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SILVA, Liliane Andrade da. SELECAO DE BACTERIAS LATICAS COM ATIVIDADE
ANTI-Listeria A PARTIR DE LEITE DE CABRA CRU

RESUMO

Bactérias laticas podem produzir bacteriocinas e tém sido exploradas em aplicacbes como
conservadores naturais nos alimentos. Bacteriocinas sao peptideos e proteinas com atividade
antimicrobiana e podem inibir a multiplicacdo de bactérias patogénicas como Listeria
monocytogenes e micro-organismos deterioradores. L. monocytogenes pode estar presente em
diversos tipos de alimentos, devido a sua capacidade de sobreviver em ampla faixa de
temperatura e causar a listeriose atraves da ingestdo de alimentos contaminados. Este estudo
objetivou o isolamento e identificacdo de bactérias laticas (BAL) com potencial anti-Listeria
de leite de cabra cru, a caracterizacdo dos sobrenadantes livres de células (SLC) quanto: a
atividade antimicrobiana; ao espectro de acdo; a estabilidade térmica e em diferentes valores
de pH; a resisténcia a agentes quimicos e a diferentes concentracfes de NaCl; ao modo de
acdo; a capacidade de adsor¢do a listeria em diferentes condicbes de temperatura, pH e na
presenca de agentes quimicos. Também visou realizar a identificagdo molecular dos isolados a
fim de aplicar as BAL ou as bacteriocinas por elas produzidas como estratégia de
bioconservacdo de alimentos. Foram isoladas trés culturas (LS1, LS2 e LS3)
bacteriocinogénicas de leite de cabra cru com atividade anti-listeria. Em particular
Lactococcus lactis (LS2), que produziu bacteriocina bacteriostatica, ativa em pH baixo e em
temperatura de 4 °C a 80 °C, que pode ser uma alternativa para o controle de listeria em

produtos lacteos fermentados.

Palavras chaves: Bacteriocinas, bioconservacgdo, bactérias laticas



ABSTRACT

Lactic acid bacteria can produce bacteriocins and have been explored for applications as
natural preservatives in foods. Bacteriocins are peptides and proteins with antimicrobial
activity and can inhibit the growth of pathogenic bacteria such as Listeria monocytogenes and
other spoilage microorganisms. L. monocytogenes can be present in many types of food due to
its ability to survive in a wide temperature range, and causes listeriosis by ingestion of
contaminated food. This study aimed at the isolation and identification of lactic acid bacteria
(LAB) with bacteriocinogenic potential, the characterization of the cell-free supernatants
(CFS) regarding: the antimicrobial activity; the spectrum of action; thermal stability and at
different pHs; resistance to chemicals and NaCl concentrations; the mode of action of the
bacteriocins produced; the adsorption capacity to the target cells in different temperatures, pH
and concentrations of chemicals and NaCl; perform the molecular identification of the LAB.
Three strains (LS1, LS2 and LS3) bacteriocinogenic of raw goat's milk with anti-listeria
activity were isolated. In particular Lactococcus lactis (LS2), which produced bacteriostatic,
active bacteriocin at low pH and 4 ° C to 80 ° C, which can be an alternative for the control of

Listeria in fermented dairy products.

Keywords: bacteriocins, biopreservation, lactic acid bacteria
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1 INTRODUCAO

O leite constitui um excelente meio de multiplicacdo de microrganismos devido a sua
composi¢do quimica e alta atividade de agua. O leite de cabra é considerado um dos alimentos
mais completos por apresentar uma composi¢do quimica constituida de proteinas de alto valor
bioldgico e acidos graxos essenciais, além do contetdo mineral e vitaminico. As bactérias
laticas encontradas no leite de cabra também podem produzir bacteriocinas, sendo sua
producéo espontanea ou induzida e o estudo destas tem se tornado ferramenta valiosa para a
compreensdo e aplicacdo como ingrediente funcional devido a sua importancia como
conservantes naturais e possiveis substituicbes de conservantes quimicos.

A producéo de bacteriocinas por meio das bactérias laticas faz com que estas bactérias
tenham um importante papel bioldgico e tém concentrado atencdo consideravel por parte dos
pesquisadores e da industria, decorrente da acédo inibitdria sobre patdgenos e deterioradores de
alimentos, e também como potencial de aplicacdo na terapéutica, podendo inibir a
multiplicagdo de micro-organismos tais como Listeria monocytogenes.

L. monocytogenes possui resisténcia a varios fatores ambientais, em valores de pH
préximos de 4,5 e atividade de agua 0,92, torna este micro-organismo dificil de controlar nos
alimentos. Além disso, esse patdgeno pode sobreviver dentro de um amplo intervalo de
temperatura (entre 2 °C e 42 °C). Devido a capacidade de sobreviver em baixas temperaturas,
geralmente é encontrado em produtos lacteos e alimentos refrigerados. Uma vasta variedade
de bactérias lacticas (BAL) possuem a capacidade de inibir crescimento deste patdgeno. Entre
as substancias anti-Listeria produzidos por LAB, bacteriocinas tém demonstrado uma
atividade anti- Listeria particularmente forte.

As bacteriocinas oferecem uma série de propriedades desejaveis que tornam adequadas
para 0 uso como conservante de alimentos, sendo definidas como peptideos e proteinas com
atividade antimicrobiana que podem ser utilizadas como alternativa tecnoldgica para
aumentar a vida Util dos alimentos e a seguranga alimentar. Podem ser incorporadas nos
alimentos de diferentes formas: pelo uso de uma preparacgdo purificada (ou semi-purificada)
como ingrediente, pelo uso de ingredientes preparados através de fermentacdo com bactérias
produtoras de bacteriocinas, ou pela utilizacdo de bacterias capazes de produzir bacteriocinas
diretamente no alimento. Também podem ser empregadas como antimicrobianos especificos,
sendo direcionadas contra patdgenos especificos, sem que haja prejuizos, ou seja, sem
prejudicar os beneficios da microbiota desejavel.
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Diante disso, a presente pesquisa objetivou o isolamento e a identificacdo de bactérias
laticas potencialmente produtoras de bacteriocinas com atividade contra Listeria
monocytogenes a partir de leite de cabra cru e a caracterizagdo das substancias
antimicrobianas envolvidas com a perspectiva de aplicacdo para a bioconservacdo de

alimentos.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEITE DE CABRA: Aspectos Gerais

O Nordeste brasileiro apresenta um baixo aproveitamento de seu potencial de producao
de leite de cabra e derivados apesar do tamanho do rebanho existente e do potencial de
exploracdo, havendo necessidade de mais programas e incentivos para se alcancar um grande
desenvolvimento do setor. Dentre os estados brasileiros, a Paraiba possui um rebanho caprino
leiteiro na ordem de 653.730 animais e desponta como o maior produtor de leite de cabra do
pais, com uma producdo média de meio milhdo de litros por més, em sua maior parte
produzidos por criadores agregados em 22 associacdes de produtores, na regido dos Cariris
Paraibanos. Como caracteristicas comuns a regido dos Cariris, além dos baixos indices
pluviométricos, da vegetacdo Caatinga e das limitacbes pertencentes ao solo predominam
cidades pequenas com baixa densidade demogréafica e economia baseada na agropecuaria,
principalmente na criacdo de caprinos. Nesse contexto a caprinocultura se destaca como
atividade eficiente para o desenvolvimento sécio-econdmico da regido, pela facilidade de
adaptacdo desses animais que produzem proteina animal a baixo custo nas formas de leite e
carne para as populacdes de média e baixa renda (SILVA et al., 2013).

O leite de cabra é considerado um dos alimentos mais completos por apresentar varios
nutrientes importantes para a nutricdo humana, apresenta uma composicdo quimica
constituida de proteinas de alto valor bioldgico e acidos graxos essenciais, além, de um
conteddo mineral e vitaminico que o qualifica como um alimento de elevado valor nutricional
e de grande importancia na alimentacdo infantil devido as suas caracteristicas de
hipoalergenicidade e digestibilidade resultante de glébulos de gordura diminuidos (COSTA et
al., 2008).

