mesmos, bem como os nanomateriais produzidos, devem ser
realizados. Por fim, ¢ relevante avaliar-se também o efeito da nisina, na presenga e auséncia de

tratamento térmico, contra todos os microrganismos selecionados.
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9. APENDICE

[ INPs Au-DT/ Nisina 500 ug/ mL EEINPs Au-DT/ Nisina 250 ng/ mL. EElNPs Au-DT/ Nisina 125 pg/ mL
E=NPs Au-DT 500 pg/ mL ESINPs Au-DT 250 pg/ mL FZINPs Au-DT 125 pg/ mL
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Figura 20: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo o protocolo 1 contra
1solados bacterianos obtidos de amostras de cerveja com indices elevados de contaminagao
bacteriana. A identificacdo dos isolados bacterianos ¢ apresentada na Tabela 1, item 4.2. O
controle é referente as NPs Au-DT e os tratamentos as NPs Au—Dt/ Nisina, nas diferentes
concentragoes testadas.
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[INPs Au-DT/ Nisina 500 png/ mL EEINPs Au-DT/ Nisina 250 pg/ mL  IElNPs Au-DT/ Nisina 125 pg/ mL
E=INPs Au-DT 500 pg/ mL SSINPs Au-DT 250 pg/ mL PZINPs Au-DT 125 pg/ mL
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Figura 21: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo o protocolo 2 contra
isolados bacterianos obtidos de amostras de cerveja com indices elevados de contaminagdo
bacteriana. A identificacdo dos isolados bacterianos ¢ apresentada na Tabela 1, item 4.2. O
controle é referente as NPs Au-DT e os tratamentos as NPsAu—Dt/ Nisina, nas diferentes
concentragoes testadas.
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[ INPs Au-DT/ Nisina 500 pg/ mL EENPs Au-DT/ Nisina 250 pg/ mL EENPs Au-DT/ Nisina 125 pg/ mL
E=NPs Au-DT 500 pg/ mL NSNINPs Au-DT 250 pg/ mL VZINPs Au-DT 125 pg/ mL
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Figura 22: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas segundo o protocolo 3 contra
isolados bacterianos obtidos de amostras de cerveja com indices elevados de contaminagdo
bacteriana. A identificacdo dos isolados bacterianos ¢ apresentada na Tabela 1, item 4.2. O
controle é referente as NPs Au—DT e os tratamentos as NPs Au—Dt/ Nisina, nas diferentes
concentragoes testadas.



