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RESUMO

FELIPE, Féabio de Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2016.
Efeito de nisina sobre a atividade proteolitica de Serratia liquefaciens. Orientador:
Maria Cristina Dantas Vanetti. Coorientador: Francois Bagliniére.

A desestabilizagao, a diminuigdo do rendimento, da qualidade sensorial e da vida 1til de
produtos lacteos processados durante a estocagem sdo problemas associados
principalmente, a atividade de proteases resistentes a altas temperaturas, muitas dessas
de origem bacteriana. Em busca do aumento do tempo de prateleira dos produtos
alimentares, antimicrobianos naturais, como as bacteriocinas, sd0 uma importante
alternativa. Nisina ¢ uma bacteriocina geralmente reconhecida como segura (GRAS) e
de reconhecida efetividade para inibir o crescimento de bactérias envolvidas em
doencas de origem alimentar e bactérias deterioradoras de alimentos. No intuito de
ampliar o uso de nisina, objetivou-se avaliar o seu efeito sobre a atividade proteolitica
de isolados de Serratia liquefaciens, uma das bactérias prevalentes em amostras de leite
cru. Esta bactéria produz dois tipos de metaloproteases, Serl, termossensivel e Ser2,
termorresistente. Inicialmente, foi avaliada a influéncia dos meios de cultura sobre a
atividade proteolitica total de dois isolados de S. /iquefaciens e, na presenga de célcio, a
atividade proteolitica foi aumentada. Na avaliagdo da atividade proteolitica total e de
Ser2 de S. liquefaciens em duas temperaturas, em que 17 isolados foram avaliados,
apenas cinco foram proteoliticos a 7 °C, enquanto 12 o foram a 30 °C. Esta diferenca
pode ser atribuida ao tempo de incubagdo nas temperaturas avaliadas. Os isolados L53,
L95 ¢ 198 foram selecionados para a comparacdo da atividade proteolitica de Serl e
Ser2 e, principalmente, para avaliacdo do efeito de nisina sobre a atividade proteolitica
de S. liquefaciens. Constatou-se que a prote6lise detectada ao final da fase exponencial
de crescimento ¢ causada, essencialmente, por Ser2, enquanto a atividade de Serl ¢
maior na fase estaciondria. Nisina ndo afetou o crescimento dos isolados de S.
liquefaciens 1.53, 195 e 198, sob temperatura 6tima, enquanto que, sob refrigeragao,
houve reduc¢do no crescimento dos isolados L53 e L95. A 7 °C e a 30 °C, a presenca de

nisina reduziu, significativamente, a atividade proteolitica de S. /iquefaciens, sendo



mais eficiente na redugdo da protedlise causada por Ser2. A reducdo da atividade
proteolitica de Ser2 de S. liquefaciens na presenga de nisina sugere que o uso de
bacteriocinas pode ser uma estratégia a ser explorada para a melhoria da qualidade de
leite e dos produtos lacteos, considerando que proteases termorresistentes representam

grande problema na industria do leite.
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ABSTRACT

FELIPE, Fabio de Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2016.
Effect of nisin on proteolytic activity of Serratia liquefaciens. Adviser: Maria
Cristina Dantas Vanetti. Co-adviser: Frangois Bagliniere.

The destabilization, reduction in yield, sensory quality and shelf-life of processed dairy
products during storage has been associated with the proteolytic activity resistant to
high temperature, mainly of bacterial origin. In the search for alternatives to increase the
shelf-life of food products, the addition of bacteriocins, which are natural
antimicrobials, appear as important option. The bacteriocin nisin is generally recognized
as safe (GRAS) and studies have shown its effectiveness to inhibit growth of both
bacteria involved in food-borne diseases and spoilage of foods. In order to get new
applications of nisin, this study aimed to evaluate its effect on the proteolytic activity of
strains of Serratia liquefaciens, one of the prevalent bacteria in raw milk samples. This
bacterium produces two types of metalloproteases, Serl, heat-sensitive and Ser2, heat-
resistant. The study of the composition of the culture media on proteolytic activity of 2
strains of S. liquefaciens was evaluated, and in the presence of calcium the proteolytic
activity was significantly increased. The assessment of the total proteolytic activity and
Ser2 of 17 strains of S. liquefaciens at two temperatures showed that only 5 were
proteolytic at 7 °C, while 12 were proteolytic at 30 °C. This difference can be due to
incubation times different. Because of their high proteolytic activities at both
temperature, the strains L53, L95 and L98 were chosen to assess the effect of nisin on
proteolytic activity of Serl and Ser2 and, especially, for the evaluation the effect of
nisin on the proteolytic activity of S. liquefaciens. The quantification of proteolytic
activity during the growth showed that there is a difference in time of secretion of the
proteases of S. liquefaciens. Ser2 is mainly secreted during the exponential phase of
growth while Serl is mainly secreted during the stationary phase. Relating to the effect
of nisin, this bacteriocin did not affect the growth of S. /iquefaciens at 30 °C. However,
under refrigeration, a weak reduction in the growth of the strains L53 and L95 was

observed. In the contrary, at both temperatures, the presence of nisin reduced

xii



significantly the proteolytic activity of the three strains. Nisin seems to be more
efficient in reducing the proteolysis caused by Ser2. The reduction of proteolytic
activity of Ser2 of S. liquefaciens in the presence of nisin, suggests that the use of
bacteriocins can be a strategy to be exploited for maintaining the quality of milk and
dairy products, since heat resistant proteases represent a great problem in the dairy

industry.
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1. INTRODUCAO

A qualidade microbioldgica do leite cru e de seus derivados estd fortemente
relacionada com a contaminacdo inicial por micro-organismos € com a temperatura
de estocagem. A temperatura de refrigeracao utilizada para armazenamento do leite
cru traz grande beneficio a qualidade do leite, uma vez que reduz, significativamente,
a populacdo de micro-organismos meso6filos que acidificam o produto. Porém,
seletivamente, micro-organismos psicrotroficos que podem crescer em temperaturas
de 7 °C ou inferior, se multiplicam e passam a dominar este ambiente.

A microbiota psicrotrofica gram-negativa tem sido destacada como grande
problema para a industria de laticinios, pois é capaz de deteriorar estes produtos em
razdo da produg¢do de proteases extracelulares resistentes ao tratamento em
temperatura ultra elevada (Ultra High Temperature — UHT). Os tratamentos térmicos
como UHT e a pasteurizagdo promovem a inativa¢ao destes micro-organismos, mas
a permanéncia de proteases que hidrolisam a caseina diminui o rendimento, a
qualidade sensorial ¢ a vida util de produtos lacteos processados durante a
estocagem, ja que a hidrolise da caseina pode desencadear um sabor amargo, além da
gelifica¢do e da coagulagdo do leite.

O género Pseudomonas ¢ o mais frequentemente encontrado dentre as
bactérias produtoras de enzimas proteoliticas em amostras de leite cru. Por outro
lado, estudos recentes tém demonstrado que bactérias do género Serratia possuem
alto potencial deteriorador e ja foram isoladas de amostras de leite cru estocadas sob
refrigeracdo, corroborando sua importdncia e predomindncia neste ambiente em
condi¢des de baixa temperatura. Embora haja vérios estudos que relatam proteases
de outras espécies de Serratia, existem poucos relatos sobre as proteases de S.
liquefaciens, que produz dois tipos de metaloproteases, uma termossensivel e outra
termorresistente.