Ressalta-se, também, que o leite de cabra possui multiplas utilizacbes, e por isto tdo
difundido e consumido sob as mais diversas formas, seja para subsisténcia, como matéria
prima dos melhores queijos do continente europeu, ou em uso terapéutico e até em cosmeéticos
(CORDEIRO et al., 2009).Sua constituicdo é excelente meio para a multiplicagcdo de micro-
organismos devido a sua composicdo quimica e alta atividade de agua. As espécies que
compdem a microbiota sdo provenientes de fontes de contaminagdo como teto e pele do
animal durante a ordenha, equipamentos utilizados no processo, embalagens utilizadas no
acondicionamento, agua e o préprio ambiente (SAMELIS et al., 2009).

Assim como o leite de cabra, o queijo de coalho, como outros tipos de queijos e

alimentos podem conter uma série de micro-organismos patogénicos, com destaque para L.
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monocytogenes e Staphylococcus aureus, que sdo micro-organismos de dificil controle em
queijarias, ja que L. monocytogenes € um contaminante natural de elevada resisténcia
fisioldgica, multiplicando-se em temperaturas de refrigeracdo (MORGAN et al., 2001).

Uma alternativa para prevenir a multiplicacdo de micro-organismos indesejaveis no
queijo, ja& que a conservagdo em refrigeracdo tem pouco efeito sobre os psicotroficos, é o
emprego de bactérias laticas produtoras de substancias antimicrobianas, como bacteriocinas,
através do processo da bioconservacdo (DE MARTINIS; FREITAS, 2003). Alguns estudos
evidenciam que cepas de varias espécies de bactérias laticas utilizadas como culturas starters
na producdo de queijos sdo capazes de produzir bacteriocinas in situ e podem ser utilizadas no
controle de L. monocytogenes, assim como de outros patogenos (GARDE et al., 2006;
LOESSNER et al., 2003).

2.2 BACTERIAS LATICAS: Producio de Bacteriocinas

As bactérias laticas formam um grupo de micro-organismos com caracteristicas
morfologicas, metabdlicas e fisiolégicas comuns. No entanto, ndo existe uma definicdo Unica
do termo “bactéria latica”. A definicdo mais comumente encontrada descreve este grupo como
bactérias Gram positivas, ndo esporuladas, catalase negativas, desprovidas de citocromos,
anaerobias, aerotolerantes, fastidiosas, acido tolerantes, e com metabolismo estritamente
fermentativo, sendo o é&cido latico o principal produto da fermentacdo de carboidratos
(AXELSSON, 2004; CARR, CHILL, MAIDA, 2002; PFEILER, KLAENHAMMER, 2007).

Os principais representantes desse grupo incluem os géneros: Lactobacillus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconoctoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Desemzia, Isobacillum, Paralactobacillus, Trichococcus e
Weissella (MOHANIA et al., 2008). A classificacdo em diferentes géneros é baseada na
morfologia, modo de fermentagdo da glicose, multiplicacdo em diferentes temperaturas,
configuracdo do acido latico produzido, capacidade de multiplicacdo em altas concentracGes
salinas e tolerancia a condi¢des cidas e basicas (AXELSSON, 2004; HOLZAPFEL, 2001).

Os grupos de diversos micro-organismos que as bactérias laticas representam estdo
presentes em habitats ricos em nutrientes como alimentos, particularmente em produtos
lacteos, carnes e vegetais, sendo também constituintes normais da microbiota da boca,
intestino e vagina de mamiferos. Devido a sua capacidade de produzir compostos aromaticos,
as bactérias laticas sdo bastante utilizadas na fabricacdo de varios alimentos e bebidas, com

aplicacdo como culturas starters nos derivados de leite, como queijos de diversos tipos,
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logurtes, manteiga e leite fermentado, entre outros produtos, conferindo a esses produtos
caracteristicas  sensoriais Unicas (CARR, CHILL, MAIDA, 2002; PFEILER,
KLAENHAMMER, 2007; SCHROETER, KLAENHAMMER, 2009).

As bactérias laticas sdo capazes de produzir uma série de sustancias antimicrobianas
como &cido latico, peréxido de hidrogénio, diacetil, e outros acidos organicos. Além desses
produtos finais resultantes do metabolismo, algumas cepas sdo também capazes de sintetizar
compostos antimicrobianos de natureza proteica, denominados bacteriocinas (GALVEZ et al.,
2008). A capacidade das bactérias laticas produzirem bacteriocinas faz com que estas
bactérias tenham um importante papel biolégico (DEEGAN et al., 2006). De maneira geral, as
bacteriocinas sdo pequenos peptideos catidnicos, termoestaveis, sintetizados nos ribossomos
das bactérias, que possuem atividade antimicrobiana, e que ndo possuem atividade contra as
bactérias que as produziram. As bacteriocinas variam consideravelmente em peso molecular,
propriedades bioquimicas, espectro e mecanismo de acdo (DE MARTINIS et al., 2002;
GALVEZ et al., 2008).

As bacteriocinas de bactérias laticas oferecem uma série de propriedades desejaveis
que as tornam adequadas para 0 uso como conservantes de alimentos: sdo produzidas por
bactérias GRAS; ndo sdo ativas e ndo sdo toxicas as células eucaritticas; sdo inativadas por
enzimas digestivas e tém pequena influéncia na microbiota intestinal; sdo normalmente
tolerantes a ampla faixa de pH e temperatura; podem ter amplo espectro de acdo; tém acdo
bactericida; e seus determinantes genéticos estdo normalmente codificados em plasmideos,
facilitando a manipulagio genética (GALVEZ et al., 2007).

Na natureza, a producdo de bacteriocinas pode ser detectada tanto em micro-
organismos Gram-positivos quanto em Gram-negativos, porém os Gram-positivos estdo
relacionados com uma maior diversidade e abundancia de producdo que as bactérias Gram-
negativas. Contudo, as bacteriocinas produzidas por bactérias laticas (BAL) tém concentrado
atencdo consideravel por parte dos pesquisadores e da industria devido ao seu potencial como
bioconservante em alimentos, decorrente da acdo inibitdria sobre patdgenos e deterioradores
de alimentos, podendo trazer uma série de beneficios, tais como extensdo de vida de
prateleira, protecdo extra durante condi¢fes de abuso de temperatura, diminuicao de risco de
transmisséo de micro-organismos patogénicos na cadeia de alimentos, reducéo da necessidade
de aplicacdo de conservantes quimicos e possibilidade de uso de tratamentos térmicos mais
brandos (GALVEZ et al., 2007; KAUR et al., 2011).
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Diversas classificagbes foram propostas para bacteriocinas, sendo a mais recente a
proposta por Heng et al. (2007). As bacteriocinas produzidas pelas bactérias Gram positivas
sdo agrupadas em quatro classes, de acordo com sua estrutura quimica e funcédo biologica:

- Classe | - peptideos lanbidticos (que possuem o aminoécido lantionina (Lan) em sua
estrutura), subdivididos em trés grupos: a — bacteriocinas com estrutura linear; b —
bacteriocinas com estrutura globular; ¢ — bacteriocinas formadas por mais de um componente;

- Classe Il - peptideos ndo modificados (ndo-lantibioticos e ndo ciclicos), de peso
molecular inferior a 10 kDa, também subdividos em trés grupos: a — bacteriocinas ativas
contra L. monocytogenes; b — bacteriocinas multi-componentes, que precisam de dois ou mais
peptideos para ser ativas; ¢ — bacteriocinas variadas, de baixo peso molecular e que nédo se
enguadram em a e b;

- Classe IlI: peptideos de peso molecular superior a 10 kDa, subdivididos em dois
grupos: a — peptideos que agem causando a lise celular; b — bacteriocinas de alto peso
molecular gue inibem o desenvolvimento das células alvo por outros meios que ndo a lise
celular; e

- Classe IV: proteinas ciclicas

O mecanismo de agéo das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas, sendo mais
dependente dos fatores relacionados a espécie bacteriana e de suas condi¢des de crescimento
do que uma caracteristica relacionada a sua propria molécula. A acdo pode promover um
efeito letal bactericida, sem lise ou com lise celular, ou ainda inibir a multiplicacdo
microbiana, com efeito bacteriostatico (SCHULZ et al., 2005).

