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Termoestabilidade de bacteriocinas
produzidas por Enterococcus sp.

RESUMO

Bacteriocinas produzidas por diversas espécies de Enterococcus (enterocinas) tém
mostrado potencial atividade antagbnica contra diversos patdégenos além de
termoestabilidade. Neste trabalho foi avaliado duas enterocinas ja caracterizadas
produzidas por Enterococcus faecium (Efm20) e Enterococcus sp (Ent22). A produgdo de
enterocina foi realizada inoculando os isolados em caldo MRS suplementado com glicose
(20,0 g/L), tween 20 (5,0 g/L) e lactose (30,0), seguida de incubacdo por 24 h a 37 °C.
Posteriormente, o CFS foi obtido centrifugando a cultura a 10.000 rpm por 15 minutos e
filtrado em membrana Millipore. O sobrenadante livre de célula (CFS) foi aquecido a 60 °C,
80°C e 100 °C por 30 minutos, e 121 °C por 15 minutos. A atividade inibitdria contra Listeria
innocua foi realizada pela técnica do spot on law. A atividade inibitdria ndo foi substancial
nas condig¢des testadas demonstrando assim o potencial de aplicagdo desta enterocina na
industria de alimentos em func¢do da sua termoestabilidade.

PALAVRAS-CHAVE: enterocina; tratamento térmico; biopreservacao.
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INTRODUCAO

O estudo de bacteriocinas produzidas por Bactérias Acido Laticas (BAL) tem
atraido grande interesse devido seu uso potencial como bioconservante na
indUstria de alimentos, visando o controle de bactérias potencialmente
patogénicas e deteriorantes (CINTAS et al., 2000). Bacteriocinas sdo peptideos
antimicrobianos sintetizadas nos ribossomos das células e sdo liberados no meio
extracelular, com acdo bactericida e bacteriostatica sobre diversos
microrganismos (FRANCO, et al., 2013).

Segundo Schirru et al., (2003), o mecanismo de agdo das bacteriocinas pode
envolver a a¢do bactericida com efeito letal associada ou ndo com uma lise celular,
ou ainda, ter efeito bacteriostatico, que causa a inibicdo da multiplicacdo de
microrganismos. Inicialmente, o modo de acdo das bacteriocinas ocorre com sua
insercdo na membrana das bactérias alvo, provocando modificacdes na sua
estrutura celular. Tais modificacbes levam a formacdo de poros na membrana
citoplasmadtica, fazendo com que o meio intracelular seja exteriorizado, ou altera
a forga préton-motora que é utilizada para a producdo de energia e para a sintese
de proteinas, tornando a célula alvo invidvel a sua manutencdo (Ogaki et al., 2015).

Dentre as BAL produtoras de bacteriocinas destaca-se o género Enterococcus,
cujas bacteriocinas produzidas sdo denominadas de enterocinas. Enterocinas
possuem largo espectro de inibigdo contra diversas bactérias, incluindo o género
Listeria sp (SABIA et al., 2002), além de estabilidade a altas temperaturas e a uma
ampla faixa de pH, favorecendo sua utilizacdo na industria de alimentos.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a estabilidade
térmica de enterocinas produzidas por dois isolados de Enterococcus sp.

MATERIAIS E METODOS

Neste estudo, foram utilizados os isolados Efm20 e Ent22 de Enterococcus
faecium e Enterococcus sp, respectivamente (FURLANETO-MAIA et al. 2015; OGAKI
et al. 2016). Listeria innocua CLIP 12612 foi utilizada como bactéria indicadora para
os testes de agao antagonica.

A produgdo de enterocinas foi obtida a partir de cultivo em meio MRS
suplementado com glicose (20,0 g/L), tween 20 (5,0 g/L) e lactose (30,0). O pH da
cultura foi ajustado para 6,5 com NaOH e o cultivo foi incubado a 37 °C por 24
horas. Estes suplementos e condigdes de cultivo ja foram avaliados por este grupo
de pesquisa e mostrou-se promissor para producdo de enterocinas pelos isolados
analisados (dados ainda nao publicados).