Nisina ¢ uma bacteriocina com fungdo antimicrobiana empregada como

bioconservante em queijos pasteurizados e processados e seu mecanismo de agdo,
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demonstrado principalmente contra bactérias gram-positivas, se caracteriza pela
inibicdo da sintese da parede celular, além de formar poros na membrana
citoplasmatica, o que favorece o efluxo de metabolitos da célula. A acdo desses
peptideos ¢ limitada sobre bactérias gram-negativas, pois a membrana externa,
composta por uma bicamada de fosfolipideos e lipopolissacarideos, atua como uma
barreira. Este obstaculo € uma valiosa ferramenta fisiologica, uma vez que impede a
entrada de macromoléculas, como bacteriocinas.

Bacteriocinas produzidas por bactérias gram-postivas, como nisina, tém
atividade antimicrobiana principalmente contra bactérias do mesmo grupo. Os relatos
da agdo de nisina sobre bactérias gram-negativas sao relacionados a sua combinagao
com fatores ambientais, como temperatura, alta pressdo e variagdes do pH ou
associada a agentes quimicos, como o acido etileno diamino tetra-acético (EDTA)
que desestabilizam a membrana externa e facilitam a passagem de nisina até a
membrana plasmatica, seu sitio de agdo. Em estudos prévios do nosso laboratorio foi
demonstrado que em baixa temperatura, nisina reduziu o nimero de células vidveis
de Salmonella. Como varios estudos tém relatado a deterioragdo em leite causada por
psicrotroficos nestas condigdes de baixa temperatura, objetivou-se avaliar o efeito de
nisina sobre o crescimento ¢ atividade proteolitica de S. /iquefaciens. Além disso, foi
avaliado o efeito de diferentes meios de cultura, suplementados com célcio e leite

desnatado e o efeito da temperatura na atividade proteolitica de S. liquefaciens.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias psicrotroficas contaminantes do leite cru

Uma grande variedade de bactérias pode crescer e reduzir a qualidade final de
produtos alimentares, resultando em contaminagdes microbianas inaceitaveis ou em
deterioracdo causada pela atividade de enzimas produzidas pelas mesmas (TEH,
2011). Esta gama de micro-organismos estd associada com a matéria prima, a
manipulacdo ¢ o processamento, além dos micro-organismos que resistem ao
processamento ¢ a estocagem do produto. Desse modo, por ser um processo
complexo, a deterioracdo de alimentos causa perdas excessivas, mesmo quando
modernas técnicas de conservagao sio utilizadas (GRAM, 2002; PINTO et al., 2006).

O leite cru oferece condigdes ideais para o crescimento de muitos micro-
organismos, principalmente pela riqueza de nutrientes e pH neutro (VON
NEUBECK, 2015). A microbiota que chega neste ambiente ¢ oriunda de diversas
fontes, como equipamentos de ordenha, alimentos, ar, solo, 4gua, fezes e grama
(COOREVITS et al., 2008; LEJEUNE e RAJALA-SCHULTZ, 2009).

Desde a adogao de praticas de resfriamento reduziram-se as perdas do leite
cru, ¢ houve uma substancial melhora da qualidade deste produto (BRASIL, 2011).
No Brasil, a partir de 2001, por meio da Instrugdo Normativa (IN) n® 51, que trata
dos regulamentos técnicos para a producdo, a identidade e a qualidade do leite, foram
estabelecidas novas exigéncias para o leite cru como a imediata refrigeragdo apos a
ordenha e a coleta realizada em caminhdes com tanques isotérmicos (BRASIL,
2002). Além disso, na IN n°® 62/2011 ficou instituida a temperatura méaxima de 7 °C
para a conservagdo do leite cru na propriedade rural (BRASIL, 2011). Com isso, a
acidifica¢do do leite cru causada, principalmente, por bactérias acido-laticas e, ou
outras bactérias mesofilicas foi quase completamente interrompida (SAMARZIJA,
2012). Como, em geral, o leite ndo ¢ processado imediatamente apds a ordenha,

podendo ficar armazenado e em transporte por até quatro dias (PERIN et al., 2012),



mudancas na comunidade microbiana vao ocorrer (RASOLOFO et al., 2010;
RAATS etal., 2011; VON NEUBECK et al., 2015).

Embora o armazenamento em baixa temperatura minimize a populacdo de
mesofilos, esta condicdo ndo impede o crescimento de outro grupo de micro-
organismos, o de bactérias psicrotroficas, selecionadas por este ambiente. Esta
microbiota é capaz de crescer em temperaturas de 7 °C ou inferior (SURHAUG e
STEPANIAK, 1997; PINTO et al., 2006; HANTIS-ZACHAROV ¢ HALPERN,
2007) e representa apenas 10 % da contagem total de mesofilos aerdbios
imediatamente apos a ordenha realizada sob condigdes higiénicas, mas pode chegar a
cerca de 90 % apos a estocagem em baixa temperatura (SORHAUG e STEPANIAK,
1997; CATANIO et al., 2012).

Bactérias psicrotroficas sdo micro-organismos frequentemente encontrados
no leite e em seus derivados. Algumas espécies sdo capazes de deteriora-los em
razao da capacidade de produzir enzimas resistentes ao tratamento em temperatura de
pasteurizacdo e ultra elevada (Ultra High Temperature — UHT) na inddstria de
laticinios (SORHAUG e STEPANIAK, 1997; BAGLINIERE et al. 2013; BAUR et
al., 2015; PINTO et al., 2015). Embora durante o processo de pasteurizagdo ¢
tratamento UHT ocorra a inativagdo da maioria das bactérias no leite cru (TEH et al.,
2011), a permanéncia de proteases que hidrolisam a caseina, diminui o rendimento, a
qualidade sensorial e a vida util de produtos lacteos processados durante a
estocagem. Além da gelificacdo e da coagulagdo do leite, a hidrolise da caseina pode
desencadear um sabor amargo (SOURHAUG e STEPANIAK, 1997; DOGAN ¢
BOOR, 2003; BAGLINIERE et al., 2012).

Na literatura ha um consenso sobre o fato de que Pseudomonas é o género
predominante relacionado a deterioragdo do leite cru refrigerado, e destaque dentre
as bactérias produtoras de enzimas proteoliticas em amostras de leite cru (DOGAN e
BOOR, 2003; MARCHAND et al., 2009; RAATS et al., 2011; BAUR et al., 2015).
No entanto, outros géneros de bactérias deterioradoras tém sido descritos mais
recentemente e, bactérias do género Serratia sdo importantes neste ambiente, pela
deteccdo e predomindncia em amostras de leite cru durante a estocagem em
condigdes de baixa temperatura, como em tanques de caminhdes para transporte,
além da capacidade de formar biofilmes (TEH et al., 2011; DECIMO et al., 2014;
MACHADO et al., 2015) e de produzir proteases termorresistentes (MACHADO et
al., 2015).



Baglini¢re et al. (dados ndo publicados) ressaltaram o impacto das proteases
termorresistentes de estirpes de S. liquefaciens isoladas de leite cru em leite UHT
durante o tempo de prateleira. S. liquefaciens destaca-se como uma das bactérias
psicrotroficas mais prevalentes capazes de produzir enzimas proteoliticas
termoresistentes. Assim, este género deve ser considerado como uma alternativa para
desenvolvimento de métodos de monitoramento da qualidade do leite cru refrigerado
(MACHADO et al., 2015).