Aparentemente a maioria das bacteriocinas de BAL j& caracterizadas tem um
mecanismo de acdo comum, no qual se ligam a receptores na membrana celular da bactéria-
alvo. Em seguida ocorre inser¢do das bacteriocinas na membrana causando dissipacdo da
forca préton-motriz e agregacdo de mondmeros, com modificagdes no potencial de membrana
e no gradiente de concentracdo de ions de hidrogénio. Tais efeitos, em micro-organismos
vivos, levam a formacdo de poros na membrana citoplasmatica provocando a saida de
compostos pequenos ou alteram a forga préton-motora necessaria para a producao de energia
e sintese de proteinas, 0 que pode acarretar na perda de viabilidade da célula-alvo (MARTINS
et al., 2006; DELBONI, 2008).

A nisina foi a primeira bacteriocina a ser comercializada na Inglaterra em 1953 e, desde
entdo, 0 uso estd aprovado em 48 paises, inclusive o Brasil (DEGAN et al., 2006). Ela foi
reconhecida como aditivo alimentar pela Food and Agriculture Organization / World Health
Organization (FAO/WHO) em 1969, com o limite maximo de ingestdo de 33.000 Unidades
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Internacionais por quilograma de peso corporeo. Diversos paises permitem o uso de nisina em
produtos como leite e derivados lacteos, tomates e outros vegetais enlatados, sopas enlatadas,
maionese e alimentos infantis (DE MARTINIS, ALVES, FRANCO, 2002). Porém, algumas
das maiores desvantagens do uso da nisina revelam-se: a inibicdo de muitas bactérias laticas;
a existéncia de culturas resistentes; a enorme variacdo de sensibilidade apresentada pelas
culturas sensiveis e as limitagdes com relacdo ao seu espectro de acdo e também sua baixa
solubilidade em pH béasico (NOGUEIRA, 2010; SANT’ANNA, 2010). Além da nisina, a
pediocina PA-1 é a mais recente bacteriocina que esta licenciada como conservante de
alimentos (BALCINAS et al., 2013).

Para que as bacteriocinas possam ser aplicadas em alimentos, seu potencial deve ser
previsto por meio de avaliacdo de suas propriedades. Dentre essas propriedades destacam-se
estabilidade a temperatura, pH e espectro de agdo. Dessa forma, visando obter bacteriocinas
Uteis para a comercializacdo, se faz necessaria a avaliacdo das bacteriocinas em condicdes
comuns em alimentos, bem como os fatores que devem proporcionar uma producéo otimizada
de bacteriocina. A eficiéncia das bacteriocinas no alimento pode ser afetada pela ligacdo das
bacteriocinas aos componentes do alimento ou na inativagéo das bacteriocinas por proteases.
Outros fatores além de afetar a eficiéncia das bacteriocinas, podem influenciar na difuséo das
bacteriocinas em alimentos, tais como concentracdo de sal, pH, nitrito e nitrato, fase aquosa
disponivel para difusdo, contetdo lipidico e superficie lipidica disponivel para solubilizacdo
(VAUGHAN et al., 1994; NAVARRO et al., 2000).

2.3 Listeria monocytogenes

O género Listeria é vastamente distribuido na natureza e pode ser encontrado no solo,
fezes de animais, vegetacdo e agua entre outros. Esse género &€ composto por micro-
organismos Gram positivos formadores de esporos, catalase positivos e produtores do acido
latico a partir de glicose e outros agucares. As espécies mais conhecidas sdo: L. gravyi, L.
monocytogenes, L. inoccua, L. seeligeri, L. welshimeri e L. inanovii.

A espécie de maior importdncia na microbiologia de alimentos é Listeria
monocytogenes, por ser patogénica, e o seu principal fator de viruléncia é a listeriosina O,
responsavel pela lise de eritrocitos e destruicdo de células fagociticas (JAY et al., 2005). O
periodo de incubacdo da listeriose é de 1 a 7 dias, o que dificulta a identificacdo do alimento
causador. Os principais sintomas sdo parecidos com o0s de uma gripe, podendo ocorrer dores
abdominais e diarreia, porém a taxa de letalidade de pessoas que desenvolvem a doenga é



18

muito alta, de 20 a 30 % (WARRINER; NAMVAR, 2009; NEWELL et al. 2010; TODD;
NOTERMANS, 2011).

A listeriose humana pode ser causada pela ingestdo de alimentos contaminados com L.
monocytogenes, sendo particularmente perigosa em gestantes, recém-nascidos, individuos
com sindrome de imunodeficiéncia adquirida, cirrose, carcinoma e outras doencas que
provocam o comprometimento do sistema imunologico. A dose infectante depende da
patogenicidade e da viruléncia da cepa de L. monocytogenes envolvida na infeccdo, bem
como o estado de salde e fatores de risco do hospedeiro (SWANINATHAN; GERNER-
SMIDT, 2007).

Os niveis de L. monocytogenes em alimentos que causaram a listeriose em adultos tém
variado entre 10° e 10° UFC / g. L. monocytogenes possui resisténcia a varios fatores
ambientais, em valores de pH préximos de 4,5 e atividade de agua 0,92, torna este micro-
organismo dificil de controlar nos alimentos. Além disso, esse patdégeno pode sobreviver
dentro de um amplo intervalo de temperatura (entre 2 °C e 42 °C). Devido a capacidade de
sobreviver em baixas temperaturas, geralmente é encontrado em produtos lacteos, vegetais,
carne, cachorros-quentes e alimentos refrigerados (WANG et al., 2013).

Uma vasta variedade de bactérias lacticas (BAL) possuem a capacidade de inibir
crescimento deste patdgeno. Mesmo em laboratorio, podem produzir substancias inibidoras
ativa contra L. monocytogenes. Entre as substancias anti-Listeria produzidos pela LAB,
bacteriocinas tém demonstrado uma atividade anti-Listeria particularmente forte
(PINGITORE et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIA — PRIMA E COLETA DAS AMOSTRAS

Dezoito amostras de leite de cabra cru foram coletadas na primeira ordenha manual
diaria, de produtores da regido do Cariri Paraibano (dez amostras de Monteiro, seis amostras
de Santo André e duas amostras de Gurjdo). As amostras ndo tratadas termicamente (crus)
foram coletadas de forma asséptica em recipientes esterilizados, com acondicionamento em
refrigeracdo (4-7 °C) e encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia do Departamento
de Nutricdo no campus | da Universidade Federal da Paraiba e processadas até 24 h apds a

coleta.