O sobrenadante livre de célula (CFS) foi obtido pela centrifuga¢do do cultivo
celular a 10.000 rpm por 15 minutos. O CFS foi esterilizado por filtracdo em
membrana com poros de 0,22 um com baixa capacidade de ligagdo de proteinas
(Millipore). O pH do sobrenadante foi ajustado em 6,5 utilizando solugdo de NaOH
1N para eliminar a inibicdo causada pela presenca de acido latico e foram tratados
com catalase (300 U.ml?) a fim de descartar a inibi¢do pela presenca de perdxido
de hidrogénio (AMMOR et al., 2006).

L. innocua foi cultivada separadamente em caldo Infusdo Cérebro Coragdo
(BHI)a 37 °C/18 h.
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Para o teste de estabilidade a temperatura, aliquotas de 200 pL de CFS foram
incubados em temperaturas constantes de 60 °C, 80 °C e 100 °C por 30 minutos.
Uma aliquota também foi submetida a autoclavagem (121 °C) por periodo de 15
minutos. Para tanto, 20 mL de d4gar semi-sélido 0,8%, contendo a bactéria
indicadora L. innocua, na concentracdo final correspondente a escala 4 de
McFarland (12 x 108 células/mL), foi transferido para uma placa de Petri. Apds a
solidificacdo foram feitos 3 pocos de aproximadamente 5 mm de didmetro. Em
cada poco foram adicionados 45uL do CFS neutralizado e tratado termicamente.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e apds os halos de inibicdo foram
mensurados em milimetros com auxilio de um paquimetro. Como controle, foi
adicionado aos poc¢os o CFS sem tratamento térmico.

A atividade antimicrobiana residual de cada temperatura foi avaliada de
acordo com protocolo descrito por De Vuyst et al. (1996), segundo a Equagdo 1:

Atividade Residual (%) = Ht-t*100/Hc-t (Equagdo 1)

Onde:
Ht = halo do sobrenadante apds tratamento térmico (mm);
Hc = halo do controle (mm);

t = tamanho do poco.

Para a analise estatistica comparando os tratamentos foi utilizado o teste
Tukey. As andlises foram conduzidas com um nivel de significAncia de 5% no
programa ASSISTAT 7.6 Beta.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os isolados Efm20 (E. faecium) e Ent22 (Enterococcus sp) ja foram
previamente reportado por este grupo de pesquisa como sendo bons produtores
de enterocina (OGAKI et al., 2016), do qual inibe varias bactérias patdgenas de
alimentos, incluindo as espécies de Listeria (dados nado publicados). Neste estudo,
a maior produgdo de enterocinas se deu no pH 6,5.

A Figura 1 apresenta os valores da atividade residual da enterocina apds
aquecimento a 60 °C, 80 °C, 100 °C por 30 minutos e 121 °C por 15 minutos
comparado com o controle. Pode-se observar que a estabilidade variou conforme
o isolado, contudo, mesmo com aquecimento a 121 °C ndo houve reducdo
significativa da acdo antagbnica das enterocinas. Ainda, algumas temperaturas
foram capazes de ativar a acdo da enterocina, tornando-as mais potentes, como
observa-se para enterocina Efm20 a 100 °C e para Ent22 a 60 e 100 °C.

A Tabela 1 apresenta o porcentual da atividade residual das enterocinas
apds o tratamento térmico. O isolado Ent 22 apresentou maior potencial de
resisténcia térmica quando comparado com o isolado Efm20, mostrando-se viavel
para a aplicacdo na industria. A figura 2 apresenta os halos de inibicdo formados
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contra a bactéria teste, com os CFSs dos isolados Efm20 e Ent22 tratados a 60°C,
80°C, 100°C e 121°C.
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Figura 1 - Comparacdo entre os tratamentos térmicos da enterocina produzida pelo
isolado Efm20 (A) e isolado Ent20 (B), com um nivel de significancia de 5%.