2.2 Serratia liquefaciens

Bactérias do género Serratia sio gram-negativas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae e estdo amplamente distribuidas no ambiente. J& foram isoladas
de animais pequenos, como roedores, além de solos, plantas, peixes, 4gua e humanos
(GRIMONT e GRIMONT, 2006). Este género ¢ conhecido por secretar enzimas
hidroliticas, como nucleases, lipases, proteases e quitinases no meio de crescimento
(GIVSKOV et al., 1988). Quando cresce em meio de cultura liquido, a producdo
destas enzimas extracelulares sdo dependentes da fase de crescimento com forte
aumento na transicdo entre a fase exponencial de crescimento e a fase estacionaria
(GIVSKOV et al., 1997).

A vasta distribuicdo deste género permite que essas bactérias sejam
detectadas, inclusive, em unidades de processamento de leite, em que se destacam
pela alta capacidade de adesdo e por formarem biofilmes com matriz abundante
(CLETO et al, 2012). Decimo et al. (2014) relataram que, dentre as
Enterobacteriaceae, Serratia marcescens foi a mais frequentemente encontrada em
amostras de leite ndo processado.

Como a maioria das espécies de Serratia, S. liquefaciens secreta amplo
espectro de enzimas hidroliticas (HINES et al., 1988; GIVSKOV et al., 1997).
Algumas destas enzimas podem estar sob regulacdo da densidade populacional. O
sistema de regulagdo por quorum-sensing, amplamente usado por bactérias gram-
negativas por meio de sinais de comunicacdo difusiveis que permite a bactéria
perceber e expressar genes alvos em relagdo a densidade da cultura, j& foi verificado
em S. liquefaciens por Givskov et al. (1996). Esses autores identificaram duas
moléculas sinais N-butanoil-L-homoserina lactona (BHL) e N-hexanoil-L-

homoserina lactona (HHL) no sobrenadante de células livres de S. liquefaciens que
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tém a sintese direcionada pelo gene swrl. Ao obterem um mutante deste gene
relacionado a motilidade, perceberam que a atividade proteolitica extracelular foi
reduzida comparada ao tipo selvagem. Ainda ressaltaram que duas enzimas
proteoliticas foram reguladas negativamente no mutante de S. /iquefaciens.

A espécie S. liquefaciens também foi relatada em leite cru (PINTO et al.
2015). Outros autores tém descrito a presenga de S. liquefaciens como a espécie mais
abundante encontrada em leite (TORNADIJO et al., 1993; MACHADO et al., 2015)
e queijo (MARTIN-PLATERO et al., 2009). Wolf et al. (1991) relataram que 72 de
80 isolados de S. liquefaciens foram capazes de hidrolisar a caseina em agar
contendo leite desnatado.

Embora haja estudos que relatam proteases de outras espécies de Serratia,
existem poucos dados sobre as proteases de S. liquefaciens, como o trabalho de
Kaibara et al. (2012), no qual foi demonstrado que S. /iquefaciens FKO1 produz dois
tipos de metaloproteases, Serl e Ser2. Serl é termossensivel e, portanto, Ser2 a
protease termorresistente, ¢ responsavel pela atividade proteolitica residual apos
tratamento térmico (MACHADO et al., 2016).

Machado et al. (2016) analisaram o potencial proteolitico deteriorador de S.
liquefaciens no leite ap6s o tratamento térmico e demonstraram que a metaloprotease
secretada, de 52 kDa ¢ codificada pelo gene ser2 e ¢ similar a metaloprotease
codificada por aprX em Pseudomonas. Além de pertencerem a familia das
serralisinas, nas sequéncias de proteinas deduzidas do gene ser2 foram detectados
motivos de ligagdo para Zn?", Ca?’e do exportador ABC (KAIBARA et al., 2012;
MACHADO et al., 2016). Além disso, o gene ser2 foi encontrado em 17 isolados de
S. liquefaciens testados (MACHADO et al., 2016).

2.3 Uso de bacteriocinas em alimentos

Tem sido cada vez mais frequente a demanda de consumidores por alimentos
naturais € minimamente processados, frescos, saborosos e seguros. Com isso, para
assegurar as qualidades sensoriais e nutricionais dos alimentos sem reduzir a
seguranca alimentar, pesquisas tem desenvolvido novos produtos que possam
substituir tratamentos térmicos e conservantes tradicionais (SOBRINO-LOPEZ e
MARIN-BELLOSO, 2008). Algumas alternativas como campo elétrico pulsado de

alta intensidade (HIPEF), alta pressao (HP) e adigdo de substancias antimicrobianas
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naturais tem sido utilizadas (ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2013; BARBA et al.,
2015; BOCKELMANN et al., 2017).

Ha diversas substancias com efeito antimicrobiano produzidas por animais,
insetos, plantas, e bactérias, como peroxido de hidrogénio, acidos graxos, etanol,
acidos organicos, antibioticos e bacteriocinas (YANG et al., 2014). As bacteriocinas
sdo utilizadas como ferramenta biologica para, além de aumentar a seguranga
alimentar, minimizar a ocorréncia de doencas relacionadas ao consumo de alimentos
contaminados (DEEGAN et al.,, 2006). Sua utilizacdo se destaca por serem
consideradas substancias naturais nos alimentos (ALLENDE et al., 2007). Além de
ndo serem toxicas contra células eucaridticas, podem ser digeridas por proteases,
tendo assim, pouco ou nenhum efeito sobre a microbiota intestinal
(WORAPRAYOTE et al., 2016).

Bacteriocinas sdo peptideos sintetizados ribossomicamente, tanto por
bactérias gram-positivas quanto por gram-negativas e possuem efeito bacteriostatico
ou bactericida sobre outras bactérias proximamente relacionadas. A escassez
nutricional no ambiente ¢ o que desencadeia a producdo de uma grande variedade de
bacteriocinas para competicdo por espago e recursos (MEGHROUS et al., 1999;
HECHARD e SAHL, 2002; YANG et al., 2014; WORAPRAYOTE et al., 2016).
Comumente, estes peptideos sdo resistentes ao aquecimento e a baixo pH, o que
favorece sua aplicag@o industrial (MARTIN-VISSCHER et al., 2011).

Além do fato de serem degradados pelo sistema digestivo podendo servir
como fonte de aminoacidos, existem varias outras razdes pelas quais peptideos
antimicrobianos sintetizados ribossomicamente sdo objetos de estudo tdo atrativos.
Outro motivo ¢ o fato de que esses peptideos sdo sintetizados por processos de
transcri¢do e traducdo, o que implica que sua sequéncia de aminoacidos e, com isso,
suas propriedades e estruturas sdo prescritas por sequéncias génicas. Isto permite que
as estruturas dos peptideos sejam manipuladas, e possibilita que poderosas
ferramentas de engenharia genética possam ser usadas potencialmente para construir
uma variedade ilimitada de andlogos estruturais de peptideos naturais (HANSEN e
SANDINE, 1994).