3.2 CULTURAS BACTERIANAS

As culturas utilizadas para determinar a atividade antagonistica dos sobrenadantes dos
isolados, foram obtidas a partir de culturas cedidas pelo Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP/SP e Laboratério de Microbiologia e Bioguimica de Alimentos do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal da Paraiba, como segue: Listeria
monocytogenes (Scott A, ATCC 7644, L506, L620, L302, L211, L409, 711), Enterococcus
faecium ATCC 19433, Staphylococcus aureus ATCC 27664, Escherichia coli ATCC 29214,
Salmonella spp 29, Lactobacillus casei BGP 93, Bifidobacterium lactis BLC1,
Bifidobacterium lactis Bb12®, Lactobacillus acidophilus LA3, Lactobacillus acidophilus
LA-5, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus (YF L812), Streptococcus termophilus (YF-

L812), Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (R-704).
3.3 ISOLAMENTO DAS BAL ATIVAS CONTRA L. monocytogenes

Aliquotas de 10 mL das amostras de leite de cabra foram diluidas em 90 mL de &gua
peptonada a 0,1 % estéril e homogeneizadas em vortex Mixer por alguns segundos. Diluicdes
decimais seriadas até diluicdo 10 foram semeadas em agar MRS (de Man, Rogosa e Sharpe,
Himedia, India). Para as amostras coletadas na cidade de Monteiro, o isolamento das bactérias
laticas com potencial bacteriocinogénico foi realizado com os plagueamentos de 0,1 mL de
cada diluicdo em superficie e incubadas a 30 °C e 37 °C/ 48-72 h tanto em anaerobiose
(Permution, Parand; Probac do Brasil, Sdo Paulo) quanto aerobiose. J& as dilui¢des das

amostras das cidades de Santo André e Gurjao foram semeadas em superficie e incubadas a
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25 °C, 30 °C e 35 °C/ 48-72 h em anaerobiose e também 1 mL de cada diluicdo em
profundidade nas mesmas condi¢Ges de temperatura e tempo. A metodologia empregada foi a
mesma adotada por Moraes et al. (2010), com adaptacGes. Apds a incubacdo foi verificada a
coloracdo e morfologia das colnias formadas, escolhendo-se um nimero representativo nas
placas que apresentaram até 50 col6nias. Em seguida, as escolhidas foram transferidas para
caldo MRS, incubando-se nas mesmas condi¢des de isolamento e fez-se sua purificacdo
estriando em placas contendo meio MRS. As culturas puras foram classificadas de acordo
com a coloracdo de Gram e o teste de producdo de catalase, e armazenadas sob congelamento
em caldo MRS contendo glicerol a 30% v/v.

3.4 VERIFICACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTICA DOS SOBRENADANTES

Para verificar o espectro de acdo dos sobrenadantes dos isolados, dezenove culturas
Gram positivas e catalase negativa isoladas em MRS, foram testadas quanto a atividade
antagonistica frente aos micro-organismos apresentados no item 3.2 usando a técnica descrita
por Rosa et al. (2002) em conjunto com o método spot on the lawn descrito por Van Reenen
et al. (1998), com modificacbes. Para isso, as culturas isoladas foram transferidas para tubos
contendo caldo MRS e incubadas a 35 °C por 24 h. Uma aliquota de 1 mL dessas culturas foi
coletada e centrifugada a 14000 rpm por 10 min a 4 °C (MPW-351R, Biosystems, Brasil). Os
sobrenadantes das culturas foram aquecidos a 80 °C durante 10 min em banho de dgua (Nova
Técnica, Sdo Paulo, Brasil). O pH dos sobrenadantes foi ajustado para 6,0 com NaOH 1 M
estéril e 10 pL adicionados na superficie de placas de Petri contendo 20 mL de BHI semi-
solido (caldo BHI acrescido de 0,8 % de &gar) e contendo 10°-10° UFC/mL dos micro-
organismos. Procedeu-se da mesma forma para 0s micro-organismos pertencentes aos géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium e Streptococcus, substituindo-se o0 meio BHI por
meio MRS semi-solido. As placas foram incubadas por 18-24 h a 37 °C e observou-se a
formacgé@o do halo de inibi¢do. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias por
mililitro de sobrenadante livre de células (UA/mL) (ROSA et al., 2002) e 0 micro-organismo
mais sensivel, isto é, que apresentou maior inibicdo, foi selecionado como o indicador para o0s

testes posteriores.
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3.5 NATUREZA DA SUBSTANCIA ATIVA NOS SOBRENADANTES

Os sobrenadantes dos isolados que apresentaram atividade anti-Listeria no teste de
antagonismo spot on the lawn, denominados LS1, LS2 e LS3, foram submetidos ao teste de
sensibilidade das substancias antagonisticas produzidas frente a proteases (De Martinis e
Franco (1998), sendo tratados com as enzimas pepsina, a- quimiotripsina de pancreas bovino
tipo 1l e protease tipo XIV de Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados
Unidos), todas na concentracdo de 1,0 mg/mL, pesando-as e transferindo para os tubos
contendo os sobrenadantes filtrados em membranas (Millex GV 0,22 um, Merck Millipore,
Estados Unidos). Apos a adi¢cdo da enzima ao sobrenadante, os tubos foram mantidos a 37 °C
por 1 h e em seguida a 97 °C por 3 min para inativacdo enzimatica. As misturas foram
resfriadas até a temperatura ambiente e submetidas ao teste de antagonismo conforme descrito
no item 3.4. Os Controles testados foram os sobrenadantes sem tratamento enzimatico mas aquecidos

a 97°C por 3min; sobrenadantes sem tratamento enzimatico e sem aquecimento; e agua destilada

esteril.

Os isolados cujos sobrenadantes perderam atividade sobre o micro-organismo
indicador L. monocytogenes 711 (micro-organismo patogénico que apresentou maior inibicdo
pelos isolados) apds o tratamento com as enzimas foram considerados produtores de

bacteriocinas.

3.6 INFLUENCIA DO pH E TEMPERATURA NA ATIVIDADE ANTAGONISTICA DOS
SOBRENADANTES

A influéncia do pH e temperatura na atividade antagonistica dos sobrenadantes dos
isolados selecionados (LS1, LS2 e LS3) foi avaliada de acordo com o procedimento descrito
por Todorov e Dicks (2006). Para avaliar a influéncia do pH, os sobrenadantes dos isolados
tiveram os valores de pH ajustados de 2,0 a 12,0 (com acréscimos de uma unidade) com
solucdo de NaOH 1 M ou HCI 1 M estéreis. Os sobrenadantes foram mantidos nestas
condigdes a 25 °C por 30 min, 1 h e 2 h; os valores de pH corrigidos para pH 6,0 com adi¢do
de HCI ou NaOH 1M, e, entdo, foram diluidos em placas de microtitulacdo, nas proporcoes
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128 em agua ultra-purificada esterilizada ¢ 10 uL de cada
diluicdo foram transferidos para placas contendo a cultura indicadora de L. monocytogenes
711 (10°-10° UFC/mL) As placas foram incubadas a 37 °C por 18-20 h e os resultados
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expressos em UA/mL, correspondentes & maxima diluicdo com formacao de halo de inibicao
(ROSA et al., 2002).

Para avaliar a influéncia da temperatura, os sobrenadantes dos isolados selecionados
foram submetidos ao teste de estabilidade térmica, realizado conforme descrito em Albano et
al. (2007), sendo 1 mL do sobrenadante de cada isolado transferido para um microtubo e
mantido por Lhe2ha4°C, 25°C, 30 °C, 37 °C, 45 °C, 60 °C, 80 °C e 100 °C e por 15 min
a 121 °C. Para os ensaios a 4 °C, 45 °C e 100 °C utilizou-se o banho seco (VHD, Biosystems,
Pinhais, Parand); para os ensaios de 25 °C, 30 °C e 37 °C utilizaram-se as estufas com
controle de temperatura; para os ensaios a 60 °C e 80 °C utilizou-se o Banho-Maria
ultratermostatico (Nova Técnica, Piracicaba, Sdo Paulo). O experimento a 121 °C foi
realizado em autoclave. Para avaliacdo da atividade antagonistica residual dos sobrenadantes

apos o tratamento térmico, estes foram submetidos as mesmas diluicGes e metodologia.

3.7 RESISTENCIA DOS SOBRENADANTES A DIFERENTES CONCENTRACOES DE
NaCl E AGENTES QUIMICOS

Os sobrenadantes dos isolados selecionados também foram testados quanto a
resisténcia a diferentes concentracdes de NaCl e agentes quimicos. Os testes foram realizados
de acordo com Todorov e Dicks (2006).

Para testar a influéncia de agentes quimicos, 1 mL do sobrenadante de cada isolado foi
transferido para um microtubo ao qual se adicionou Tween 20 1 % (p/v) (Synth, Sdo Paulo,
Brasil) ou Tween 80 1 % (p/v) (Synth, S&o Paulo, Brasil) e submeteu-se ao teste de atividade
antagonistica descrito no item 3.4.