Tabela 1 - Porcentual da Atividade Residual das enterocinas produzidas pelos isolados
Efm20 e Ent 22.

Temperaturas (%)

Isolado
60 °C 80 °C 100 °C
Efm 20 109,52 95,24 114,29 90,48
Ent 22 138,10 104,76 114,29 95,24

Figura 2 - Halos de inibicdo, formados pela técnica de pogo difusdo, com enterocina
produzida pelos isolados Efm20 e Ent 22, apds tratamento térmico a 60, 100 e 121 °C.

Os resultados revelaram que as enterocinas testadas foram termo-estaveis
nas condi¢cbes testadas. Alguns estudos demonstraram a caracteristica
termoestdvel de enterocinas produzidas por diversas espécies de Enterococcus
(MORENO et al., 2002; SABIA et al. 2004; KANG e LEE, 2005). Kang e Lee (2005) e
Campos et al. (2006) também avaliaram a termoestabilidade da enterocina
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produzida por E. faecium, contudo, estes autores apenas relataram essa condigao,
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nao apresentando o percentual de atividade residual apds tratamento térmico,
como apresentado em nosso estudo.

Observa-se que para alguns isolados/temperatura, houve aumento na
atividade antagbnica. Embora esses resultados corroboraram com o trabalho
descrito por Ferreira et al (2007) que relataram aumento na atividade antagonica
da enterocina produzida por E. mundtii, com o aumento da temperatura, ndao
encontramos explicacdo para este fato.

Estudos revelam que bacteriocinas da classe Il apresentam em sua estrutura
uma ponte dissulfeto entre duas cisteinas, que desempenha importante papel na
atividade antimicrobiana e faz com que seja resistente a temperaturas elevadas
(FIMLAND et al., 2005; DRIDER ET AL., 2006; RICHARD et al., 2006).

Todorov (2009) e Moreno et al.,, (2002) afirmam que a capacidade das
bacteriocinas suportarem altas temperaturas é desejavel para que haja aplicacao
delas em alimentos, pois ndo sofrerdo impacto quando submetidas a etapa de
tratamento térmico, mantendo suas propriedades antimicrobianas. Resultado
interessante obtido em nossos estudos foi que em determinadas temperaturas a
atividade antagonica foi maior quando comparado com o controle, sugerindo que
a temperatura elevada ativa a acdo da enterocina.

CONCLUSAO

No presente estudo reportamos a estabilidade térmica de enterocinas
produzidas por E. faecium e Enterococcus sp. A atividade antagénica do CFS ndo
foi nula apds o tratamento térmico de 60, 80, 100 e 121 °C, inclusive dependendo
do isolado/temperatura foi potencializada, mostrando grande potencial do uso
industrial dessas enterocinas.
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Thermostability of bacteriocins produced
by Enterococcus sp.

ABSTRACT

The bacteriocins produced by Enterococcus species (enterocins) show considerable
activity against diverse pathogens and thermostable. Two antimicrobial peptides
were isolated from Enterococcus faecium (Efm20) and Enterococcus sp (Ent22),
cultured in MRS broth with glicose (20,0 g/L), tween20 (5,0 g/L) and lactose (30,0),
incubated for 24 h at 37 °C. The antimicrobial peptide was obtained by
centrifugation at 10.000 rpm for 15 minutes, followed by filtration at Millipore
membrane. The CFS were heated at 60 °C, 80 °C and 100 °C for 30 minutes, and
121 °C for 15 minutes. The bacteriocin produced by E. faecium (Efm20) and
Enterococcus sp (Ent22) showed a spectrum of activity against indicator strains
of Listeria innocua. The inhibitory activity of the bacteriocin was not substantially
changed by the use of different temperature.

KEYWORDS: enterocin; heat treatment; biopreservation.
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