Algumas das formas de utilizacdo das bacteriocinas estdo relacionadas a
aplicagdo em animais, na medicina e em alimentos (YANG et al., 2014). Na
utilizagdo em alimentos, pode ocorrer a produgdo in situ, em que culturas produtoras

de bacteriocinas sdo adicionadas diretamente ao alimento, ou utilizagdo ex situ, em
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que bacteriocinas sao adicionadas na forma de concentrados purificados (DEEGAN
et al., 2006). Os peptideos produzidos por bactérias gram-positivas, como as acido-
laticas demonstram grande potencial para uso em alimentos para inibir o crescimento
de bactérias envolvidas em doencas de origem alimentar, como Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, e de micro-organismos deterioradores,
como Alicyclobacillus acidoterrestris e Clostridium tyrobutiricum (DEEGAN et al.,
2006; ALLENDE et al., 2007; de CARVALHO et al., 2007; de CARVALHO et al.,
2008; SOBRINO-LOPEZ ¢ MARIN-BELLOSO, 2008; MARTIN-VISSCHER et al.,
2011; PIMENTEL-FILHO et al., 2014, WORAPRAYOTE et al., 2015).

As bacteriocinas produzidas por bactérias gram-positivas podem ser divididas
em trés classes principais, a dos lantibidticos (classe 1), a classe II e classe III
(BALCIUNAS et al., 2013; YANG et al., 2014). Os lantibidticos sdo peptideos
pequenos (<5kDa), modificados pos-traducdo resultando na formagdo de peptideos
lineares ou globulares com lantionina, B-metil lantionina e aminoéacidos desidratados.
Exercem atividade antimicrobiana, principalmente, contra bactérias gram-positivas
(ZACHAROF e LOVITT, 2012; BALCIUNAS et al., 2013; DISCHINGER et al.,
2014; YANG et al., 2014). O principal representante dos lantibidticos € a nisina,
reconhecida como segura (status GRAS — Generally recognized as safe) para
aplicacdes em alimentos pela Joint Food and Agriculture Organization / World
Health Organization (FAO/WHO) em mais de 50 paises, incluindo o Brasil
(ELLIOTT et al., 2012; BALCIUNAS et al., 2013; GYAWALI e IBRAHIN, 2014;
ZHAO et al., 2016).

A nisina (234) ¢ comercialmente utilizada como conservante biologico em
diversos alimentos, como produtos lacteos processados, frutas, legumes, tapioca e
carnes (DISCHINGER et al., 2014; LOPEZ-CUELLAR, 2016). Além disso, a
Autoridade Européia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) autorizou o uso de
nisina em produtos como cremes lacteos e pudins (EFSA, 2006). No Brasil, o uso de
nisina ¢ limitado a queijos (BRASIL, 1996) e requeijao (BRASIL, 1997).

A nisina age pela ligacdo a um precursor da parede celular, o lipideo II, o que
inibe a sintese da parede celular, além de formar poros na membrana citoplasmatica,
favorecendo o efluxo de metabolitos da célula (DISCHINGER et al., 2014;
CAVERA et al., 2015), levando a perda ou dissipacdo do potencial de membrana
bacteriano. A atividade antimicrobiana deste lantibidtico tem sido amplamente

demonstrada contra bactérias gram-positivas (RILLA, 2003; PINTO et al., 2011;
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WIINKER et al., 2011; ABDOLLAHZADEH et al., 2014; AVILA et al., 2014;
GADOTTI et al., 2014; PIMENTEL-FILHO et al., 2014; SADIQ et al., 2016; ZHAO
etal., 2016; SHI et al., 2017).

Uma das maiores limitagdes da maioria das bacteriocinas de micro-
organismos gram-positivos é a resisténcia natural dos micro-organismos gram-
negativos e, por esta razdo a atividade antimicrobiana de nisina tem sido menos
demonstrada em bactérias gram-negativas do que em micro-organismos gram-
positivos (DEEGAN et al., 2006; MARTIN-VISSCHER et al., 2011; ZACHAROF e
LOVITT, 2012; GYAWALI e IBRAHIN, 2014; GABRIEL e ESTILO, 2015;
PRUDENCIO et al., 2015; PRUDENCIO et al., 2016). Em vista disso, em varias
pesquisas tem-se avaliado a acdo combinada de nisina com fatores ambientais, como
pH e temperatura, ou com agentes quelantes, como EDTA, a fim de aumentar a
eficiéncia desta bacteriocina em bactérias gram-negativas (KHAN et al., 2015;
PRUDENCIO et al., 2015a; PRUDENCIO et al., 2015b). A presenca da membrana
externa composta por uma bicamada de fosfolipideos e por uma malha de lipideos e
polissacarideos, chamada lipolissacarideos, confere prote¢do a essas bactérias, pois
age como barreira, que impede a difusdo das moléculas da bacteriocina até a
membrana plasmatica, sendo esta a causa relacionada a resisténcia deste grupo
bactérias a estes peptideos (GYAWALI e IBRAHIM, 2014).

Prudéncio et al. (2015a) demonstraram que, sob condigdes de baixo pH e
baixa temperatura, nisina promoveu uma redugdo significativa na viabilidade de
Salmonella Typhimurim. Considerando este resultado, pode-se propor que, bactérias
gram-negativas, psicrotroficas produtoras de proteases termorresistentes que sdo
grande problema na industria de laticinios em condigdes de baixa temperatura

poderiam estar sujeitas a mesma sensibilidade apresentada por Sa/monella.



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Microbiologia, da Universidade Federal de Vicosa
(UFV), em Vigosa, Minas Gerais.

3.1 Micro-organismos e condicoes de manutencao dos estoques

Dezessete isolados de S. liquefaciens, produtores de enzimas proteoliticas
termorresistentes, provenientes de amostras de leite cru refrigerado isolados por
Machado et al. (2015) foram avaliados (Tabela 1). As culturas foram mantidas
congeladas em freezer, a -20 °C, em tubos de microcentrifuga contendo caldo
infusdo de cérebro e coragdo (BHI) adicionado de 20 % de glicerol.

Os isolados de S. liquefaciens foram testados quanto ao numero de células
viaveis e atividade proteolitica total (Serl e Ser2) e de Ser2 a 7 °C e a 30 °C.
Aqueles isolados que apresentaram maior atividade proteolitica total foram
selecionados para avaliacdo do efeito de nisina sobre o crescimento e atividade
proteolitica total e de Ser2. Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 foi
cultivado em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) a 37 + 1 °C para determinagdo da
atividade antimicrobiana de nisina, que foi avaliada pelo método de difusdo em agar
(TAGG et al., 1976).
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Tabela 1 - Isolados psicrotroficos proteoliticos de S. /iquefaciens utilizados no

estudo e agrupados em diferentes clusters de fingerprint*.

Padroes de Fingerprint* Isolados de S. liquefaciens

L53,L61, L64, 195, L128, L130, L132

Cluster 1 - . liquefaciens L135, L136, L137, L140, L146, L153

Cluster?2 - S. liquefaciens L98

Cluster 3 - Pseudomonas fluorescens L113

Nio se encaixaram em nenhum cluster L79,L104

*Machado et al. (2015)

3.2 Atividade proteolitica de S. liquefaciens em diferentes meios de cultivo

Os isolados com alta e baixa atividade proteolitica de Ser2, respectivamente
S. liquefaciens 1.53 ¢ S. liquefaciens 1153 em avaliagdo realizada por Machado et al.
(2015), foram utilizados, inicialmente, para o estabelecimento das condigdes de
producdo de proteases. Ambos os isolados foram ativados em caldo Luria Bertani
(LB), pH 6,8, por 24 h a 30 °C. Para se estabelecer condigdes de cultivo que
favorecessem a atividade proteolitica, foram avaliados trés diferentes meios de
cultura: caldo LB (triptona 1 %, extrato de levedura 0,5 %, NaCl 1 %) (SANTOS et
al., 2013), caldo TYEP (triptona 1 %, extrato de levedura 0,25 %, KH,PO4 0,1 %,
K,HPO, 0,1 %) (PINTO et al., 2010) e caldo BHI (BAGLINIERE et al., 2012). Os
trés meios de cultivo também foram avaliados com duas suplementacdes: cloreto de
calcio (CaCly) 0,25 % e leite desnatado reconstituido (LDR) 10 %.