Quanto a resisténcia ao NaCl, 1 mL do sobrenadante de cada isolado foi transferido
para microtubos ao qual se adicionou NaCl de forma a atingir as concentracoes de 1 %, 2 %, 3
%, 4 % e 5 %. Os microtubos foram mantidos a 7 °C por 1 h, e em seguida, a atividade
antagonistica do sobrenadante foi determinada conforme descrito no item 3.4 e empregando
diluicdo ateé 1:128.

Controles foram incluidos para todas as condigdes testadas, correspondendo a nao

adicdo dos sobrenadantes dos isolados em avaliagdo e incluindo &gua destilada estéril.
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3.8 MODO DE ACAO DAS BACTERIOCINAS

Os isolados que apresentaram atividade antagonistica nos testes de influéncia do pH,
temperatura e resisténcia a diferentes concentracfes de NaCl e agentes quimicos, tiveram seus
sobrenadantes testados quanto ao modo de acdo frente ao micro-organismo indicador
(Todorov e Dicks, 2004). Para os testes, 20 mL dos sobrenadantes livres de células das
culturas tiveram seu pH ajustado para 6,0 e foram esterilizados por filtracdo em membrana
(Millex GV 0,22 um, Merck Millipore, Estados Unidos) e adicionados a 100 mL de uma
cultura de L. monocytogenes 711 obtida em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, india)
incubado a 37 °C por 3 h, e com densidade optica 0,1 — 0,2 em 600 nm. A mistura foi
incubada a 37 °C, efetuando-se leituras da densidade 6ptica em 600 nm a cada hora, durante
12 h. Em paralelo, os sobrenadantes também foram adicionados a cultura de L.
monocytogenes 711 obtida em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, india) incubado a
37 °C por 18 h. E neste caso, a leitura foi realizada s6 ap0s as 18 h de tratamento. Pois esta foi
a condicdo inicialmente adotada em todos os testes anteriores de avaliacdo do potencial
antimicrobiano dos isolados. O sobrenadante que apresentou atividade bacteriostética foi

utilizado para avaliacdo da adsorcdo das bacteriocinas.
3.9 AVALIACAO DA ADSORCAO DAS BACTERIOCINAS a L. monocytogenes 711

A adsorcéo das bacteriocinas produzidas as células-alvo foi avaliada em diferentes
condigBes de pH e temperatura (YILDIRIM; AVSAR E YILDIRIM, 2002), utilizado-Se 0
isolado que apresentou modo de acdo frente a0 microrganismo indicador e uma cultura L.
monocytogenes 711 obtida em caldo BHI a 37 °C por 24 h e centrifugada a 5200 rpm por 15
min (MPW-351R, Biosystems, Brasil). As células foram lavadas duas vezes em solugédo
salina esteril com pH 6,5 (NaCl 0,85 %) e ressuspensas de forma a obter uma suspensdo com
densidade dptica fixa a 600 nm. A suspensao foi fracionada em aliquotas de 5 mL e o pH
ajustado para 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 com HCI 1 M ou NaOH 1 M estéril. Em seguida, cada
suspensdo celular foi misturada com o mesmo volume de sobrenadante do isolado
bacteriocinogénico esterilizado por filtragdo em membrana (Millex GV 0,22 um, Merck
Millipore, Estados Unidos) e incubada a 37 °C durante 1 h. O teste de antagonismo conforme
item 3.4 foi realizado com diluicéo até 1:128, antes e ap0s o periodo de incubacéo.

Para avaliar a influéncia da temperatura na adsor¢do das bacteriocinas seguiu-se o
mesmo procedimento citado para a obtencdo da suspenséo celular de L. monocytogenes 711.

Em seguida, o pH da suspensao celular foi ajustado para 7,0 com NaOH 1 M estéril e
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aliquotas de 5 mL foram adicionadas a tubos contendo o mesmo volume de sobrenadante do
produtor de bacteriocinas. Os tubos foram incubados por 1 h a 4, 25, 30 e 37 °C e o teste de
antagonismo conforme item 3.4 foi realizado antes e ap6s o periodo de incubacéo.

A adsorcdo das bacteriocinas produzidas pelos sobrenadantes as células-alvo foi
avaliada também quanto & influéncia de agentes de acordo com o método descrito por Albano
et al. (2007). Uma cultura de L. monocytogenes 711, obtida em caldo BHI a 37 °C por 24 h,
foi centrifugada 5200 rpm por 15 min (MPW-351R, Biosystems, Brasil). As células foram
lavadas duas vezes em tampdo fosfato 5 mM estéril (pH 6,5) e ressuspensas no Mesmo
tampado, de forma a obter uma suspensdo com densidade 6ptica igual a 600 nm. Aliquotas de 1
mL da suspensao celular foram tratadas com 1 % (p/v) de Tween 80 e NaCl. O pH de todas as
suspensdes foi ajustado para 6,5 com NaOH 1 M ou HCI 1 M. Em seguida, o sobrenadante
produtor de bacteriocinas foi adicionado as células tratadas e a mistura foi incubada a 37 °C
por 1 h. Apds incubacéo, as suspens@es foram centrifugadas (5200 rpm por 15 min, 4 °C) e a
atividade dos sobrenadantes foi determinada através do teste descrito no item 3.4, realizado

antes e ap6s o periodo de incubacao.

3.10 IDENTIFICACAO DAS CULTURAS COM ATIVIDADE ANTI-Listeria

Os isolados LS1, LS2 e LS3 foram identificados através do sequenciamento do gene
da fragdo 16S do rRNA. A extragdio do DNA utilizando CTAB (Brometo de
hexadeciltrimetilaménio) foi realizada segundo OLIVEIRA (2002). Ao microtubo que
continha 250 pL de cada uma das amostras, foram adicionados 100 pL de cloreto de sodio
(NaCl) 5 M e 100 pL de CTAB pre-aquecido a 65 °C. A suspensdo foi agitada por dez
segundos ate obter-se aspecto leitoso, com posterior incubagdo a 65 °C por dez min. Apds
esse periodo adicionaram-se 750 pL de cloroformio-alcool-isoamilico (24:1), agitando-se por
dez segundos com movimentos leves e, em seguida, centrifugando-se em temperatura
ambiente por 5 min a 16.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e
adicionaram-se 450 pL de etanol absoluto a -20 °C, incubando-se durante 10 min a -20 °C,
centrifugando-se durante 20 min a 16.000 rpm, a 4 °C, eliminando-se o alcool e
acrescentando-se 500 pL de etanol a 70 % em temperatura ambiente, seguindo-se 0 mesmo
procedimento de centrifugacdo anteriormente citado. O alcool foi eliminado novamente e o
microtubo contendo o pellet foi submetido a secagem a 56 °C em banho seco (Termolyne
Type 16500, Dri Bath). Apos a completa secagem do pellet, adicionaram-se 50 pL de tampé&o
de diluicdo (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA) pH 8,0 previamente aquecido a 56 °C. As
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amostras de DNA foram mantidas em temperatura ambiente por 20 min e posteriormente
armazenadas a temperatura de -20 °C até sua utilizacdo na PCR.

As amostras foram inseridas em termociclador Applied Biosystems (Life
Technologies, Carlsbad, California, USA), com o programa de amplificagdo com
desnaturacdo inicial de 3 min a 95 'C seguida da repeticdo de 25 ciclos com permanéncia de
30 s a 94 °C para a desnaturagdo, 30 s a 52 °C para hibridacao dos iniciadorese 1 mine 40 s a
72 °C para extensdo e subsequente extensdo final a 72°C por 7 min e reducdo da temperatura
para 4 °C. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 0,9 %. Os primers
utilizados para o sequenciamento e PCR foram 27F (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")
(LANE et al., 1991) e1492R (5"-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (TURNER et al., 1999).