O pH de todos os meios de cultura foi ajustado para 6,8, o pH do leite.
Frascos Erlenmyer de 50 mL contendo 10 mL de cada meio de cultura foram
inoculados com uma concentragao inicial de, aproximadamente, 6 log do numero de
unidades formadoras de colonias (log;o UFC/mL) e incubados por 24 h a 30 £ 1 °C,
sob agitacdo em plataforma de agita¢do orbital - shaker (B-DCU B-Braun Biotech
International GmbH, Melsungen, Germany) a 150 RPM. Apods 24 h de incubagdo,
foram coletadas aliquotas para a determinagdo do niumero de células viaveis, pela

técnica de microgotas (MORTON, 2001), com trés réplicas, em 4agar para contagem
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padrdo (PCA-Himedia, India). Amostras de 1 mL foram armazenadas congeladas a —
20 °C para a determinagdo da atividade proteolitica total. Cada ensaio foi repetido
duas vezes e a analise estatistica foi realizada por meio do programa Assistat (SILVA
e AZEVEDO, 2009). O teste Tukey foi utilizado para determinar se existe diferenca
entre os tratamentos ao nivel de significancia de 0,05. A atividade da protease Ser2

nao foi ndo avaliada nesta etapa.

3.3 Atividade proteolitica de S. liquefaciens sob diferentes temperaturas

Ap0s a selecao do meio de cultura que favorecesse a atividade proteolitica, os
isolados de S. liquefaciens listados na Tabela 1 foram previamente ativados e
centrifugados a 5.590 g por 10 min (Hsiangtai MCD-2000, Taiwan), lavados e
ressuspendidos em solugdo salina (NaCl) 0,85 %. Frascos Erlenmyer de 125 mL
contendo 20 mL de BHI + LDR 10 % foram inoculados com uma concentragdo
inicial de, aproximadamente, 6 log;o UFC/mL e incubados a 7 °C e a 30 + 1 °C, que
correspondem, respectivamente, a temperatura recomendada para refrigeragdo de
amostras de leite por imersdo em fazendas (BRASIL, 2011) e a temperatura 6tima de
crescimento de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Os frascos foram
agitados em agitador rotatorio (Variomag Multipoint HP6, Alemanha) a 150 RPM.

O tempo selecionado para determinacdo da populagdo bacteriana e coleta do
sobrenadante destinado a quantificagdo da atividade proteolitica foi de 48 h sob
cultivo a 7 °C e de 24 h para cultivo a 30 °C. As aliquotas destinadas a determinagao
do numero de células vidveis foram plaqueadas utilizando-se a técnica de microgotas
(MORTON, 2001), com trés réplicas, em PCA (Himedia, India). Cada ensaio foi
repetido duas vezes. A analise estatistica foi realizada por meio do programa Assistat
(SILVA e AZEVEDO, 2009). O teste Tukey foi utilizado para verificar a existéncia
de diferenca entre os tratamentos ao nivel de significancia de 0,05.

Nos sobrenadantes coletados em diferentes intervalos de tempo foram
determinadas as atividades proteoliticas total e de Ser2, conforme descrito no item
3.4.

3.4 Ensaios da atividade proteolitica

Todas as amostras coletadas para os ensaios de atividade proteolitica foram
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centrifugadas a 5.590 g por 10 min. Aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para
analise usando azocaseina como substrato, de acordo com o protocolo estabelecido
por Dufour et al. (2008) modificado. As alteragdes foram feitas para ajustar a leitura
da absorvancia a faixa de linearidade do equipamento. Tais modificagdes ocorreram
em quatro etapas: redugdo do volume do sobrenadante da cultura para 50 pL,
reduc@o do tempo de incubagao em banho-maria para 30 min e nao adi¢ao de NaOH
5 M na etapa final. A absorvancia do sobrenadante foi medida em espectrofotometro
(Thermo Scientific Multisjan GO, Japao) a 366 nm. A atividade proteolitica foi
definida pela diferenca entre a absorvancia do ensaio a 366 nm e o meio de cultura
utilizado como branco (NICODEME et al., 2005).

Para avaliacdo da atividade da protease termorresistente pela acdo de Ser2
(MACHADO et al., 2016), o sobrenadante do cultivo foi aquecido a 95 °C por 8,45
min. Este bindmio tempo-temperatura ¢ suficiente para inativagdo da protease
temossensivel, Serl, permanecendo no meio 75 % de Ser2 (MARCHAND et al.,
2008). Apods o tratamento térmico, a atividade proteolitica foi determinada como
descrito anteriormente.

A atividade proteolitica termolabil foi obtida pela diferenga entre a atividade
proteolitica total ¢ a de Ser2. A porcentagem da atividade proteolitica de Ser2 foi
obtida conforme Equagdo 1. Cada ensaio foi repetido duas vezes. A analise
estatistica foi realizada por meio programa Assistat, com uso do teste de Tukey ao

nivel de significancia de 0,05.

Equagdo 1:

Atividade Proteolitica (AP) Ser2 = ((AP. Ser2/ms2) /AP. total)
Sendo:
AP. = atividade proteolitica

ms2 = 0,66 (constante de atividade proteolitica de Ser2) (BAGLINIERE et al. —

comunicagdo pessoal).

3.5 Efeito de nisina sobre o crescimento e a atividade proteolitica total e de Ser2
de S. liquefaciens

Uma solugdo estoque de nisina foi preparada pela dissolugdo de 1 g de nisina

comercial (Christian Hansen, Dinamarca) 2,5 % em 10 mL de solu¢do fosfato de
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sodio, 0,005 M, pH 2,0 (PBS). A solugdo estoque foi mantida a 4 °C. Para obter a
concentragdo desejada de nisina, a solugdo estoque foi diluida em PBS.

Os trés isolados que demonstraram maior atividade proteolitica total antes do
tratamento térmico, em ambas as temperaturas, foram selecionados para a
continuidade dos experimentos. O cultivo foi realizado em caldo BHI suplementado
com LDR 10 %, acrescido ou ndo de nisina (200 AU/mL), a 7 °C e a 30 °C. O efeito
da bacteriocina foi avaliado ao longo do crescimento. A determinagdo do niamero de
células viaveis pela técnica de microgotas e da atividade proteolitica total e de Ser2
foi realizada conforme descrito anteriormente.

O efeito de nisina (200 AU/mL) também foi avaliado no sobrenadante das
culturas de S. liquefaciens 153, L95 e L98 cultivadas na auséncia de nisina. A
atividade proteolitica total foi avaliada imediatamente apds a adi¢do da bacteriocina

no sobrenadante, conforme estabelecido no item 3.4.

3.6 Avaliacao do efeito de nisina sobre a atividade proteolitica intracelular

Para averiguar de que forma nisina poderia atuar nas células de S.
liquefaciens foi avaliada a atividade proteolitica intracelular de células cultivadas na
presenca e auséncia da bacteriocina. Para obter as proteases presentes no meio
intracelular, as células de S. liquefaciens foram rompidas em prensa francesa tipo
“French press” (SLM Aminco, FA-078, Estados Unidos). Para isso, foram utilizados
os isolados que apresentaram maior atividade proteolitica.