Os produtos de amplificagcdo foram purificados (Cycle pure kit, E.Z.N.A, Georgia,
United States) em mini-colunas (Hibind DNA mini colum, Georgia, United States), e
sequenciados em sequenciador automatico (Applied Biosystems 3130 x| Genetic Analyzer —
Hitachi, Tokio, Japdo). Para as reacfes de sequenciamento foi utilizado o Big Dye terminator
V3.1 kit for Applied Biosystems (Carlsbad, California, EUA). As sequéncias obtidas foram
analisadas pelo programa BioEdit (BioEdit Sequence Aligment Editor, Carlsbad, California), e
comparadas com as sequéncias de genes de micro-organismos depositadas na base de dados
do Genbank (www.ncbi.nim.gov/Genbank) e do RBD (Ribossomal database Project, East
Lansing, EUA) (http://rdp.cme.msu.edu/).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Os resultados da pesquisa estdo em forma de artigo cientifico que foi submetido em marco de
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Abstract

Lactic acid bacteria have been used as natural biopreservatives in foods and can produce
bacteriocins, which are peptides or small proteins with antimicrobial activity against spoilage
micro-organisms and food borne pathogens as Listeria monocytogenes. L. monocytogenes is
widespread in foods because it survives in a large range of temperature and can cause
listeriosis in humans by contaminated food ingestion. The aim of the study was isolate lactic
acid bacteria (LAB) with anti-Listeria monocytogenes activity from raw goat milk and
characterize their inhibitory cell free supernatant. A total of 19 isolated were obtained and
three presented production of bacteriocins against L. monocytogenes, identified by 16S rDNA
as Weissella cibaria (LS1) and Lactococcus lactis subsp. lactis (LS2) and (LS3). The cell-free
supernatants (CFS) of LS2 showed the highest anti-Listeria activity after 2 h of treatment at
pH 6.0 together with CFS of LS3 after 1 h at pH 7.0 (activity of 1600 AU/mL). CFS of LS3
maintained the anti-Listeria activity of 1600 AU/mL in the temperature range from 4 °C to 80
°C after 1 h of exposure. The CFS of LS1, LS2 and LS3 showed a bacteriostatic mode of
action. The highest adsorption (100%) of anti-Listeria bacteriocins produced by LS2 to L.
monocytogenes cells occurred at 30 °C and 37 °C as well as in pH values 4.0, 6.0, 8.0 e 10.0.
Results demonstrated that Lactococcus lactis (LS2) has potential for future application as

source of bacteriocins and biopreservative culture against L. monocytogenes in foods.

Keywords: raw goat milk, lactic acid bacteria, bacteriocins, biopreservation, inhibitory

activity, Listeria monocytogenes

1. Introduction

Goat milk is one of the most complete foods, its chemical composition is constituted
by high biological value proteins and essential fatty acids, in addition to mineral and vitamin
content (Costa et al., 2008). Goat milk is also an important component of human nutrition in
semi-arid regions of Brazil, and its production is partially supported by Brazilian government
to improve the nutritional status of the population in underdeveloped areas (Oliveira et al.,
2011). Lactic acid bacteria (LAB) are naturally found in raw goat milk, and to survive in this
milk, LAB can produce compounds with activity against other bacteria, named bacteriocins.
The selection of new strains of lactic acid bacteria for biotechnological interest and the

exploitation of their potentialities is related to their ability to compete with other
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microorganisms. In this context, the study of bacteriocin production by LAB is a valuable tool
for understanding and applying them as functional food ingredients due to their importance as
natural preservatives (Galvez et al., 2008).

Bacteriocins are generally small cationic and thermo stable peptides, which possess
antimicrobial activity. These molecules showed variations regarding their molecular weight,
biochemical properties, spectrum and mechanism of action (De Martinis et al, 2002; Galvez et
al., 2008). Bacteriocins produced by LAB can inhibit growth and survival of pathogenic and
spoilage microorganisms in foods (Kaur et al., 2011). Assayed in food-based systems,
bacteriocins from LAB inhibit Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Clostridium
tyrobutyricum and Listeria monocytogenes (Bizani et al., 2008; Nielsen et al., 2010).
However, important aspects must be considered for the use of bacteriocins in preservation of
foods products. The inhibitory activity of the bacteriocin should be maintained in a range of
pH values, have stability at high temperature or salts concentration, as well as be active in the
presence of some chemical additives (Batdorj et al., 2006; Albano et al., 2007).

The Listeria genus is widely distributed in nature and L. monocytogenes species have
great importance to food industry due listeriosis occurence after intake of foods contaminated
with cells of these bacteria. L. monocytogenes can survive at low temperatures and has ability
to form biofilms in processing plants, affecting the dairy industry, and is usually found in
dairy products, as reported in previous studies (Kousta et al., 2010; Barbuddhe et al., 2012;
Wang et al, 2013).

Considering the importance of microbiological safety of dairy products regarding
contamination with Listeria genus and the economic impact of goat milk in the Brazilian
semi-arid region, the aim of this study was to isolate and identify LAB from raw goat milk
with activity against L. monocytogenes as well as partially characterize the active cell-free

supernatants for future application as anti-Listeria biopreservative in dairy products.

2. Materials and Methods

2.1 Sample Collection and Bacterial Strains

Samples of raw goat milk were directly obtained from producers of small farms of

Cariri, Paraiba, Brazil, after manual milking, under sterile conditions, and refrigerated (4-7

°C) until arrival at the Laboratory of Microbiology (Department of Nutrition, Federal
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University of Paraiba) where they were processed within 24 h for the isolation of lactic acid
bacteria with possible anti-Listeria activity.

The bacterial strains used as indicators to determine the inhibitory activity of the cell-
free supernatants (CFS) were obtained from two Collections of Microorganisms belonging to
the Laboratory of Food Microbiology, Department of Food and Experimental Nutrition,
Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo and also to the Laboratory of
Food Microbiology, Department of Nutrition, Federal University of Paraiba. The pathogenic

and non-pathogenic microorganisms are listed in Table 1.

2.2 Isolation of LAB from Raw Goat Milk

The isolation of LAB from Raw Goat Milk was performed according to Moraes et al.
(2010) with adaptations. Briefly, aliquots of 10 mL of goat milk were added of 90 mL of 1
o/L peptone water. Serially dilutions were prepared, 0.1 mL was inoculated on de ManRogosa
and Sharpe (MRS - Himedia, India) surface and incubated at 30 °C and 37 °C for 48-72 h
under aerobic conditions and anaerobically at 25 °C, 30 °C and 35-37 °C for 48-72 h. An
aliquot of 1 mL from all dilutions were also assayed pour plating at the same incubation and
time conditions. Representative number of colonies with different morphologies and colors
were picked from plates presenting 50 colonies maximum. The selected colonies were re-
cultivated in MRS broth and spread-plated onto MRS agar under the same time-temperature
conditions of the isolation step. The pure cultures were Gram stained and catalase production
tested (Chapaval et al. 2009) before storage at -20 °C in 30 % glycerol MRS broth.

2.3 Inhibitory activity of the cell-free supernatants (CFS)

In order to verify the inhibitory spectrum of action of the CFS, nineteen isolates
classified as LAB were tested for inhibitory activity against microorganisms listed in Table 1,
according to Rosa et al. (2002) and Van Reenen et al. (1998) with modifications. Briefly, 10
puL of CFS (adjusted to pH 6.0) and sterilized by membrane filtration (Millex GV 0,22 um,
Merck Millipore, USA) were spotted onto the surface of plates inoculated with 10° to 10°
CFU/mL of each microorganism in selective medium, under ideal conditions of temperature
for 24 h. The results were expressed in arbitrary units per mL of cell-free supernatant

(AU/mL) where one AU is defined as the highest dilution showing a clear zone of growth
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inhibition. The most sensitive Listeria strain was selected as the indicator for the subsequent

experiments.

2.4  Effect of enzymes, pH, temperature, chemicals and NaCl on the inhibitory activity of
CFS

The LAB which CFS presented anti-Listeria activity, named LS1, LS2 and LS3, were
subjected to sensitivity tests by treating the CFS with the proteases pepsin, Type Il alfa -
chymotrypsin from bovine pancreas and protease type XIV from Streptomyces griseus
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) at the concentration of 1.0 mg/mL. Tubes containing filtered
CFS (Millex GV 0,22 um membrane, Merck Millipore, USA) received the enzymes and were
incubated at 37 °C for 1 h and, then heated at 97 °C for 3 min (De Martinis and Franco,
1998).

The effect of pH on the active CFS was measured by adjusting pH to 2.0, 3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 with 1M HCI or 1 M NaOH and incubating at 25 °C for 1 h and 2
h (Todorov and Dicks, 2006). In a separate assay, CFS were incubated at 4, 25, 30, 37, 45, 60,
80 and 100 °C for 1 hand 2 h, and at 121 °C for 15 min (Albano et al., 2007).

Other batches of CFS were treated either with 10g/L Tween 20 or 10g/L Tween 80
and (Synth, Sao Paulo, Brazil) and incubated for 2 h at 25 °C, or with NaCl (10, 20, 30, 40
and 50 g/L) and incubated for 1 h at 7 °C (Todorov and Dicks, 2006). Controls were included
for each component tested.

All CFS were adjusted to pH 6.0 after the experiments and subjected to the inhibitory
activity test described in Section 2.3 using L. monocytogenes 711 as indicator, two-fold
dilution of the CFS until 1:128 and incubation at 37 °C for 18-20 h.

2.5 Mode of action of the anti-Listeria CFS

Aliquots of 20 mL of anti-Listeria CFS were adjusted to pH 6.0, membrane filtered
and added to 100 mL of L. monocytogenes 711 culture in early exponential phase (ODegoo Of
0.1 to 0.2). Optical density was measured every h for 12 h of incubation at 37 °C (Todorov
and Dicks, 2004).

2.6 Adsorption of the bacteriocins present in the CFS of LS2 to indicator cells
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Listeria monocytogenes 711 was incubated in BHI broth at 37 °C for 24 hours,
centrifuged at 12,000 x g for 15 min at 4 °C, washed twice with sterile saline solution (8.5 g/L
NaCl), resuspended to ODego of 0.1 to 0.2 and pH adjusted (4.0, 6.0, 8.0 and 10.0). The
suspension was mixed with equal volume of filter sterilized CFS, incubated at 37 °C for 1 h,
centrifuged and subjected to the inhibitory activity test described in Section 2.3. Different
temperatures (4, 25, 30 and 37 °C) were also used to incubate the mixed suspension (in pH
6.5) (Yildirim; Avsar and Yildirim, 2002).

Another batch of L. monocytogenes cells was washed and resuspended, in this case,
with 5 mmol sterile phosphate buffer, treated with 10g/L Tween 80 or 10g/L NaCl and, then,
mixed with equal volume of filter sterilized CFS following the same steps above mentioned
(Albano et al., 2007).

2.7  ldentification of LS1, LS2 and LS3 isolates with anti-Listeria activity

The LS1, LS2 and LS3 isolates were subjected to 16S rRNA gene sequencing after
DNA extraction using CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide, USB, Cleveland USA)
according to Oliveira (2006). PCR reactions were performed using a thermocycler (Life
Technologies, Carlsbad, California,USA) with the following conditions: an initial
denaturation step of 3 min at 95 °C, followed by 25 cycles of 30 s at 94 °C for denaturation,
30 s at 52 °C for hybridization of primers and 1 min 40 s at 72 °C for extension, and
subsequent final extension at 72 °C for 7 min. The amplified products were visualized in a 9
g/L agarose gel. The primers used for amplification were 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) (Lane et al., 1991) and 1492R (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3) (Turner et al. 1999).

The amplification products were purified (Pure Cycle kit EZNA, Georgia, USA) in
mini-columns (Hibind DNA mini colum, Georgia, USA) and sequenced in an automatic
sequencer (Applied Biosystems 3130 x| Genetic Analyzer — Hitachi, Tokio, Japéo) using Big
Dye Terminator v3.1 kit for Applied Biosystems (Life Technologies, Carlsbad,
California,USA.). Sequences were analyzed using BioEdit program (BioEdit Biological
Sequence Aligment Editor, Carlsbad, California) and compared to the gene sequences
deposited in Genbank database (www.ncbi.nlm.gov/Genbank) and RBD (Ribosomal

Database Project, East Lansing, USA) (http://rdp.cme.msu.edu/).
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3. RESULTS

3.1 Isolation of LAB from raw goat milk and determination of CFS inhibitory activity

A total of 19 Gram positive and catalase negative cultures were isolated from raw goat
milk. Antimicrobial activity of CFS obtained from the isolates revealed no activity against
Gram-negative bacteria tested (Salmonella spp., and Escherichia coli ATCC 29214).
However, CFS of 3 isolates (LS1, LS2 and LS3) presented anti-Listeria activity. LS1 and LS3
were isolated in anaerobic conditions and LS2 in aerobic conditions at 25 °C. The anti-
Listeria activity (L. monocytogenes ATCC 7644 and L. monocytogenes 711) observed for
LS1, LS2 and LS3 were 400 AU/mL, 1600 AU/mL and 3200 AU/mL, respectively.

3.2 Effect of enzymes, pH, temperature, chemicals and NaCl on the inhibitory activity of
CFS

The CFS from LS1, LS2 and LS3 did not maintain the anti-Listeria activity after
treatment with proteases pepsin, type Il alfa - chymotrypsin from bovine pancreas and
protease type XIV from Streptomyces griseus, indicating that the isolates evaluated are
bacteriocin producers.

Effect of pH on the inhibitory activity of active CFS tested is presented in Figure 1.
The results showed that CFS from LS1 lost activity at all pH values after 2 h of treatment,
with higher sensitive response to this parameter. CFS from LS2 showed some equivalent
results to CFS from LS3, with activity of 800 AU/mL, in pH 4.0 and 5.0 with 1 h and 2 h of
treatment, ph 10.0 with 1 h of treatment and pH 11.0 with 2 h of treatment, however LS2
showed the best anti-Listeria activity after 2 h of treatment at pH 6.0. The CFS of isolate LS3
showed better results at pH 7.0, with persistent activity of 1600 AU/mL.

The bacteriocins present in CFS obtained from LS3 were more thermostable compared
to LS1 and LS2 after 1 h of exposure to 4 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C, 60 °C, 80 °C, 100
°C and for 15 min 121 °C (Figure 2). CFS from LS2 and LS3 maintained the antimicrobial
activity of 800 AU/mL and 1600 AU/mL in the temperature range from 4 °C to 80 °C after 1 h
of exposure, respectively. On the other hand, CFS from LS1presented low but stable activity
of 200 AU/mL even after hot treatment in autoclave for 15 min.
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CFS showed anti-Listeria activity of 200 AU/mL after treatment with the Tween 20
(10 g/L) and Tween 80 (10 g/L), as well as in all different NaCl concentrations tested (10, 20,
30, 40 and 50 g/L) at 7 °C for 1h.

3.3 Mode of action of the anti-Listeria CFS

The CFS of LS2 was able to inhibit the growth of L. monocytogenes 711 during 5 h .
The addition of LS1 and LS3 supernatants to the indicator caused no inhibition, since the
ODeoo Of L. monocytogenes increased exponentially (Figure 3).

3.4  Adsorption of the bacteriocins present in the CFS of LS2 to L. monocytogenes

The highest adsorption (100%) of anti-Listeria bacteriocins produced by LS2 against
cells of L. monocytogenes 711 occurred at 30 °C and 37 °C as well as in pH values 4.0, 6.0,
8.0 e 10.0. Treatment with 10g/L NaCl and 10g/L Tween 80 resulted in the adsorption of 100
% and 50 %, respectively (Table 2).