O cultivo foi realizado em meio BHI acrescido de LDR 10 % sob agitacdo a
150 RPM, por 12 h a 30 °C. As células foram centrifugadas (5.590 g, 10 min),
lavadas duas vezes e ressuspendidas em solugdo salina 0,85 %. Sob a concentragao
de 10 g/100 mL as células de S. liquefaciens foram submetidas por duas vezes
consecutivas a 1.000 psig (18.000 psi), pressdo necessaria para lisar células
bacterianas. A atividade proteolitica foi avaliada imediatamente depois da lise das
células, antes ¢ apos a centrifuga¢do (10.000 g, 10 min) para remover restos

celulares.
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4. RESULTADOS

4.1 Influéncia dos meios de cultura sobre e atividade proteolitica de S.
liquefaciens

O ntmero de células viaveis de S. liquefaciens 153 ¢ L153 ndo variou nos
meios de cultura utilizados, mesmo com suplementagdes de célcio e do LDR 10 %
(Figura 1A). Contrariamente, a atividade proteolitica foi influenciada pela
composicdo do meio de cultivo (Figura 1B). O efeito estimulador da atividade
proteolitica resultante da suplementacdo dos meios de cultura com célcio variou com
os isolados estudados, enquanto a suplementa¢ao com LDR 10 % promoveu aumento
significativo (p<0,05) na atividade proteolitica de ambos os isolados quando os
meios LB e TYEP foram utilizados (Figura 1B).

Quando cultivados em BHI, os dois isolados apresentaram alta atividade
proteolitica, independente da suplementacdo com calcio e LDR 10 % (Figura 1B).
Considerando que o caldo BHI foi o meio de cultivo que favoreceu a atividade
proteolitica de ambos os isolados, este meio suplementado com LDR 10 % foi o

escolhido para a continuidade dos experimentos.

4.2 Atividade proteolitica de 17 isolados de S. liquefaciens em diferentes
temperaturas

O numero de células viaveis dos 17 isolados de S. liquefaciens avaliados
variou (p<0,01) apds 48 h de incubagdo, a 7 °C (Figura 2A), enquanto o cultivo a 30
°C por 24 h resultou em populacdo final semelhante (p>0,05) (Figura 3A). Na
temperatura de 7 °C, a atividade proteolitica foi observada apenas em cinco dos 17
isolados (29,4 %) (Figura 2B). Em condi¢des de temperatura 6tima de crescimento,
ou seja, a 30 °C, 12 isolados (70,6 %) foram caracterizados como proteoliticos e,
maiores valores de atividade proteolitica total também foram observados nesta

temperatura (Figura 3B).
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E possivel observar que alguns isolados, tais como S. liquefaciens 1132 e
L153, foram altamente proteoliticos a 30 °C e apresentaram baixa ou nenhuma
atividade proteolitica a 7 °C (Figuras 2B e 3B, respectivamente). Foi observado que
os isolados de S. liquefaciens 164, 1104, L113, L128, L135 que ndo foram
proteoliticos a 30 °C (Figura 2B) nao o foram também a 7 °C (Figura 3B).

Todos os isolados que apresentaram atividade proteolitica total a 7 °C e a 30
°C demonstraram atividade da protease termorresistente com exce¢do do isolado
L146. Entretanto, a propor¢do da atividade de Ser2 em relagdo a atividade
proteolitica total foi influenciada pela temperatura e tempo de incubagdo, pois apos
48 h sob refrigeracdo, a atividade de Ser2 representou entre 81,2 ¢ 91,1 % da
atividade proteolitica total (Tabela 2). Entretanto, ap6s 24 h a 30 °C, a atividade de
Ser2 correspondeu de 25,4 a 42,5 %, da atividade proteolitica total (Tabela 2).

4.3 Efeito de nisina sobre o crescimento e atividade proteolitica S. liquefaciens

Dentre os 17 isolados de S. liquefaciens avaliados, os de codigo L53, L95 ¢
L98 estiveram dentre os de maior atividade proteolitica, a 7 °C ¢ a 30 °C. Assim,
foram escolhidos para estudo do efeito de nisina sobre o crescimento e a atividade
proteolitica de S. liquefaciens. A presenga de nisina na concentragdo de 200 AU/mL
afetou (p<0,05) o crescimento dos isolados L53 e L95 de S. liquefaciens quando
incubados a 7 °C, com redugao de até 0,75 ciclo log entre o tratamento com nisina e
o controle (Figura 4A). Por outro lado, esta diferenca ndo foi encontrada no
crescimento dos isolados avaliados em condigdes de temperatura Otima de
crescimento (Figura 5A).

A atividade proteolitica total dos isolados L53, L95 e L98 de S. liquefaciens
foi detectada entre o final da fase exponencial ¢ o inicio da fase estacionaria, que
correspondeu a 45 h de incubacdo a 7 °C e 9 h de incubagdo a 30 °C (Figuras 4B e
5B). Os resultados demonstraram que ha diferengas no tempo de secrecdo das
enzimas Serl e Ser2. Nos isolados L95 e L98, a atividade proteolitica de Ser2, que
alcancou 100 e 84,4 % da atividade total no inicio da fase estacionaria dos isolados
cultivados a 7 °C e a 30 °C, respectivamente, foi reduzida ao longo do tempo de
forma que, com o prolongamento da incubagdo, a propor¢do de Ser2 ficou entre 30 e

54 % da atividade proteolitica total nas duas temperaturas (Figuras 4B e 5B).
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Tabela 2 - Porcentagem da atividade proteolitica de Ser2 a 7 °C e a 30 °C.

Proteodlise | Desvio |Protedlise | Desvio
Temperatura | Isolados| por Ser2 | padrao total padrao | % Ser2
L53 0,778 0,012 0,918 0,025 84,7
L6l 0,443 0,003 0,516 0,012 85,8
7°C L95 0,678 0,021 0,836 0,018 81,2
198 0,582 0,015 0,645 0,006 90,2
L132 0,216 0,116 0,237 0,114 91,1
L53 0,565 0,061 2,164 0,039 26,1
L6l 0,520 0,070 2,052 0,015 25,4
L79 0,318 0,002 0,748 0,003 42,4
L95 0,573 0,055 1,885 0,055 30,4
L98 0,700 0,011 2,081 0,042 33,7
30°C L130 0,185 0,032 0,649 0,008 28,6
L132 0,620 0,011 2,019 0,079 30,7
L136 0,501 0,002 1,178 0,029 42,5
L137 0,404 0,003 1,011 0,004 40,0
L140 0,715 0,073 1,982 0,017 36,1
L146 0,000 0 0,551 0,008 0,0
L153 0,659 0,038 2,186 0,112 30,2
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A adicdo de nisina (200 AU/mL) ao meio de cultivo promoveu redu¢ao
significativa (p<0,05) da atividade proteolitica dos trés isolados de S. liquefaciens
tanto a 7 °C como a 30 °C, sendo este efeito inibidor mais pronunciado sob
refrigeracao (Figura 4B e 5B). Na condi¢do de refrigeragdo, a atividade enzimatica
do isolado S. liquefaciens L53 ndo foi detectada na presenga de nisina, porém o
efeito da bacteriocina na atividade proteolitica dos isolados L95 ¢ L.98 reduziu-se ao
longo do periodo de incubagdo (Figura 4B). Sob temperatura 6tima de crescimento
de 30 °C, a redugdo da atividade proteolitica total dos trés isolados que ¢ de,
aproximadamente, 80 % no inicio da fase estacionaria, alcanga valores de 24 %, ao
final de 24 h de incubagao (Figura 5B). Ao longo do tempo de incubagdo, observou-
se menor efeito inibidor da bacteriocina sobre a atividade proteolitica total e de Ser2,
em ambas as condi¢des de temperatura.

A avaliagdo da atividade proteolitica no sobrenadante das culturas dos trés
isolados cultivados a 7 °C e a 30 °C foi feita na presenga e na auséncia de nisina.
Observou-se que a atividade proteolitica total ndo foi afetada pela adi¢ao de nisina ao
sobrenadante, o que indicou que nisina ndo age sobre a atividade das proteases

depois de secretadas por S. liqguefaciens.

4.4 Efeito de nisina sobre a atividade proteolitica intracelular de S. liquefaciens

Valores semelhantes de absorvancia a 366 nm foram registrados na analise do
lisado das células cultivadas na presenga ou na auséncia de nisina. Este resultado
indica que ndo houve diferenca da atividade proteolitica total intracelular dos

isolados cultivados na presen¢a ou na auséncia de nisina.



5. DISCUSSAO

5.1 Influéncia dos meios de cultura sobre o nimero de células viaveis e atividade
proteolitica de S. liquefaciens

Os meios de cultura LB, BHI e TYEP utilizados ndo interferiram no niimero
final de células viaveis de S. liquefaciens. Segundo Grimont ¢ Grimont (2006),
espécies do género Serratia, em geral ndo requerem adigdo de fatores de crescimento
em meio minimo. Entretanto, a suplementacdo com LDR 10 % foi eficiente em
induzir a atividade proteolitica, o que reforgou os resultados encontrados por
Nicodéme et al. (2005), que afirmaram que outros componentes presentes no leite,
além do célcio, podem favorecer o aumento da atividade proteolitica. O efeito
estimulador da atividade proteolitica resultante da adigdo de 0,25 % de CaCl, foi
também constatado em Pseudomonas (PINTO et al., 2007). Estes autores
constataram que a incorporagdo de LDR 12 % e 0,25 % de CaCl, em meio TYEP ndo
afetou o crescimento de P. fluorescens, mas a adigdo da CaCl, aumentou em até 100
% a atividade proteolitica.

A busca no banco de dados UniProt Knowledgebase (UniProtKB) pela
palavra “AprX” mostrou que estdo depositadas informagdes desta serina protease
secretada por varios géneros bacterianos, como Pseudomonas, Bacillus, Bacteroides,
Streptomyces, entre outros (UNIPROTKB, 2016). Em muitos estudos tem-se
ressaltado a relagdo entre o aumento da atividade proteolitica de enzimas de
Pseudomonas na presenca de Ca®, inclusive que estes ions sdo necessarios para
atividade otima desta enzima (LIAO ¢ McCALLUS, 1998; RAJMOHAN et al.,
2002; NICODEME et al., 2005; PINTO et al., 2007; BAGLINIERE et al., 2013;
MATEOS et al., 2015).

O efeito estimulador do Ca*" na atividade proteolitica de S. liquefaciens pode
ser explicado pela observagdo de Kaibara et al. (2012) de que as sequéncias de
aminoacidos das proteases Serl e Ser2 de S. liquefaciens Kuol-1 apresentaram

motivos de ligacdo de Ca*". Machado et al. (2016) encontraram resultado similar em

24



analise /n silico de 17 isolados de S. liquefaciens, sugerindo a importancia do calcio
para a atividade destas enzimas. Neste estudo, foi observado que o efeito do calcio
sobre a atividade proteolitica de S. /iquefaciens pode ser dependente do isolado.

A riqueza e a complexidade de nutrientes do meio BHI pode ser a razdo da
atividade proteolitica mais homogénea de S. /iquefaciens em relagdo aos meios LB e
TYEP avaliados. Além disso, mesmo com a adi¢gao de CaCl, e, ou LDR 10 %, o grau
de proteolise foi similar entre os dois isolados. Portanto, o caldo BHI suplementado
com LDR 10 % (v/v) foi escolhido para a continuidade dos experimentos
objetivando a obtencdo de valores altos de atividade proteolitica com os demais

isolados de S. liquefaciens.

5.2 Viabilidade e atividade proteolitica de 17 isolados de S. liquefaciens em
diferentes temperaturas

O fato de se ter observado nimero final de células vidaveis mais aproximado
apos 1 dia de incubagdo a 30 °C do que apés 2 dias de incubagdo a 7 °C pode ser
atribuido a variagdes entre os isolados quanto ao metabolismo celular e esta
diferenca foi refletida mais nitidamente no crescimento a 7 °C. Contudo, a alta
densidade populacional de todos os isolados em ambas as temperaturas, demonstrou
a capacidade de se adaptarem quando submetidos a temperaturas fora do ideal. Berry
e Foegeding (1997) destacaram esta capacidade de adaptagdo de bactérias
psicrotroficas.

Provavelmente, as diferencas encontradas com relagdo a atividade proteolitica
nas temperaturas de 7 °C e 30 °C estejam ligadas aos diferentes estados fisiologicos
das células no momento da coleta das amostras. Isto pode ser confirmado
observando-se as curvas de crescimento de S. liquefaciens 153, 195 e L98 nessas
temperaturas (Figuras 4A e 5A). Além disso, a temperatura também exerce
importante efeito na atividade proteolitica. Wolf et al. (1991), ao estudarem alguns
isolados de S. liquefaciens, verificaram que os isolados que cresceram a 25 °C
produziram de quatro a oito vezes mais proteases do que quando cultivados a 35 °C.
O fato de a deteccdo da atividade proteolitica total ocorrer comumente no final da
fase exponencial foi também observado por Givskov e Molin (1992) com outra
enzima de S. liquefaciens, uma fosfolipase, cuja expressdo ocorria principalmente,

neste mesmo periodo. Givskov et al. (1997) também destacaram que a produgdo
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destas enzimas extracelulares por S. liquefaciens em meio liquido ¢ dependente da
fase de crescimento, com aumento acentuado na transi¢do entre a fase exponencial de
crescimento e a fase estacionaria.

Os 17 isolados de S. liquefaciens selecionados neste estudo foram isolados de
leite cru por Machado et al. (2015) por apresentarem caracteristicas de serem
psicrotroficos e proteoliticos. No presente estudo, 12 isolados ndo demonstraram
atividade proteolitica, principalmente a 7 °C. Destaca-se, no entanto, que o periodo
de incubacao utilizado foi de 2 dias a 7 °C, e o BHI suplementado com LDR 10 %
foi utilizado como meio de cultivo. Machado et al. (2016) nao conseguiram detectar
atividade proteolitica de S. liquefaciens 179, cultivado pelo mesmo periodo de 2 dias
a 7 °C, mesmo com a utilizagdo da zimografia de caseina, técnica bastante sensivel.
Contudo, a protedlise por S. liquefaciens L79 foi detectada ap6s 4 dias de incubagio
sob refrigeragdo e, além disso, todos os isolados foram inoculados em leite cru. O
tempo insuficiente de incubacdo dos isolados pode ser a causa da ndo detecgdo da
atividade proteolitica total de alguns isolados e de Ser2, no caso S. liquefaciens
L146. Embora em clusters de fingerprint separados (Tabela 1), o alto potencial
deteriorador de S. liquefaciens L53 e 198, similarmente ao encontrado no presente

trabalho, também foi registrado por Machado et al. (2016).