3.5 ldentification of LS1, LS2 and LS3 isolates with anti-Listeria activity

The electrophoresis gel showed 1465 bp fragments corresponding to 16S rRNA region
for LS1, LS2 and LS3 (Figure 4). The amplicons of the three isolates were successfully
sequenced and compared to the databases sequences revealed similarity of 97 % with

Weissella cibaria for LS1 and of 99 % with Lactococcus lactis subsp. lactis for LS2 and LS3.

4, Discussion

LAB with antimicrobial and anti-Listeria activity have been isolated from milk of
goats, camels and cows (Nikolic et al., 2008; Sip et al., 2012; Fatma et al., 2013). Considering
the ubiquitous characteristic of Listeria species and their capacity to form biofilms in surface
of processing dairy products, the synthesis of compounds with activity against this bacterium
is one of the strategies of LAB to survive in food matrices such as milk (Guerrieri et al.,
2009).

In the present study, none of the CFS was active against Gram-negative bacteria tested

in agreement with previous reports (Todorov and Dicks, 2006 and Todorov et al., 2010). CFS
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from LAB frequently present activity against L. monocytogenes and various bacteriocins have
been isolated and characterized (Pinto et al., 2009 and Hartmann et al., 2011), reinforcing the
hypothesis of environmental competition between these microorganisms, which was not
observed in the present study, where only 15.8 % (n=3) isolates showed anti-Listeria activity
attributed to bacteriocins.

The inhibitory activity of CFS from LS1, LS2 and LS3 was affected by the pH values.
Bacteriocin stability in a large pH range is important since its activity can be affected
specially in products with acid pH (Albano et al. 2007 and Settanni & Corsetti, 2008). Sip et
al. (2012) reported CFS from L. lactis subsp. lactis 521 with stability of the antibacterial
activity in a range of pH from 2.0 to 8.0, however anti-Listeria activity was reduced in some
CFS when pH values were higher than 9.0. It is noticeable that many dairy products present
pH values near to neutral, such as some cheese varieties and, therefore, can be targets to
receive bacteriocins without large pH stability.

In the present study, bacteriocins produced by LS1 and LS2 showed a decrease of anti-
Listeria activity as the temperature increased. However, LS3 had high thermo-stability. In this
context, Wang et al. (2013) also reported anti-Listeria bacteriocin with stability in high
temperatures, since even after heating the isolated supernatants at 121°C for 15 min they were
still capable of inhibiting L. monocytogenes to some extent. Variations on thermo-stability of
anti-Listeria bacteriocins produced by LAB, including from L. lactis subsp. lactis are
common, with reports of activity after treatment at 60 °C/30 min, 100 °C/30 min and even at
sterilization temperature (121 °C/ 15min) (Sip et al., 2012). Considering that addition of
bacteriocinogenic strains have been studied in different food matrices, its application in foods
processed under mild conditions counterbalance the effects of the temperature in the
antibacterial activity.

Effects of chemicals largely used in food industry on activity of bacteriocins are
related to chemical structures of these molecules (Todorov and Dicks, 2005). In this study, the
treatment with Tween 20 and Tween 80 affected the anti-Listeria activity of CFS which was
reduced to 200 AU/mL, suggesting the application of the bacteriocins produced in the
presence of emulsifiers must be carefully evaluated. Additionally, the anti-Listeria activity
was also reduced to 200 AU/mL in different NaCl concentrations, indicating that the use of
these bacteriocins to inhibit Listeria in salted foods should be avoided.

The bacteriostatic action of the bacteriocin produced by LS2, since the Listeria grew

after 5 h of inhibition, is in agreement with findings of previous study studies, which report
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anti-Listeria bacteriocin with the same mode of action and active for 7 h. (Albano et al.
(2007).

The adsorption of CFS of LS2 to L. monocytogenes was pH and temperature
dependent, being the highest at 37 °C and pH 6.0, 8.0 and 10. Other authors have previously
reported this influence (Yildirim; Avsar and Yildirim, 2002; Todorov, 2008), which may be
due to specific interaction between bacteriocins and the target cells (Pingitore et al., 2012).
The emulsifiers and NaCl are frequently present in foods and influence the adsorption of
bacteriocins. The concentrations of NaCl and Tween 80 used in the adsorption assays with
CFS of LS2 to L. monocytogenes showed results comparable to some previously reported,
with variation between 50% to 100% (Yildirim, Avsar and Yildirim, 2002).

The three LS1, LS2 and LS3 isolates that produced bacteriocins against L.
monocytogenes 711, were identified as Weissella cibaria (LS1) and Lactococcus lactis subsp.
Lactis (LS2 and LS3) and are recognized as bactericin producers (Srionnual et al. 2007;
Ortolani, 2010). L. Lactis subsp lactis is also a traditional starter culture of dairy products
(Ortolani, 2010) and Weissella genus was used in production of new probiotic fermented
milks (Viegas, 2010).

The results showed a successful isolation of three bacteriocinogenic strains from raw
goat milk with anti-Listeria activity. Particularly the Lactococcus lactis strain (LS2), which
produce a bacteriostatic bacteriocin active in low pH (minimum 4.0) and at temperatures from

4 t0 80°C, could be an alternative for the control Listeria in fermented dairy products.
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Table 1
Indicator microorganisms and incubation conditions used for inhibitory activity assays of cell-

free supernatants (CFS) of the isolated strains from raw goat milk.

Microorganism Incubation Conditions
Listeria monocytogenes Scott A (USP) BHI/37°C
Listeria monocytogenes ATCC 7644 BHI/37°C
Listeria monocytogenes L506 (USP) BHI/37°C
Listeria monocytogenes L620 (USP) BHI/37°C
Listeria monocytogenes L302 (USP) BHI/37°C
Listeria monocytogenes L211 (USP) BHI/37°C
Listeria monocytogenes L409 (USP) BHI/37°C
Listeria monocytogenes 711 (USP) BHI/37°C
Enterococcus faecium ATCC 19433 BHI/37°C
Staphylococcus aureus ATCC 27664 BHI/37°C
Escherichia coli ATCC 29214 BHI/37°C
Salmonella spp 29 (UFPB) BHI/37°C
Lactobacillus casei BGP 93 MRS/30°C
Bifidobacterium lactis BLC1 MRS/30°C
Bifidobacterium lactis Bb12® MRS/30°C
Lactobacillus acidophilus LA3 MRS/30°C
Lactobacillus acidophilus LA-5 MRS/30°C
Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus (YF L812) MRS/30°C
Streptococcus termophilus (YF- L812) MRS/30°C
Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. MRS/30°C

cremoris (R-704)
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Table 2
Effect of temperature, pH and chemicals in adsorption assays of the LS2 cell-free

supernatants (CFS) of to L. monocytogenes

Temperature (°C) Adsorption (%0)?2
4 50,0°
25 50,0°
30 83,3°
37 100,0°
pH
4.0 50,0 °
6.0 100,0°
8.0 100,0®
10.0 100,0°
Chemicals (10 g/L)
Tween 80 50,0 °
NaCl 100,0°

2 Expressed as percentage of adsorption (mean + standard deviation)

b Zero standard deviation
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Figure captions

Fig. 1. Effect of pH on the cell-free supernatants of LS1, LS2 and LS3 with anti-Listeria

activity expressed in arbitrary units per mL (AU/mL) (mean £ standard deviation).

Fig. 2. Effect of temperature on the cell-free supernatants of LS1, LS2 and LS3 with anti-

Listeria activity (AU/mL) (mean + standard deviation).

Fig. 3 Mode of action of the cell-free supernatants of LS1, LS2 and LS3 with anti-Listeria
activity on L. monocytogenes 711 growth measured by the optical density at 600 nm (mean *

standard deviation).

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons generated using total DNA from LAB
strains isolated from raw goat milk. M: molecular marker 1Kb plus (Invitrogen, CA, USA),
lane 1: positive control, Neisseria perflava, lane 2: LS3, lane 3: LS1, lane 4: LS2, lane 5:

negative control, water.
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