5.3 Efeito de nisina sobre o crescimento e atividade proteolitica total e de Ser2
de S. liquefaciens

A presenga da membrana externa em bactérias gram-negativas, como S.
liquefaciens impede que nisina atue diretamente sobre a membrana plasmatica e
exerca efeito inibidor no crescimento bacteriano. Entretanto, outros estudos
evidenciam que fatores ambientais, como baixas temperaturas ou agentes quimicos
tém sido utilizados para desestabilizar a membrana externa de bactérias gram-
negativas e permitir a passagem de nisina até a membrana plasmatica, onde ocorre a
atuacdo desta bacteriocina pela formagdo de poros e inibicdo da sintese da parede
celular (SIVAROOBAN, 2008; KHAN et al., 2015; PRUDENCIO et al., 2016). Isto
indica que a passagem pela membrana externa ¢ crucial para a atividade de nisina
sobre o crescimento (ZHOU et al., 2016).

Embora o efeito inibidor de nisina sobre o crescimento de S. /iquefaciens a 7

°C tenha sido observado no presente trabalho e, semelhantemente, por Prudéncio et

26



al. (2015a) em que constataram que nisina associada a baixa temperatura reduziu o
nimero de células viaveis de Salmonella, ndo ha na literatura consultada, relatos de
que a nisina possa interferir na atividade proteolitica de bactérias gram-negativas.
Poranto, este ¢ o primeiro trabalho a relatar a reduco da atividade proteolitica de S.
liquefaciens por bacteriocinas. Este resultado pode sinalizar para a exploragdo de
uma estratégia potencial para a abordagem de um dos grandes problemas na industria
do leite, que ¢ a presenca indesejavel de enzimas proteoliticas na matéria-prima.
Contudo, aliado a isso, formas de controle da contaminagdo inicial por micro-
organismos sao essenciais para alcancgar a boa qualidade dos produtos lacteos.

A propor¢ao da atividade de Ser2 em relacdo a atividade proteolitica total
parece ser mantida independente da temperatura de 7 °C ou 30 °C de incubagdo e,
que varia em fungdo do estado fisiologico de S. liquefaciens. Ressalta-se que a
termorresisténcia de Ser2 compromete a qualidade de leite e derivados apds os
tratamentos térmicos adotados na industria de laticinios

A redugdo da atividade proteolitica observada principalmente entre o fim da
fase exponencial e o inicio da fase estacionaria de crescimento dos trés isolados de S.
liquefaciens (Figuras 4B e 5B) permitiu constatar que a porcentagem de redugao da
atividade proteolitica decresceu ao longo do tempo. Talvez a concentragdo de nisina
utilizada seja capaz de reduzir, mais eficientemente, a protedlise quando a
concentrag@o de proteases ¢ baixa e, ou a interagdo de nisina livre com as células de
S. liquefaciens possa diminuir ao longo do tempo, uma vez a populagdo bacteriana e,
principalmente a concentracdo de proteases, se elevam consideravelmente com o
aumento do periodo de incubagao.

Embora nisina tenha reduzido a protedlise causada pelos trés isolados de S.
liquefaciens, nao foi possivel identificar o modo de acdo desta bacteriocina.
Entretanto, a ndo reducdo da atividade proteolitica apds a adigdo de nisina ao
sobrenadante de cultivo dos isolados de S. liquefaciens testados indica que a
bacteriocina nao atua diretamente sobre a atividade das proteases ja sintetizadas. Isto
sugere que nisina atue em outras etapas como na sintese e, ou na secre¢do das
proteases.

Como bactéria gram-negativa, S. liquefaciens é detentora de uma membrana
externa que atua como barreira a passagem de nisina até o seu sitio de a¢do. Sendo
assim, nisina poderia interagir com proteinas presentes na membrana externa, como

proteinas transportadoras, de forma a reduzir a secre¢do das proteases. Zhao et al.
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(2016) demonstraram que nisina foi capaz de regular diferencialmente, 601 genes em
Staphylococcus aureus e, dentre eles, 22 genes putativos de transporte foram
diferencialmente regulados, sendo a maioria deles envolvidos com a superfamilia de
transportadores ABC (ATP-binding cassette). Machado et al. (2016) verificaram que
todos os 17 isolados de S. liquefaciens apresentam motivos do exportador ABC. No
presente estudo, a atividade proteolitica intracelular semelhante nas células
cultivadas na presenga ou na auséncia de nisina nao indica a possivel a¢do de nisina
sobre a secrecdo destas proteases. Deve-se considerar que o acimulo destas no meio
intracelular em razao da interferéncia da nisina no mecanismo de secregdo, poderia
desencadear a autolise (BAGLINIERE et al. — dados néo publicados) e, ou o controle
negativo sobre a expressdo das proteases. Possivelmente, em periodos iniciais de
cultivo, ainda com baixa concentracdo de proteases, a chance de detectar alguma
diferenca entre o controle e tratamento com nisina seja maior.

Os relatos sobre a regulacdo do metabolismo de bactérias gram-positivas pela
nisina sao diversos. O sistema de expressdo génica controlado por nisina (sistema
NICE) ¢ um sistema eficiente fundamentado no mecanismo de autoregulagdao da
biossintese de nisina e permite a superproducdo regulada de uma variedade de
proteinas de interesse (ZHOU et al., 2006). Zhou et al. (2008) demonstraram em L.
lactis a produg@o heterdloga de apidaecina, peptideos antimicrobianos produzidos
por insetos, por meio do sistema NICE, no qual o promotor nisA e o peptideo sinal
Usp45 promoveram a eficiente secrecdo de apidaecina. Estes estudos demonstram
que nisina pode regular a expressdo génica.

Uma alternativa a ser proposta seria a atuacdo da nisina na regula¢do da
sintese das proteases de S. liquefaciens, por exemplo, por um sistema de dois
componentes. Esse modelo de regulagdo foi demonstrado em uma bactéria gram-
positiva, L. /actis na biossintese de nisina A (GE et al., 2016). A fim de verificar a
acao de nisina na regulagdo da sintese das proteases de S. /iquefaciens, ensaios de
RT-PCR e microarranjos de DNA podem ser conduzidos.

Considerando que nisina reduziu a atividade proteolitica de S. liquefaciens
em BHI suplementado com LDR 10 %, pode-se avaliar este efeito em leite, para
aplicacdo da nisina na redu¢do dos danos causados por bactérias psicrotroficas em
leite cru. O uso da bacteriocina pode aumentar o rendimento e a vida util de produtos

lacteos.

28



6. CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo demonstrativo sobre a agdo da nisina na redugao da
atividade proteolitica de S. liquefaciens. A agdo de nisina na redugdo da atividade
proteolitica causada por Ser2 pode ser explorada como alternativa para a redugao da
deterioracdo do leite apOs os tratamentos térmicos.

O entendimento do mecanismo de agdo de nisina na redugdo da atividade
proteolitica é importante e ha indicagdes de que esta bacteriocina pode atuar sobre a
sintese e, ou secre¢do de proteases em S. liquefaciens. Entretanto, mais estudos sdo
necessarios para esclarecer o efeito inibidor de nisina sobre a atividade proteolitica e

para a aplicagao desta bacteriocina na redugao da protedlise em leite.
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